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RESUMEN

Los virus dengue, zika y chikungunya se han convertido en importantes problemas de
salud publica y tienen un gran impacto econdémico debido al costo que genera las
actividades de control en los paises tropicales y subtropicales. Estos arbovirus son
transmitidos por dos especies de mosquitos a nivel mundial, el Aedes aegypti y el Aedes
albopictus, los cuales se reproducen y distribuyen en ambientes urbanos. Ante la falta de
tratamientos y vacunas eficaces contra estas enfermedades, el uso de insecticidas
representa la medida de intervencion mas utilizada para reducir las poblaciones de
mosquitos, sin embargo, su uso intensivo y extensivo ha provocado el desarrollo de la
resistencia fisiolégica o conductual. El principal objetivo de esta investigacion fue
evaluar la resistencia a insecticidas y sus mecanismos metabolicos en muestras de Ae.
aegypti y Ae. albopictus de cuatro corregimientos del distrito de Panama, con casos
frecuentes de dengue, elevados indices de infestacion y aplicaciones de insecticidas.
Mediante bioensayos de susceptibilidad y pruebas bioquimicas se evalu6 la resistencia a
los insecticidas piretroides, carbamatos y organofosforados. En los bioensayos con larvas,
se encontro resistencia moderada al temefos en las poblaciones de Ae. aegypti de Parque
Lefevre y Pueblo Nuevo, y de Ae. albopictus de Parque Lefevre. Los bioensayos con
mosquitos adultos mostraron resistencia a los insecticidas organofosforados
pirimifosmetil, fenitrotion y malatién, al carbamato propoxur, en dos poblaciones de Ae.
aegypti. Las poblaciones de Aedes fueron totalmente susceptibles a los piretroides. La
actividad y frecuencia de esterasas (o EST y B EST) y glutation s-transferasas fueron
significativamente mayores. Se demostrd que los mecanismos de accion metabdlica
juegan un papel importante en la resistencia detectada a los insecticidas organofosforados
y carbamatos.
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SUMMARY

Dengue, Zika and Chikungunya viruses have become important public health problems
and have a great economic impact due to the cost generated by control activities in
tropical and subtropical countries. These arboviruses are transmitted by two species of
mosquitoes worldwide, Aedes aegypti and Aedes albopictus, which reproduce and
distribute in urban environments. In the absence of effective treatments and vaccines
against these diseases, the use of insecticides represents the most widely used
intervention measure to reduce mosquito populations, however, their intensive and
extensive use has caused the development of physiological or behavioral resistance. The
main objective of this research was to evaluate the resistance to insecticides and their
metabolic mechanisms in samples Ae. aegypti and Ae. albopictus of four districts of the
district of Panama, with frequent cases of dengue, high rates of infestation and insecticide
applications. Resistance to pyrethroid, carbamates and organophosphorus insecticides
was evaluated by susceptibility bioassays and biochemical tests. In bioassays with larvae,
moderate resistance to temephos was found in populations Ae. aegypti from Parque
Lefevre and Pueblo Nuevo, and from Park Lefevre Ae. albopictus. Bioassays with adult
mosquitoes showed resistance to pyrimiphosmethyl organophosphorus insecticides,
fenitrotion and malathion, to propoxur carbamate, in two populations Ae. aegypti. Aedes
populations were totally susceptible to pyrethroids. The activity and frequency of
esterases (a0 EST and B EST) and glutathione s-transferases were significantly higher. It
was shown that the mechanisms of metabolic action play an important role in the
resistance detected to organophosphorus insecticides and carbamates.
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INTRODUCCION

Los mosquitos Aedes aegypti y Aedes albopictus son vectores de varios arbovirus de
importancia mundial, incluyendo los virus del dengue (DEN), fiebre amarilla,
chikungunya (CHIKV) y zika (ZIKV) (Kraemer et al., 2015; Corbel et al., 2016; Singh et
al.,, 2018). Ambas especies han colonizado exitosamente sitios urbanos en areas
densamente pobladas. Los mosquitos Aedes se reproducen prolificamente y sus estadios
inmaduros se desarrollan en el agua, sobre todo en recipientes artificiales, en espacios
interiores y exteriores. Sus huevos son resistentes a la desecacién lo cual les permite
sobrevivir en ambientes inhdspitos y ser transportados por medio del trasiego de
mercancias de los humanos (Rossi y Almiron, 2004; Kraemer et al., 2019). Estas
caracteristicas les confieren ventajas adaptativas sobre otras especies de mosquitos,
convirtiéndolas en exitosas especies invasoras (Juliano y Lounibos, 2005; Lounibos y

Kraemer, 2016).

En Panama4, las enfermedades transmitidas por Aedes constituyen un problema de salud
publica. Segun datos epidemioldgicos del Ministerio de Salud (MINSA), hasta el primer
cuatrimestre del 2019 se habian registrado 72,198 casos de dengue desde la primera
epidemia en 1993. Ademas, 1,352 casos confirmados de Zika se han registrados a partir
de su primera aparicion en Panama en el 2015, y 394 casos de Chikungunya desde el

2014 (MINSA, 2019a; 2019b; 2019c).



Debido a que la picada de los mosquitos Aedes es el principal modo de transmision de
estos virus, es esencial controlar su densidad mediante la eliminacion de hébitats larvales

y el uso de insecticidas (Corbel et al., 2016; Rather et al., 2017; Singh et al., 2018).

En Panamé la utilizacion de insecticidas quimicos para el control de enfermedades
trasmitidas por mosquitos vectores data desde principio del siglo XX durante la
construccion del Canal de Panam@, cuando se descubre el uso del acido carboxilico como
larvicida (Darling, 1910). Treinta afios mas tarde se utilizé por primera vez un insecticida

sintético (DDT) para el control de los mosquitos adultos (Lindquist y McDuffie, 1945a).

A partir de 1956 hasta la actualidad las poblaciones de mosquitos adultos transmisores de
enfermedades han estado sometidos a una continua presion selectiva de insecticidas
(Caceres et al., 2013). Historicamente, la reduccién de las poblaciones de larvas se ha
basado en la aplicacion del insecticida organofosforado temefos a los habitats de las

larvas (Céceres, 2013).

La aplicacion de insecticidas es uno de los métodos més utilizados para aniquilar a los
mosquitos vectores; sin embargo, su uso ha ocasionado resistencia a insecticidas en
muchas partes del mundo (Ranson et al., 2010; Moyes et al., 2017). La resistencia a
insecticidas es considerada por la Organizacion mundial de la salud (OMS) como una
amenaza importante para el control de las enfermedades transmitidas por los mosquitos y
es probable que haya contribuido a la reaparicion y propagacion de los arbovirus (Corbel

etal., 2016).



Entre los mecanismos de resistencia mas importantes en los insectos se encuentran el sitio
insensible o sitio blanco alterado y la resistencia metabdlica (Hemingway y Ranson,
2000; Marcombe et al., 2014). Estos mecanismos, son generalmente inducidos en los
organismos durante la exposicion a los insecticidas, pueden generar resistencia a la
mayoria de los insecticidas disponibles (Hemingway et al., 2004). Los principales
mecanismos de resistencia del sitio blanco conocidos en los mosquitos implican: 1)
sustituciones de aminodcidos en el canal de sodio dependiente del voltaje que causa un
fenotipo de resistencia a los insecticidas piretroides y el organoclorado DDT, conocidos
como resistencia “Knock down” (Kdr) (Brengues et al., 2003); y 2) mutaciones en la
acetilcolinesterasa que conduce a la insensibilidad de esta enzima a los organofosforados
(Raymond et al., 2001). La resistencia basada en el metabolismo implica la
transformacion de la molécula de insecticida por enzimas y ahora se considera un
mecanismo de resistencia clave en insectos (Hemingway et al., 2002 y 2004). Este
mecanismo puede ser el resultado de dos genéticas distintas: una mutacién de la
secuencia de la proteina enzimaética llevando a un mejor metabolismo del insecticida y/o
una mutacién en una region reguladora no codificante que conduce a la sobreproduccion
de una enzima capaz de metabolizar el insecticida. Hasta ahora solo el segundo
mecanismo ha sido claramente asociado con el fenotipo resistente en mosquitos
(Marcombe et al., 2009). En el metabolismo de los insecticidas se involucran
principalmente tres familias enzimaticas (Hemingway et al., 2004; Ranson y Hemingway,
2005): 1) El citocromo P-450 esta implicado en la resistencia para casi todas las clases de
insecticidas, principalmente piretroides, organoclorados y reguladores de crecimiento

(Bisset, 2002). 2) El glutation-S-transferasas (GST) que proveen la forma mas importante



de resistencia metabdlica al DDT a través de la dehidroclorinacion; y 3) las esterasas
(EST) asociadas como primer mecanismo de resistencia a organofosforados, carbamatos

y en menor proporcion a piretroides (Badii y Garza, 2007).

La caracterizacion de los mecanismos bioguimicos en Panama ha sido documentada en
poblaciones de Aedes aegypti del corregimiento de la 24 de Diciembre (Céaceres, 2013).
De hecho, hay una falta de evidencia con respecto a los mecanismos que estan
involucrados en la resistencia a los insecticidas en distintas poblaciones de campo de Ae.
aegypti de diferentes regiones de Panama. Hasta el momento, no hay estudios publicados
que evallen la susceptibilidad y resistencia a insecticidas y sus mecanismos bioquimicos
en poblaciones de Ae. albopictus de Panama. Por ende, la evidencia cientifica generada
en esta investigacion permitird generar un panorama mas amplio sobre el estado de la
resistencia en las poblaciones de Aedes procedentes de sitios seleccionados con casos de

arbovirosis, elevados indices de infestacion y uso de insecticidas.



OBJETIVOS

1.2. Objetivo General
Determinar el estado de la resistencia a insecticidas y sus mecanismos bioquimicos en
poblaciones de Ae. aegypti y Ae. albopictus procedentes de diferentes localidades del

distrito de Panama.

1.3. Objetivos Especificos
1. Evaluar la resistencia a los insecticidas organofosforados, carbamatos y piretroides en
poblaciones de Ae. aegypti y Ae. albopictus del distrito de Panamé a traves de bioensayos

estandarizados por la OMS.

2. Valorar los niveles enziméaticos de las esterasas, glutation s-transferasa y

acetilcolinesterasa en poblaciones de Ae. aegypti y Ae. albopictus.

1.4. Importancia practica
Los resultados de este estudio pueden contribuir en la elaboracion, reorientacion y
fortalecimiento de las estrategias sobre el uso adecuado de los insecticidas por el

Departamento de Control de Vectores del MINSA de Panama.



1.5. Novedad cientifica

Se aporta por primera vez evidencia cientifica sobre la resistencia a insecticidas y los
mecanismos bioquimicos involucrados en las poblaciones de Ae. albopictus de Panama.
Se aporta nueva evidencia cientifica sobre el estado de la resistencia a insecticidas en
poblaciones de Ae. aegypti del distrito de Panama. Ademas, se genera evidencia sobre el
estado de la resistencia a insecticidas en Ae. aegypti y Ae. albopictus que coexisten en las
mimas éareas, lo cual nos permiten entender como estas dos especies de vectores,

sometidas a los mismos regimenes de insecticidas responden.



REVISION DE LITERATURA

2.1. Distribucion Geogréfica del Ae. aegypti y Ae. albopictus

El mosquito Ae. aegypti es originario del norte de Africa, a medida que el comercio
global aumento a lo largo de los siglos Ae. aegypti se extendio por gran parte del mundo
tropical y subtropical (Brown et al., 2014; Gloria-Soria et al., 2016; Powell et al., 2018;
Tedjou et al., 2019). Migr6 al nuevo mundo durante los siglos XV al XVII a bordo de los
barcos que transportaban esclavos, posiblemente en multiples ocasiones (Powell y
Tabachnick, 2013; Brown et al., 2014; Powell et al., 2018). La propagacion hacia
Australia, Asia y el Pacifico ocurrio después de su llegada al nuevo mundo,
probablemente en la década de 1890 (Powell y Tabachnick, 2013; Brown et al., 2014;
Gomez-Garcia, 2018). Actualmente, el Ae. aegypti estd dentro de los limites de las
latitudes 40°N y 40°S y se encuentra cominmente hasta los 1,700 metros sobre el nivel
del mar (Gomez-Garcia, 2018). El primer informe de Ae. aegypti en Panama se realiz6 a
principios del siglo XX, durante la construccion del Canal de Panama (Eskildsen et al.,
2018). Actualmente esté distribuido en todo el pais y ha invadido al istmo de panama, en
por lo menos dos ocasiones, tal vez en diferentes periodos y posiblemente a través de

diferentes rutas de introduccion (Eskildsen et al., 2018).

Por otro lado, el Ae. albopictus se origind en Asia tropical y templada, y ha sido una de
las especies de insectos con mayor capacidad de propagacion rapida en las ultimas dos
décadas (Benedict et al., 2007; Kraemer et al., 2015; Tedjou et al., 2019). El Ae.

albopictus ha invadido los cinco continentes, en gran parte a través del comercio



internacional de neumaticos usados. Su alta velocidad de expansion y colonizacion le ha
permitido llegar a lugares donde el Ae. aegypti no existe actualmente (Paupy et al., 2009;
Tedjou et al., 2019). Ae. albopictus fue reportado por primera vez en América alrededor
de 1980 e inici6 casi simultaneamente una rapida expansion demografica en Africa,
Oriente Medio y Europa (Paupy et al., 2009). En américa la colonizacion y
establecimiento del Ae. albopictus se ha confirmado en 19 paises (Gomes-Carvalho et al.,
2014). En Panama se colectd por primera vez en 2004, extendiéndose hacia el oeste y se
estima que ha invadido mas del 60% del pais durante los 7 afios posteriores a su
introduccion inicial (Miller y Loaiza, 2015; Eskildsen et al., 2018). La colonizacion de
Ae. albopictus estd en curso invadiendo el pais en diferentes momentos y mediante
diferentes rutas de introduccion (Futami et al., 2015; Miller y Loaiza, 2015; Eskildsen et

al., 2018).

Se espera que ambas especies de Aedes continlen expandiéndose mas alla de sus
distribuciones actuales. La propagacién futura para Ae. aegypti se concentra
principalmente en su area de distribucion tropical y en areas templadas de los Estados
Unidos y China, se estima que 159 paises reportaran a esta especie en el 2080 (Kraemer
et al., 2019). Por el contrario, se espera que Ae. albopictus se extienda ampliamente por
toda Europa, el norte de los Estados Unidos y las regiones montafiosas de América del
Sur y Africa Oriental durante los proximos 30 afios y se estima que estara presente en 197

paises para el 2080 (Kraemer et al., 2019).



2.2. Biologia, ecologia y comportamiento de Ae. aegypti y Ae. albopictus

Aedes aegypti y Ae. albopictus son especies que en estado adulto poseen habitos diurnos
con periodos de alimentacion méaxima durante las primeras horas de la mafiana y en el
atardecer (Reinhold et al., 2018). Las hembras de ambas especies se alimentan de sangre
humana, pero Ae. albopictus es méas oportunista en la seleccion de fuentes de
alimentacion sanguinea (mamiferos, aves, reptiles, y anfibios), esta especie tiene la
capacidad de colonizar diferentes nichos ecoldgicos, preferentemente en habitats
vegetados y rurales, y puede sobrevivir a temperaturas templadas (Paupy et al., 2009;
Faraji et al., 2014; Sivan et al., 2015; Lounibos y Kraemer, 2016; Smith et al., 2016).
Mientras que Ae. aegypti tiende a ser mas dependiente de la sangre humana y muestra
una preferencia por los paisajes urbanos (Harrington et al., 2001; Rey et al., 2006; Scott y

Takken, 2012; Sivan et al., 2015 )

Los Aedes son holometabolos, el ciclo de huevo a adulto se completa entre 7 a 10 dias y
una vez alcanzada la etapa de adulto pueden vivir alrededor de 45 dias (Carneiro et al.,
2017; Das et al., 2018; Kweka et al., 2018; Mayilsamy, 2018), son multivoltinas lo que
resulta en 5-17 generaciones por afio (Gatt et al., 2009). Los factores abi6ticos como la
temperatura, humedad y lluvias desempefian un papel en influir en la dindmica de la
poblacién de larvas y pupas, ademas son determinantes importantes de las caracteristicas
adultas de ciclo de vida como la longevidad, la fecundidad, el tamafio del cuerpo y

nimero de generaciones (Gatt et al., 2009; Carneiro et al., 2017; Kweka et al., 2018).



Las hembras de Ae. aegypti ponen los huevos sobre las superficies himeda, generalmente
en recipientes artificiales, evitando ponerlos directamente en el agua (Rossi y Almiron,
2004; Luz et al., 2008; Dias-Wermelinger et al., 2015). Mientras que Ae. albopictus
presenta mayor tendencia a depositar sus huevos en recipientes naturales. Sin embargo,
puede utilizar recipientes artificiales también (Rossi y Almirdn, 2004; Raharimalala et al.,
2012). Los huevos de ambas especies son superficialmente similares y tienen la
capacidad resistir la desecacion durante varios meses en las paredes internas de los
contenedores. Las hembras producen un promedio de 100-200 huevos por lote, pero la
cantidad de huevos producidos depende de la cantidad de sangre ingerida (Das et al.,

2018).

Las larvas se desarrollan preferentemente en agua limpia, pudiendo tolerar ambientes con
abundante materia organica en descomposicion y variaciones menores en el pH y la
temperatura, en algunos casos se han encontrado en aguas salobres (Rossi y Almirén,
2004; Ramasamy et al.,, 2011; Rey y Lounibos, 2015). Las larvas se movilizan
activamente en el ambiente acuatico serpenteando marcadamente para buscar alimento
(microorganismos y detritos organicos animales y vegetales) o protegerse de los
depredadores (Rossi y Almirén, 2004; Garcia-Sanchez et al., 2017). Existen cuatro
estadios larvales de desarrollo, para luego sufrir una metamorfosis completa en el estado
de pupa y emerger como mosquito adulto completamente desarrollado cuando las larvas
se encuentran en cuarto estadio completamente desarrollado después de 1-2 dias (Rossi y

Almirdn, 2004; Kweka et al., 2018).
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El mosquito adulto puede volar en promedio de 200 metros alrededor de sus criaderos
(Turell et al., 2005). Los machos buscan a las hembras inmediatamente después de
emerger para aparearse guiados por el sonido emitido por las alas de la hembra durante el
vuelo (Rossi y Almiron, 2004; Oliva et al., 2014). Los mosquitos Aedes demuestran un
amplio comportamiento que les permite aparearse en parejas individuales o en
agregaciones durante todo el dia, aunque se han observado eventos de apareamiento en
los picos crepusculares (Oliva et al., 2014). ElI mosquito macho sujeta el apice del
abdomen de la hembra con su terminalia e inserta su aedeagus en su receptaculo genital.
La bursa copulatrix de la hembra se llena de esperma que pasa de inmediato a la
espermateca en menos de dos minutos. Una inseminacion es suficiente para fecundar
todos los huevos que la hembra produzca durante toda su vida (Rossi y Almirdn, 2004;

Oliva et al., 2014).

2.3. Importancia sanitaria de Aedes aegypti y Aedes albopictus

Los mosquitos Ae. aegypti y Ae. albopictus han recibido una gran atencion en todo el
mundo, ya que son vectores eficientes de patdgenos virales causantes de enfermedades
(Dengue, Zika, fiebre amarilla y Chikungunya) en los seres humanos (Leta et al., 2017;
Kweka et al., 2018; Powell et al., 2018; Espinal et al., 2019). Estas enfermedades se estan
convirtiendo cada vez mas en un problema de salud mundial, debido a su répida
propagacion geografica (Leta et al., 2017). Aproximadamente, 146 paises han reportado
multiples enfermedades arbovirales transmitidas por Ae. aegypti y Ae. albopictus y 123

reportd la aparicion de al menos una de estas enfermedades (Leta et al., 2017).
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El impacto econdmico global de los mosquitos vectores del género Aedes y de las
enfermedades que trasmiten ain se desconoce, pero las pérdidas econémicas por el
dengue representan el 84% de los costos totales de salud humana asociados a insectos
invasores (Bradshaw et al., 2016; Shepard et al., 2016; Roiz et al., 2018). En Panama el
costo total del dengue para el afio 2005 se estimo en $16.9 millones, que comprende los

gastos por el manejo de casos y el control de la enfermedad (Armien et al., 2008).

El virus dengue fue identificado por vez primera en 1950 durante una epidemia en
Filipinas y Tailandia. Esta enfermedad arboviral es la mas comdn en los seres humanos,
con 50 millones de casos anuales en méas de 100 paises, con incidencia y diseminacion
cada vez mayores en todo el mundo, causando alrededor de 24 mil defunciones al afio,
gran parte en nifios (Arredondo-Garcia et al., 2016; Ramasamy et al., 2011; OMS,
2019a). En Panama, el dengue se ha convertido en un problema de salud publica, se han
registrado 72,198 casos de dengue desde el inicio de la epidemia 1993 hasta el primer

cuatrimestre de 2019 (Céceres et al., 2013; MINSA, 2019a).

En la infeccion por dengue se reconocen cuatro fases (fase de incubacién, fase febril, la
fase critica (fuga plasmatica) y la fase de recuperacion (reabsorcién de liquidos). La
mayoria de los enfermos desarrolla la forma leve o fiebre por dengue clasico, pero
algunos desarrollan una patologia méas agresiva con hemorragia de las mucosas

corporales, que puede llevar a la muerte cuando se acompafia del sindrome de choque por
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dengue (Arredondo-Garcia et al., 2016; OMS, 2019a). Actualmente, no existe tratamiento
alguno contra el dengue, pero la deteccion y el acceso oportuno a los servicios de salud,
disminuye la tasa de mortalidad por debajo del 1% (OMS, 2019a). La prevencion y el
control del dengue dependen en gran medida de la lucha contra los mosquitos

transmisores (OMS, 2019a).

La fiebre Chikungunya es la segunda enfermedad arboviral mas ampliamente distribuida
a nivel mundial después del dengue. En total, 106 paises han informado sobre la
transmision autdctona de la enfermedad (Leta et al., 2017). Esta enfermedad ha afectado
a millones de personas en las regiones tropicales y subtropicales del mundo y para el
futuro puede experimentar brotes severos en las regiones templadas debido a la
aumentada transmision por el vector Ae. albopictus (Wahid et al., 2017). En Panama las
primeras infecciones por CHIKV se detectaron en mayo de 2014, y hasta la fecha se
reportan 394 (Carrera et al., 2017; MINSA, 2019c). Sin embargo, a diferencia de muchos
paises de las Américas, Panama presentd pocos casos autdctonos durante este brote

(Carrera et al., 2017).

El virus Chikungunya (CHIKV) se caracteriza por la aparicion subita de fiebre
generalmente acompafiada de dolores articulares, dolores musculares, dolores de cabeza,
nauseas, cansancio y erupciones cutaneas. El virus puede causar una enfermedad aguda,
subaguda o crénica. La mayoria de los pacientes se recuperan completamente, pero en

algunos casos los dolores articulares pueden durar varios meses e incluso afios (OMS,
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2017). Actualmente no existe un farmaco antiviral especifico para prevenir o mitigar la

fiebre Chikungunya (Arredondo-Garcia et al., 2016).

El virus del zika (ZIKV) se aislo por vez primera en 1947 de macacos en Uganda, a
través de una red de monitoreo de la fiebre amarilla (OMS, 2018). El ZIKV ha causado
multiples epidemias en los ultimos afios y ha sido reportado en 85 paises (Leta et al.,
2017). Panama declar6 alerta sanitaria nacional en 2016, confirmandose 1,352 casos
desde su aparicion en 2015 hasta el 2019 (Méndez-Rio et al., 2015; MINSA, 2019b).

Se estima que cuatro de cada cinco pacientes son asintomaticos. Los sintomas aparecen
entre 3 a 12 dias después de la picadura del mosquito y los mas comunes son fiebre leve,
exantema, conjuntivitis no purulenta y artritis (principalmente en pies y manos). Se han
descrito complicaciones neuroldgicas y autoinmunitarias, asi como malformaciones
congénitas (microcefalia). Es infrecuente que la infeccion por zika cause la muerte, sin
embargo, se han reportado algunas defunciones debido a este virus (Arredondo-Garcia et

al., 2016; OMS, 2018).

2.4. Métodos de control vectorial de poblaciones de Aedes
Se han implementado diferentes formas de control de los mosquitos vectores con mayor o

menor exito. Las principales estrategias de intervencion son las siguientes:

1. Gestion o manejo ambiental: El manejo del habitat (fuente) intenta reducir los sitios
de reproduccion de mosquitos mediante la eliminacion de posibles sitios de reproduccion.

Muchos paises que enfrentan epidemias regulares intentan hacer cumplir estas medidas
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mediante la educacion publica 0 mediante métodos punitivos a través de los sistemas

legales, por ejemplo, multas o encarcelamientos (Weeratunga et al., 2017).

2. Bioldgicos: Estos métodos se basan en la introduccién de organismos depredadores,
parésitos o competidores de la especie de interés e insecticidas biologicos, que de algln
otro modo reducen la poblacion de vectores por ejemplo copépodos o las bacterias

Bacillus thuringiensis var. Israelensis y Wolbachia (Weeratunga et al., 2017).

3. Genéticos: La manipulacion genética abarca varias modalidades para el control de los
mosquitos vectores. La técnica del insecto estéril implica la creacion y liberacién de
machos estériles en el medio ambiente, reduciendo el potencial reproductivo de la
poblacion silvestre, 1o que finalmente reduce el tamafio de la poblacién del vector. La
esterilidad es inducida tradicionalmente por radiacion y Gltimamente por manipulacion
genética. Estos métodos causan la muerte de la descendencia del mosquito después del
apareamiento. También se estan utilizando modificaciones de este sistema, como la
liberacion de insectos que portan un gen letal dominante (Alphey, 2013; Weeratunga et

al., 2017).

4. Reguladores de crecimiento: Dentro del grupo de los insecticidas bioquimicos se
encuentran los reguladores del crecimiento de insectos. Estas sustancias son clasificadas
como hormonas mimicas o analogas sintéticos de la hormona juvenil, inhibidores del
desarrollo, inhibidores de la muda e inhibidores de la sintesis de quitina. La accién

fundamental de los reguladores de crecimiento se basa en la interrupcién del crecimiento
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y desarrollo, inhibiendo la emergencia de adultos y afectando la reproduccién del insecto

adulto (Berti et al., 2013).

5. Insecticidas quimicos: Estos agentes son herramientas que manejan o controlan los
insectos significativamente. Este control puede resultar en la muerte del insecto o en

impedir que participe en comportamientos que se consideran destructivos (Ghosal, 2018).

Las moléculas de insecticida pueden penetrar en el cuerpo del insecto por una de las
siguientes vias (Bisset, 2002):
(1 Envenenamiento por contacto: el insecticida penetra a través de la cuticula del
insecto hasta alcanzar el sitio activo.
(1 Envenenamiento oral: el insecticida es ingerido y absorbido a través del intestino.
(1 Fumigaciones: el insecticida penetra al cuerpo del insecto a través de los

espirdculos del sistema respiratorio.

2.5. Clasificacion de los insecticidas y sus modos de accion

Cuatro clases de insecticidas sintéticos y quimicamente diferentes han estado disponibles
para aniquilar a los mosquitos: organoclorados, organofosforados, carbamatos y
piretroides (Bisset, 2002; Gupta y Milatovic, 2014). La forma en que un insecticida
interfiere con el proceso bioldgico de la plaga objetivo se llama modo de accion. EI modo
de accion es la herramienta mas importante para garantizar la capacidad de controlar los

mosquitos vectores (Gupta y Milatovic, 2014; Ghosal, 2018).
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2.5.1. Organoclorados

Los insecticidas organoclorados (hidrocarburos clorados) son compuestos quimicos
sintéticos de amplio espectro, cuya propiedad mas destacada es su alta estabilidad
quimica, muy solubles en grasas e insolubles en agua. Son preparados por un proceso de
cloracion de varios hidrocarburos. Incluyen a los derivados de los etanos, de los cuales el
DDT es el més conocido; los ciclodienos que incluyen al: clordano, aldrin, dieldrin,
heptaclor, endrin y toxafeno; y la serie de los hexaclorociclohexanos como el lindano
(Zaragoza-Bastida et al., 2016). Estos productos quimicos pertenecen a la clase de
contaminantes organicos persistentes (COP) con alta persistencia en el medio ambiente y
actualmente estan prohibidos en la mayoria de los paises desarrollados (Jayaraj et al.,

2016).

Modo de accion: Existen al menos dos mecanismos de accion diferentes para
insecticidas organoclorados (Gupta y Milatovic, 2014). Los insecticidas de tipo DDT
afectan los nervios periféricos y el cerebro al disminuir el flujo de Na* e inhibir el flujo
de salida de K", que produce un exceso de K" intracelular en la neurona, que despolariza
parcialmente la célula. EI umbral para otro potencial de accion se reduce, lo que lleva a
una despolarizacion prematura de la neurona. Los hidrocarburos y ciclodienos de arilo,
ademas de los potenciales de accidn decrecientes, pueden inhibir la union postsinaptica
del acido amino butirico (Gupta y Milatovic, 2014). Los ciclodienos actian mediante la
inhibicién competitiva de la unién del acido amino butirico, interfiriendo con los canales

de cloruro en la membrana nerviosa, interrumpiendo la transferencia de iones y la
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transmision de impulsos entre las células nerviosas (Devine et al., 2008; Gupta y

Milatovic, 2014).

2.5.2. Piretroides

Los piretroides y las piretrinas son compuestos organicos similares a los aislados de las
flores de los piretro (Chrysanthemum coccineum y C. cinerariaefolium). Las propiedades
insecticidas de las piretrinas se derivan de los ésteres cetoalcohdlicos de los acidos
crisantémico y piretroico (Davies et al., 2007; Gupta y Milatovic, 2014; Jayaraj et al.,
2016). Debido a su alta potencia como insecticidas, su amplio espectro de actividad, su
toxicidad relativamente baja en los mamiferos, su falta de persistencia ambiental y su
menor resistencia a los insectos, los piretroides han tenido mucho éxito en el pasado
reciente y ahora representan mas del 25% del mercado mundial de insecticidas (Gupta y

Milatovic, 2014).

Los piretroides son de dos tipos: 1) Los piretroides de tipo | son aquellos que carecen del
resto a-ciano-3-fenoxibencilo. Incluye los insecticidas piretrina I, aletrina, bioaletrina,
tetrametrina, resmetrina, cismetrina, fenotrina y permetrina. 2) Los piretroides de tipo 1l
son aquellos que contienen un resto a-ciano-3-fenoxibencilo. Algunos ejemplos de
piretroides de tipo Il incluyen la cifenotrina, cipermetrina, deltametrina, fenvalerato,

ciflutrina, cihalotrina, flucintrato y esfenvalerato (Gupta y Milatovic, 2014).

Modo de accion: El principal sitio de accion de los piretroides son los canales de sodio

de las células. Estos insecticidas retardan la apertura y el cierre de los canales de sodio, lo
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que finalmente lleva la sobre-excitacion de la célula. Un aumento de sodio resulta en una
celula en estado hiper-excitable. La duracion del potencial de accién del sodio es mucho
més corta para los piretroides de tipo | que para los de tipo Il. Mientras que los
piretroides de tipo | producen principalmente cargas repetitivas, la despolarizacion de la
membrana celular es el principal mecanismo de accién toxica ejercida por los piretroides
de tipo Il. El efecto de los piretroides de tipo | en las membranas nerviosas (canales de
sodio) es similar a los producidos por los insecticidas Organoclorados de tipo DDT

(Davies et al., 2007; Gupta y Milatovic, 2014).

2.5.3. Organofosforados

Los organofosforados (OF) son ésteres de acido fosférico o fosfonico, que inactivan la
enzima acetilcolinesterasa (Poirier et al., 2017). Se clasifican en 13 tipos diferentes, como
fosfatos, fosfonatos, fosforotioatos y fosforamidatos. Durante el Gltimo medio siglo, los
insecticidas anti-acetilcolinesterasa (AChE) han ganado gran popularidad en todo el
mundo debido a dos factores principales: (1) falta de persistencia de residuos en el medio
ambiente y en sistemas de mamiferos, y (2) desarrollo de menor resistencia en insectos en
comparacion a la clase organoclorada de insecticidas. Actualmente, cientos de OF estan
disponibles en el mercado para su uso como insecticidas y representan el 50% del uso de

insecticidas en todo el mundo (Gupta y Milatovic, 2014).

Modo de accidn: tienen una alta afinidad para unirse e inhibir la AChE, una enzima
especificamente responsable de la destruccion del neurotransmisor AChE. La inhibicion

de la AChE por OF conduce a una acumulacion excesiva de AChE en la sinapsis del
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cerebro y en las uniones neuromusculares, lo que da como resultado una
sobreestimulacion de los receptores de AChE muscarinicos y nicotinicos (Gupta et al.,

2011).

2.5.4 Carbamatos

Los carbamatos son ésteres del acido carbdmico, se desarrollaron en la década de 1950 en
respuesta a una busqueda de insecticidas con actividad anticolinesterasa, pero con mayor
especificidad y menor toxicidad en mamiferos que los insecticidas OP. Se usan
ampliamente en muchos paises donde la agricultura es una importante industria y control

de plagas esencial (Vale y Lotti, 2015; Poirier et al., 2017).

Modo de accién: El efecto de los carbamatos es similar a los producidos por los

insecticidas organofosforados (Gupta et al., 2011).

2.6. Cronologia de la aplicacion de insecticidas contra el mosquito Aedes aegypti en

Panama

Desde el inicio del programa de control de vectores en 1956, las poblaciones de
mosquitos transmisores de enfermedades han estado sometidos a una continua presion
selectiva de insecticidas organoclorados (dieldrin y DDT), carbamatos (propoxur y
bendiocarb), organofosforados (fenitrotion, malation, fention y temefos) y piretroides
(deltametrina, lambdacihalotrina y ciflutrina) aplicados en la lucha antivectorial (Cuadro

1y 2; Céceres et al., 2013).
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A inicios del siglo XX, las medidas para el control de los mosquitos estaban enfocadas en
la gestion ambiental para reducir la transmisién de la malaria y fiebre amarilla durante la
construccion del Canal de Panama. Para destruir el habitat y criaderos de los mosquitos,
el Departamento de Sanidad realizé labores de drenaje, pero cuando no lograron drenar
los cuerpos de agua estancada, vertieron petréleo y otros aceites, estos fueron los
primeros larvicidas utilizados en los trabajos de control (Orenstein, 1911; Gorgas, 1914;

Le Prince, 1915; Céceres, 1999).

En 1910 se descubrié que el &cido carboxilico (larvicida Panam&) era un larvicida y
germicida muy eficiente (Darling, 1910; Orenstein, 1911; Darling, 1912). Luego de este
descubrimiento el &cido carboxilico fue utilizado de forma extensiva sobre las superficies
y a lo largo de los méargenes de los criaderos de mosquitos (Orenstein, 1911).
Posteriormente, se utilizd el Verde Paris en los lagos y rios pocos profundos y llenos de
hierbas. Este larvicida presentd una desventaja, los tiempos favorables para la aplicacién
fueron pocos y distantes entre si ya que se debian aplicar durante condiciones ambientales
secas (Chamberlain y Curry, 1926). Mediante fumigacion, con piretro o azufre los
mosquitos dentro de las casas fueron destruidos. Cuando utilizaban piretro, los mosquitos
terminaban aturdidos, por lo cual era necesario quemarlos (Gorgas, 1907; Gorgas, 1914,

Mason, 1916).

En 1944 se utiliza por primera vez un insecticida sintético (DDT) para el control de los

Anopheles en Panama (Lindquist y McDuffie, 1945a). Durante 1944 a 1952 se realizaron
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una serie de aplicaciones residuales del insecticida DDT en diferentes &reas de Panama
(Lindquist y McDuffie, 1945a; Lindquist y McDuffie, 1945b; Trapido, 1946; Trapido,
1947; Galindo y Gallardo, 1947). Estas aplicaciones dieron como resultado la
implementacién del DDT, como medio del control de la malaria en Panama (Galindo y
Gallardo, 1947; Trapido, 1952, Gallardo, 1954). En las &reas donde se rociaba, se logro
eliminar el Ae. aegypti, por lo que, decidieron adicionar al programa de control de
malaria, los pueblos y aldeas donde el Ae. aegypti estaba presente (Courtney, 1950;

Pinto-Severo, 1955).

Cuadro 1. Cronologia de uso de insecticidas por el programa de malaria del

departamento de vectores de Panama.

Programa Insecticida Inicio  Suspension  Referencia
Malaria (afio) (afo)
Dieldrin 1957 1962 MINSA, 1984
Organoclorados )
DDT 1962 1988 Céceres, 1999
MINSA, 1984,
Carbamato Propoxur 1972 1990 Caceres, 1999
Organofosforados  Fenitrotion 1982 1996 Caceres, 1999
Piretroides Deltametrina 1996 2002 Departamento de
control de
o vectores,
Organofosforados Fenitrotion 2002 Actualmente  Ministerio de
Salud
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Cuadro 2. Cronologia de uso de insecticidas por el programa dengue del departamento

de vectores de Panama.

Programa Insecticida Inicio Suspensién  Referencia

Dengue (afio) (afhio)

Organofosforados  Fenitrotion 1985 1996 Departamento de
Malation 1985 1996 control de

vectores,

Temefos 1985 Actualmente  Ministerio de

Piretroides Ciflutrina 1996 Actualmente Salud
Deltametrina 1996 Actualmente

Lambdacihalotrina 1996 Actualmente

Benzoilureas FLUBEX 2010 Actualmente

2.7. Resistencia a insecticidas

La resistencia es definida como la habilidad de los mosquitos para tolerar dosis altas de
toxicos e insecticidas, los cuales resultarian letales a la mayoria de los individuos en una
poblacion normal de la misma especie (OMS, 1957). Como resultado de las aplicaciones
continuas del mismo insecticida, prevalecen los insectos naturalmente resistentes, los
cuales se aparean dejando descendencia también resistente y volviéndose predominantes
en la poblacién. Asi el tratamiento pierde efectividad y debe recurrirse a otro insecticida

con diferente modo de accion (IRAC, 2016).
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2.8. Resistencia multiple y cruzada

La resistencia multiple es la presencia simultdnea de varios mecanismos diferentes de
resistencia en el mismo organismo. Los distintos mecanismos de resistencia pueden
combinarse para aportar resistencia a multiples clases de plaguicidas (FAO, 2013).

La resistencia cruzada es cuando la resistencia a un insecticida es transferida a otro
insecticida aun cuando el insecto no ha estado expuesto a este Gltimo producto. La
resistencia cruzada se desarrolla mas comdnmente con compuestos que tienen el mismo
modo de accién y que son con frecuencia, pero no siempre, quimicamente relacionados

dentro de un mismo grupo quimico (FAO, 2013).

2.9 Mecanismos de resistencia

Hay varias formas en que los insectos pueden volverse resistentes a los insecticidas. Los
diversos mecanismos que permiten a los insectos resistir la accion de los insecticidas se
pueden agrupar en cuatro categorias distintas, incluida la resistencia metabdlica, la
resistencia del sitio objetivo, penetracion reducida y resistencia por comportamiento. De
estas cuatro categorias, la resistencia metabdlica y la resistencia del sitio objetivo son las
méas importantes (Liu, 2015). A menudo los insectos exhiben mas de uno de estos

mecanismos al mismo tiempo (Corbel y N’Guessan, 2013).

2.9.1. Resistencia por comportamiento
Este mecanismo incluye el desarrollo de conductas que llegan a reducir la exposicién de

los insectos a compuestos toxicos o que permite a los insectos a sobrevivir en un
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ambiente que es nocivo o letal para la mayoria de los individuos de una misma especie
(Sparks et. al., 1989; Badii y Garza, 2007; Auteri et al., 2018). Dentro de la resistencia

por comportamiento se destacan las siguientes:

Estimulo dependiente: Requiere estimulacion sensorial, incluye la “irritabilidad”. Es
cuando un insecto es estimulado a dejar un ambiente toxico inmediatamente cuando entra

en contacto con una superficie tratada con un agente quimico (Georghiou, 1972).

Estimulo independiente: No requiere estimulacion sensorial, incluye la “repelencia”. Es
la deteccion del insecticida y la tendencia a evitarlo antes de ponerse en contacto con él

(Georghiou, 1972).

2.9.2. Resistencia a la penetracion
Este mecanismo también se conoce como mecanismo fisico de resistencia y contempla
muchos casos de penetracion reducida, aumento de excrecidn que causa resistencia en los

insectos.

La penetracion reducida consiste en modificaciones de la cuticula del insecto o en el
revestimiento del tracto digestivo que impiden o retrasan la absorcion o penetracion de
los insecticidas en algunas cepas de insectos resistentes. Este mecanismo de resistencia

puede soportar una amplia gama de insecticidas (Badii y Garza, 2007; IRAC, 2011).
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El aumento de la excrecion reduces el efecto toxico de un insecticida. Un ndmero de
insectos dafinos a la agricultura es capaz de ingerir alimentos naturalmente tdxicos o

tratados, debido al aumento de los movimientos intestinales (Bisset, 2002).

2.9.3. Resistencia metabolica

La resistencia metabolica es el mecanismo de resistencia cominmente encontrado en los
insectos, y se basa en sistemas enzimaticos que han desarrollado los insectos para
desintoxicar el ingrediente activo de los insecticidas (Nauen, 2007; Ugurlu, 2012). Este
mecanismo causa resistencia cruzada entre clases de insecticidas y con otras sustancias
quimicas utilizadas para el control de insectos (Reis-Montella et al., 2012). Los
mosquitos resistentes pueden poseer niveles mas altos o formas mas eficientes de
enzimas (Ugurlu, 2012). En el metabolismo de los insecticidas se involucran
principalmente tres familias enzimaticas: las Esterasas (a-esterasa y [-esterasa), el
sistema Citocromo P-450 monooxigenasas (P450) y las Glutation S-transferasas

(Hemingway y Ranson, 2000; Nauen, 2007).

Esterasas

Las esterasas son enzimas que catalizan la hidrdlisis de un grupo éster de una variedad de
sustratos (Reis-Montella et al., 2012; Gopalan y Nampoothiri, 2016). La mayoria de las
esterasas pertenecen a la familia de genes carboxilesterasa dentro de la proteina del
pliegue alfa/beta hidrolasa (Reis-Montella et al.,, 2012). La resistencia metabolica

derivada de las esterasas es un problema importante en las poblaciones de vectores, una
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amplia gama de insecticidas contiene enlaces éster y, por lo tanto, son susceptibles a la
hidrolisis. Estas enzimas se han correlacionado con la resistencia a los insecticidas
organofosforados, carbamatos y piretroides (Badii y Garza, 2007; Reis-Montella et al.,

2012).

El sistema Citocromo P-450 monooxigenasas

Las monooxigenasas dependientes del citocromo P450 son una importante y diversa
familia de enzimas hidréfobas que estan involucradas en el metabolismo de numerosos
compuestos endogenos y exogenos (Hemingway et al., 2004). El citocromo P-450 esta
implicado como el factor principal en muchos casos de resistencia metabolica a
carbamatos y también detoxifican organofosforados, piretroides y DDT entre otros

(Bisset, 2002).

Glutation S-transferasas

La GST son enzimas multifuncionales diméricas que desempefian un papel en la
desintoxicacion de una amplia gama de xenobi6ticos. Estas enzimas catalizan el ataque
nucleofilico del glutation reducido (GSH) en los centros electrofilicos de los compuestos
lipofilicos (Hemingway et al., 2004). Se han reportado maltiples formas de estas enzimas
para los mosquitos y se clasifican de acuerdo con la reaccién que catalizan como alquil,
aril y epoxitransferasas. Las GST son importantes en la detoxificacion de
organofosforados y proveen la forma mas importante de resistencia metabélica al DDT a

traves de la dehidroclorinacion (Badii y Garza, 2007).
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2.9.4. Resistencia sitio insensible

El segundo mecanismo de resistencia mas comudn encontrado en los insectos es la
resistencia del sitio objetivo. La insensibilidad del sitio de objetivo resulta de la
modificacion estructural o mutacion de genes que codifican proteinas diana que
interacttan con insecticidas (Badii y Garza, 2007; Liu, 2015). Los sitios objetivos son la

acetilcolinesterasa, receptores GABA y los canales de sodio (IRAC, 2011).

Acetilcolinesterasa alterada

La acetilcolinesterasa (AChE) es una enzima clave del sistema colinérgico porque regula
el nivel de acetilcolina y termina los impulsos nerviosos al catalizar la hidrolisis de la
acetilcolina. Esta inhibicion conduce a una acumulacion de acetilcolina en las sinapsis
que a su vez deja los receptores de acetilcolina permanentemente abiertos, lo que resulta
en la muerte del insecto (Fournier, 2005). La AchE modificada es menos eficiente al
hidrolizar su sustrato que una enzima normal. Este mecanismo produce un amplio

espectro de resistencia a la mayoria de los OF y carbamatos (Badii y Garza, 2007).

Receptores GABA (&cido amino butirico)

GABA es el principal neurotransmisor inhibitorio tanto en insectos como en mamiferos y
sirve como agonista para abrir el canal de cloro transmembrana pentamérico. El receptor
GABA, como el receptor de tipo para el neurotransmisor y-acido aminobutirico, es el
sitio objetivo para el ciclodieno insecticidas, tales como dieldrin, y fenilpirazoles, tales
como fipronil (Liu, 2015). La union de GABA al receptor provoca la activacion rapida de

un canal de i6n selectivo de cloruro integral (Hemingway et al., 2004).
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Alteracion de los canales de sodio

Las modificaciones en la estructura del canal de sodio, en forma de mutaciones puntuales
0 sustituciones resultantes de polimorfismos de un solo nucle6tido, conducen a una
insensibilidad al DDT vy piretroides en los canales de sodio del sistema nervioso a través
de una reduccion o eliminacion de la afinidad de union del insecticida para proteinas
(Liu, 2015). Esto también, quizds de manera indirecta, altera las propiedades de
activacion del canal de sodio, disminuyendo los efectos toxicos de los insecticidas y
dando como resultado una resistencia a los insecticidas. El término resistencia “Knock
down” se usa para describir casos de resistencia al DDT vy a los insecticidas piretroides en
insectos y otros artropodos debido a la reducida sensibilidad de los canales de sodio al

sitio objetivo (Badii y Garza, 2007; Liu, 2015).

2.10. Factores que influyen en el desarrollo de la resistencia a insecticidas

Los factores que afectan el desarrollo de la resistencia pueden agruparse en tres
categorias: operacionales, bioldgicos y la composicion genética. A pesar de que no es
posible predecir con precision el desarrollo de la resistencia a un compuesto en particular,
si es posible valorar el riesgo en general al evaluar estos factores (IRAC, 2011; FAO,

2013).

[1 Factores operacionales
Frecuencia de aplicacion: La frecuencia con la que se usa un insecticida es uno de

los factores mas importantes que influyen en el desarrollo de resistencia. Con cada
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uso, se da una ventaja a los insectos resistentes dentro de una poblacion (Bisset, 2002;

IRAC, 2011).

Dosificacion y persistencia del efecto: El periodo de tiempo que un insecticida
permanece efectivo, también llamado persistencia, depende de la quimica fisica del
insecticida, el tipo de formulacién y la tasa de aplicacion. Los productos que
proporcionan un efecto persistente proporcionan una presion de seleccion continua de

manera similar a los tratamientos multiples (IRAC, 2011).

(1 Factores bioldgicos

Tasa de reproduccion: Es probable que los insectos que tienen un ciclo de vida corto
y altas tasas de reproduccion desarrollen resistencia mas rapidamente que las especies
que tienen una tasa de reproduccién mas baja, ya que cualquier gen de resistencia
puede propagarse rapidamente por la poblacién. Los mosquitos tienen un historial de
resistencia a los insecticidas y se caracterizan por un ciclo de vida relativamente
corto, una alta fecundidad y las hembras ponen varios cientos de huevos durante su

vida reproductiva (Bisset, 2002; IRAC, 2011).

Aislamiento de la poblacién: Con los vectores de enfermedades, el objetivo a
menudo es eliminar a toda o la mayoria de la poblacion, sin embargo, cuanto mayor
es la presidn de seleccion que se ejerce sobre una poblacién, se podria perder la

susceptibilidad méas rapidamente. La inmigracion de individuos que poseen genes
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susceptibles de areas no tratadas diluira y competird beneficiosamente con los genes

de resistencia en la poblacion general (IRAC, 2011).

(1 Factores genéticos

Ocurrencia de genes de resistencia: Para seleccionar la resistencia en una
poblacion, al menos algunos de los individuos deben tener un gen de resistencia. El
grado de resistencia y la velocidad a la que se desarrolla en la poblacién dependen de
la efectividad de los genes. En general, cuanto mayor es la frecuencia del gen de

resistencia, mas rapida se puede seleccionar la resistencia.

NuUumero de mecanismos de resistencia: Existen varios mecanismos que permiten a
los insectos sobrevivir a la exposicion de sustancias toxicas, y la resistencia puede
desarrollarse més facilmente cuando un organismo tiene mas de uno de estos
mecanismos. En los insectos en particular, hay muchos casos que pueden usar mas de
un mecanismo para desarrollar resistencia, a pesar de que un mecanismo puede ser

mas pronunciado que los otros.

Frecuencia de genes: La frecuencia de genes (a menudo también denominada
frecuencia de alelos) es la proporcion de todas las copias de un gen que se compone
de una variante de gen particular (o alelo). La frecuencia del alelo de resistencia tiene
un efecto significativo en el desarrollo de resistencia. En la mayoria de los casos, la
frecuencia de individuos homocig6ticos que son resistentes a un nuevo pesticida es

muy baja, mientras que la frecuencia de individuos heterocigotos puede ser mayor.
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2.11. Resistencia en poblaciones de Ae. aegypti y Ae. albopictus

La resistencia en Aedes a las cuatro clases principales de insecticidas se est4 detectando a
nivel mundial (Figuras 1y 2). Se ha observado resistencia a organoclorados, carbamatos,
pero principalmente a piretroides y organofosforados, con algunos mecanismos de
resistencia bien establecidos en poblaciones distintas y de alli la importancia de la
vigilancia de la resistencia (Moyes et al., 2017; Rodrigues de S& et al., 2019). A escala
continental, los estudios publicados sobre la susceptibilidad o resistencia a los
insecticidas de los vectores del dengue provienen mayormente de Asia, América del Sur,
mientras que hay muy pocos de Europa y Africa (Ranson et al., 2010; Moyes et al.,

2017).

Por ejemplo en poblaciones de Ae. aegypti de Africa la resistencia al DDT es
generalizada y se ha reportado en Cabo Verde, Senegal, Costa de Marfil, Ghana, Nigeria,
Camerun, Republica Africana, Gabon, Sudan (Moyes et al., 2017; Weetman et al., 2018).
La resistencia a los piretroides (principalmente a la permetrina y deltametrina) parece ser
mas esporadica, pero hay informes confirmatorios sobre esta resistencia en Ae. aegypti de
Africa occidental, central y oriental continental. Los organofosforados (malation o
fenitrotion) se han probado con menos frecuencia, pero solo en Madeira y Sudan se ha
confirmado la resistencia. Todos los estudios en Africa occidental que usaron carbamatos
como el propoxur informaron que existe resistencia (Weetman et al., 2018). Igualmente,
pruebas mas recientes en Camerin detectaron resistencia al insecticida bendiocarb

(Moyes et al., 2017; Weetman et al., 2018).
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En Asia, sobre todo en el sur y sudeste, el grado de resistencia a los piretroides en
poblaciones de Ae. aegypti es muy variable. Por ejemplo, se ha notificado resistencia en
Camboya (permetrina, deltametrina), Indonesia (permetrina, deltametrina, lambda-
cihalotrina, cipermetrina y d-aletrina), Laos (permetrina), Malasia (permetrina, lambda-
cihalotrina), Filipinas (permetrina, deltametrina, lambda-cihalotrina, cipermetrina y d-
aletrina), Singapur (permetrina, cipermetrina, deltamatrina), Tailandia (deltametrina,
permetrina, dieldrina, bioaletrina, bioresmetrina o alfacpermetrina), Timor-Leste
(permetrina, resmetrina, lambda-cihalotrina), Vietnam (d-aletrina) (Amelia-yap et al.,
2018). La resistencia al temefos parece ser muy variable en el sur y el sudeste de Asia

(Figura 1; Moyes et al., 2017).

En América Latina y el caribe, varias poblaciones de Ae. aegypti han mostrado niveles
elevados de resistencia a los OP, carbamatos y piretroides (Manjarres-Suérez y Olivero-
Verbel, 2013). En paises como Puerto Rico, Republica Dominicana, Cuba, Guayana
Francesa, Brasil y Colombia, entre otros, se ha registrado el desarrollo de resistencia del
Ae. aegypti a insecticidas como el temefos y los piretroides (Manjarres-Suérez y Olivero-
Verbel, 2013; Moyes et al., 2017). En Panama, se han publicado pocos trabajos sobre el
comportamiento de la resistencia a insecticidas en Ae. aegypti. El primer estudio sobre
este tema se llevd a cabo en 1975 para determinar la eficacia del malation grado técnico
95% aplicado con equipo ultra bajo volumen (ULV), en donde se registré un 100% de

mortalidad (Echevers et al., 1975). Por otro lado, se ha demostrado la susceptibilidad en
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larvas y adultos de mosquitos a 12 y 9 insecticidas, respetivamente (Bisset et al., 2003;

Rodriguez, 2008; Céceres, 2013; Céceres et al., 2013).

En contraste con Ae. aegypti, hay menos datos disponibles de resistencia y/o
susceptibilidad a los insecticidas en poblaciones de Ae. albopictus (Figura 2) (Ranson et
al., 2010; Marcombe et al., 2014; Moyes et al., 2017). Para el continente africano la
resistencia al DDT, piretroides (permetrina y deltametrina), carbamatos (bendiocarb) y
organofosforados se ha informado en Camerln y la Republica Centroafricana. Para el
temefos no han detectado un nivel problemético de resistencia (Weetman et al., 2018). En
Europa especificamente en Espafia, Grecia e Italia se han detectado poblaciones de Ae.

albopictus resistentes a los piretroides y al temefos (Vontas et al., 2012).

En el continente asiatico existe evidencia de que las poblaciones de Ae. albopictus son
resistentes a las 4 clases principales de insecticidas neurotoxicos (Moyes et al., 2017,
Kamgang et al., 2017; Li et al., 2018). Se ha reportado resistencia al DDT, dieldrin y
fentién en varias poblaciones del sudeste asiatico e India (Marcombe et al., 2014). Los
adultos de Ae. albopictus de Sri Lanka, Laos, China han mostrado elevados niveles de
resistencia a los insecticidas como el DDT (Vontas et al., 2012; Kamgang et al., 2017; Li
et al., 2018; Tangena et al., 2018); deltametrina en China (Kamgang et al., 2017; Li et al.,
2018); y al temefos en larvas de Malasia y Laos (Vontas et al., 2012; Tangena et al.,

2018).

34



En América son pocos estudios que evallan la resistencia y/o susceptibilidad a
insecticidas en Ae. albopictus. Las poblaciones de Ae. albopictus de EE. UU. son
ampliamente susceptibles a los larvicidas y adulticidas disponibles actualmente y solo se
ha reportado resistencia al malation (Florida, Texas, Illinois, Nueva Jersey), deltametrina
(Alabama) y DDT (Florida, Nueva Jersey) (Marcombe et al., 2014). Hasta el momento,
no hay estudios publicados en Centroamérica sobre los perfiles de susceptibilidad y/o
resistencia a los insecticidas en poblaciones de Ae. albopictus. Los casos registrados de
resistencia en América del sur provienen de Venezuela, en donde se ha informado
resistencia al fenitrotion, malation, lambdacihalotrina y susceptibilidad al DDT y Brasil
de las poblaciones del Estado de Parand y Santa Catarina, las cuales mostraron
supervivencia contra el temefos (Somariva-Prophiro et al.,2011; Molina de Fernandez et

al., 2016).
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Figura 1. Nivel de resistencia del Ae. aegypti al temefos, 2006-2015 segun Moyes et

al., (2017). Proporcién de la concentracion letal requerida para matar la mitad de la

muestra (valor LC 50) obtenida por cada estudio con respecto al valor obtenido para la

cepa susceptible a Rockefeller en todos los estudios. EI mapa se amplia a las 3 regiones

con datos. (A) América; (B) Africa; (C) Asia.
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data

Pyrethroids

Figura 2. Frecuencia de resistencia a los insecticidas en Ae. albopictus segin Moyes et
al., (2017). Las ubicaciones de poblaciones de Ae. albopictus utilizadas en bioensayos de
susceptibilidad (circulos) y dosis-respuesta (triangulos) para cada una de las 4 clases

principales de insecticida neurotoxico. Se incluyen bioensayos de adultos y larvas. Los
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valores de mortalidad para 2006-2015 se denotan por circulos méas grandes y los afios

hasta 2005 se denotan por circulos mas pequefios.
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MATERIALES Y METODOS

3.1. Area de estudio

Se colectaron mosquitos (larvas) en 15 viviendas escogidas de manera aleatoria de cuatro
corregimientos del distrito de Panama (Figura 3). Estos corregimientos fueron
seleccionados con base a informacion epidemioldgica (casos de dengue, altos niveles de
infestacion y uso frecuente de insecticidas) proporcionada por el programa del control del
Aedes aegypti y Aedes albopictus del Ministerio de Salud de Panama. A continuacion, se

presenta informacion sobre los cuatro corregimientos muestreados.

Parque Lefevre: La localidad de Panama Viejo (9°0°43.90524” N y 79°29°4.0272” O)
comprende un paisaje de tipo urbano con una poblacion estimada de 37,136 habitantes,
379 casos de dengue e indice de infestacion promedio de 2.4 durante el periodo 2014-

2018 (INEC, 2010).

Pueblo Nuevo: La localidad de La Pulida (9°1°2.69148” N y 79°30°13.8726” O)
comprende un paisaje de tipo urbano con una poblacion estimada de 18,161 habitantes,
181 casos de dengue e indice de infestacion promedio de 3.36 durante el periodo 2014-

2018 (INEC, 2010).

Juan Diaz: La localidad de Ciudad Radial (9°3°30.32” N y 79° 26°38.89” O) comprende
un paisaje de tipo urbano con una poblacién estimada de 88,165 habitantes, 628 casos de
dengue e indice de infestacion promedio de 3.12 durante el periodo 2014-2018 (INEC,

2010).
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Rio Abajo: La localidad de Rio Abajo (9°1°3.9.7992” N y 79°29°51.01656” O)
comprende un paisaje de tipo urbano con una poblacion estimada de 28,714 habitantes,
227 casos de dengue e indice de infestacion promedio de 1.58 durante el periodo 2014-

2018 (INEC, 2010).

Como control de susceptibilidad se empled la cepa Rockefeller, esta cepa fue establecida
durante los afios 30 del siglo 20 en el CDC de Puerto Rico, y es sensible a los insecticidas

evaluados.

Parque Lefevie Pueblo Nuevo Juan Diaz Rio Abajo

Figura 3. Area de estudio: Provincia de Panama, Distrito de Panama. Muestra los cuatro

corregimientos y sitios de recoleccion de los mosquitos.
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3.2. Recoleccion de mosquitos del genero Aedes

Se realizaron busquedas activas de las fases inmaduras (larvas y pupas) de mosquitos
Aedes en criaderos localizados fuera y dentro de las viviendas (Figura 4). Las colectas
fueron realizadas entre las 8:00 am y 13:00 pm, desde septiembre hasta octubre de 2018.
Los mosquitos colectados fueron transportados en bolsas whirl-pak, debidamente
codificados, al insectario Abdiel Adames Palma del ICGES para el establecimiento de las

colonias de Aedes.

Figura 4. Recolecta de estadios inmaduros de Ae. aegypti y Ae. albopictus. A-E.

Criaderos activos localizados. F. Material colectado.
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3.3. Cria y mantenimiento de las colonias de Ae. aegypti y Ae. albopictus

Las larvas se criaron en bandejas plasticas de 35 x 35 c¢cm, con agua libre de cloro y
marcadas con el nombre de cada localidad/corregimiento (Figura 5A). Las larvas fueron
alimentadas diariamente con 1 gramo (gr) de TetraMin® (alimento para peces)
pulverizado hasta que alcanzaran el estadio de pupa. Durante el estadio de pupa se
identificaron a nivel de especie mediante la clave de Bangs y Focks (2006).
Posteriormente las pupas fueron separadas por especie en envases individuales y
colocadas dentro de jaulas (30x30x30 cm), hasta que emergieron los adultos. Los
mosquitos macho se alimentaron con solucion azucarada al 10% (algodones impregnado)
y las hembras se alimentaron cada tercer dia con sangre de Cobayo (Cavia porcellus)
mediante alimentacion artificial (Figura 5D-E). Dentro de las jaulas se colocaron envases
de pléstico con agua y tiras de papel manila (Codificadas con el nombre de la colonia,
especie, fecha y nimero de generacion) como sustrato para la oviposicion, las cuales se
dejaron de 2 a 3 dias. Cuando se cont6 con un nimero suficiente de posturas para el
experimento, las tiras de papel se sumergieron en bandejas con agua para obtener el
material a ser evaluado correspondiente a los bioensayos. Las colonias de Ae. aegypti y
Ae. albopictus se mantuvieron, a una temperatura 25°C £ 2°C y 70% = 2 de humedad

relativa con un fotoperiodo de 12 horas (Figura 5).
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Figura 5. Establecimientos de colonias de Ae. aegypti y Ae. albopictus. A. Cria de

larvas. B. Identificacion. C. Cria de adultos. D, E. Alimentacion. F. Posturas.

3.4. Bioensayos

3.4.1. Pruebas bioldgicas en larvas

Con la generaciéon F1 de cada una de las poblaciones de Ae. aegypti y Ae. albopictus se
realizaron ensayos de susceptibilidad, siguiendo la metodologia estandarizada por la
OMS (OMS, 1981a; OMS, 2005). Para establecer el rango de concentraciones

requeridas, fue necesario exponer las larvas en un primer ensayo, a un amplio rango de
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concentraciones de temefos (12 concentraciones: 1, 5, 10, 50, 0.1, 0.5, 0.01, 0.05, 0.001,
0.005, 0.0001, 0.0005 ppm) para averiguar el rango de actividad del insecticida. Después
de determinar la mortalidad de las larvas en este rango de concentraciones, se
seleccionaron 6 concentraciones (0.05, 0.025, 0.013. 0.006, 0.003, 0.001 ppm), las
cuales causaban mortalidad entre el 10 y 90% de las larvas expuestas al larvicida.

El temefos fue evaluado a través de 16 réplicas por concentracion y cada una con 25
larvas de Il estadio tardio (400 larvas por concentracion de insecticida). Estas larvas
fueron colocadas en envases de plastico que contenian 200 ml de agua reposada y
posteriormente se afiadid la solucion de insecticida a la concentracion deseada (Figura 6).
La lectura de la mortalidad se realizo a las 24 horas. Se utilizaron dos grupos de control:
uno con agua (control negativo) y el otro con la concentracion de insecticida por evaluar
en la cepa sensible Rockefeller (control positivo). El criterio de mortalidad usado fue
inmovilidad de las larvas o movimiento no ascendente y reduccion en el tamafio. Los
bioensayos se realizaron a una temperatura promedio de 26-28 °C y un fotoperiodo de 12

horas de luz, seguido por 12 horas de obscuridad.
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Figura 6. Bioensayos con larvas de Ae. aegypti y Ae. albopictus.

3.4.2. Pruebas bioldgicas en adultos

Se prepararon las soluciones de los insecticidas deltametrina (0.1%/), lambdacihalotrina
(0.1%), fenitrotion (1.0%), malation (0.8%), clorpirifos (1.0%), pirimifosmetil (0.25%) y
propoxur (0.1%) para impregnar los papeles. El papel que se utilizé es el Whatmann
No.1, con una superficie a tratar de 180 cm? (12 x 15 cm) quedando impregnado con
2000 ul de la mezcla de insecticida (Figura 7). Los controles consistieron en papeles
impregnados con los solventes utilizados para cada grupo gquimico, correspondientes a
aceite de silicona en el caso de los insecticidas piretroides y aceite de oliva en el caso de
los insecticidas organofosforados y carbamatos. Los papeles impregnados fueron
conservados a temperatura de 4 °C. Cada papel estaba debidamente rotulado con la fecha
de preparacion y tipo de insecticida. Estos no se utilizaron mas de cinco veces, para

asegurar su eficacia.
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Figura 7. Impregnacion de papeles con insecticidas. A. Proceso de impregnacion. B.

Papeles con insecticidas.

El nivel de resistencia a los insecticidas se determiné mediante las pruebas de
susceptibilidad para mosquitos adultos, siguiendo las normas para mosquitos adultos de
la OMS, (OMS, 1981b), con muestras de hembras adultas de la primera generacion (F1)

de las cepas de Ae. aegypti y Ae. albopictus bajo estudio.

Se introdujo una hoja de papel blanco limpio (12 x 15 cm), enrollada en forma de
cilindro, en los tubos de mantenimiento, sujetadas con un clip de alambre. Después se fijo
la unidad corrediza al otro extremo de cada tubo. Luego se introdujo 25 hembras de 2 a 4
dias de emergidas previamente alimentadas con sangre de Cavia porcellus (cobayo) por
cada tubo, haciéndolas pasar de la jaula a los tubos de mantenimiento mediante un
aspirador a través del orificio de llenado de la unidad corrediza. Una vez transferidos los
mosquitos, se cerré la unidad corrediza y se dejaron los tubos de mantenimiento en

posicion vertical durante 1 hora (Figura 8).
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Transcurrido este tiempo, se extrajo todo mosquito que estuviese moribundo (es decir,
sea incapaz de volar) o muerto. Para el tubo control se introdujo un papel impregnado de
aceite. Tras sujetar el papel con un clip de cobre, se cerr6 el tubo con el tapdn de rosca.
Para la preparacion de los cuatro tubos de exposicién se introdujo una hoja de papel
impregnado de insecticida, de tal modo que la etiqueta del papel fue visible desde el
exterior. Después se fijo el papel contra la pared del tubo sujetandolo con un clip de
alambre de cobre y se cerrd el tubo con el tapon de rosca. Se enroscan los tubos de
exposicién vacios a las unidades corredizas, y con la unidad corrediza abierta se sopla
suavemente para hacer pasar los mosquitos de los tubos de mantenimiento a los de
exposicion. Una vez todos los mosquitos se introdujeron en los tubos de exposicion, se
cerr6 la unidad corrediza y se separaron los tubos de mantenimiento y de exposicion
(Figura 8). Se dejaron los tubos de exposicion, con los mosquitos dentro, en posicion
vertical con el extremo mallado hacia arriba durante 1 hora (durante los cuales se registrd
el nimero de mosquitos derribados a los 10, 20, 30, 40, 50 y 60 minutos). Después del
tiempo de exposicion de 1 hora, se devolvieron los mosquitos a los tubos de
mantenimiento (Figura 8). Se separaron las unidades corredizas de los tubos de
exposicion. En el extremo mallado de los tubos de mantenimiento se colocé una
almohadilla de algodén empapada de agua azucarada al 10%. El porcentaje de mortalidad
se registrd a las 24 horas (Figura 8). Cada bioensayo se repitié cuatro veces. Los

bioensayos se realizaron en condiciones de temperatura (27 2 °C) y 70 % de humedad.
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Figura 8 Pasos para realizar la prueba OMS de susceptibilidad a los insecticidas para la

concentracion discriminante.

3.5. Pruebas Bioquimicas

3.5.1. Preparacion del macerado de mosquitos

Se utilizaron 30 larvas (F1) por cada colonia de Ae. aegypti y Ae. albopictus bajo estudio
y la cepa de referencia Rockefeller. Se colocé una larva de cuarto estadio temprano por
tubo de microcentrifuga de 2ml. Cada larva fue homogenizada en 200 ul de buffer fosfato
(KPO4) 0.01 M pH 7.2 y se complet6 el volumen de cada tubo de microcentrifuga a 1800

ul con tampoén fosfato (Figura 9A).
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De los 2000 ul de homogenados preparados, tomé 100 ul los cuales fueron transferidos en
pozos de placas de microtitulacion por triplicado para cada enzima. Este procedimiento se
realiz6 sobre una placa fria. En los seis ltimos pocillos de la placa de microtitulacion se

colocaron los controles (3 positivos y 3 negativos).

3.5.2 Determinacion de Alfa y Beta-esterasas

Se mezclaron 100 pl del homogenado de larva con 100 pl de alfa napthyl acetato (para
alfa—esterasas) y beta napthyl acetato (para beta-esterasas). Se dejo transcurrir la reaccion
por 20 min, seguido se afiadio 100 ul de Dianisidina. Se incubo a temperatura ambiente
por 4 minutos, luego se leyo la densidad éptica (DO) a 540 nm. Como controles positivos

se utilizaron alfa y beta napthyl y agua como control negativo (Figura 9C).

3.5.3 Acetilcolinesterasa sensible e insensible

Se prepararon dos placas, una para la determinacion de la actividad AchE normal y otra
para la actividad AchE modificada (inhibida con propoxur). En ambas placas se
adicionaron 100 pl del homogenado de cada larva méas 100 pl de DTNB (acido ditio-bis-
2-nitrobenzoico) y 100 ul de AchE (para la AchE normal), 100 pl de AchE insesible (para
la AchE modificada). Inmediatamente (tiempo 0) se realizé la lectura de la DO a 414 nm
y luego de 20 min (tiempo 20) de incubacion a temperatura ambiente se volvio a leer la
DO. Se utiliz6 KPO4 como control positivo y agua como control negativo. Los resultados
de la acetilcolinesterasa se expresan como el porcentaje de actividad restante después de

la adicion del inhibidor.
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3.5.4 Glutation S-Transferasa

En cada pocillo de la placa se afiadieron 100 pl del homogenado de larva mas 100 pL de
glutation reducido y 100 pl de CDNB (1-cloro-2, 4 dinitrobenzeno) (Figura 9B). Se leyo
inmediatamente (tiempo 0) la DO a 340 nm y se dejo transcurrir la reacciéon por 10 min
(Tiempo 10) y se volvio a leer DO a 340 nm. Se utilizd6 KPO4 como control positivo y
agua como control negativo. Las absorbancias se midieron en un espectrofotometro para
lectores de microplacas (TECAN, Sunrise ™) con Magellan version 7.0. software (Figura

9D).
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Figura 9. Determinacion de enzimas detoxificativas. A. Preparacion del macerado de
mosquitos. B. Carga de reactivos. C. Cuantificacion de Alfa y Beta-esterasas en las

microplacas . D. Lectura de absorbancia

3.6. Declaraciones de ética
Se obtuvo el permiso de los propietarios de casas/terrenos privados antes de la

recoleccion de las etapas inmaduras del mosquito. El estudio no involucrdé ninguna
especie en peligro y protegida. ElI uso de cobayos para alimentar los mosquitos con

sangre fue autorizado por el ICGES.

51



3.7. Analisis de datos

3.7.1. Pruebas biologicas en larvas

Para determinar el factor de resistencia (FR) en las pruebas bioldgicas en larvas, se utilizo
el programa XLSTAT para obtener la concentracion letal 50 (CLso). A partir de estos
datos, se calculo el factor de resistencia 50 (FRso) de la cepa de campo con relacion a la
linea de susceptibilidad de la cepa de referencia (Rockefeller), mediante la siguiente
formula:

FRso= CLso cepa de campo/CLso cepa susceptible (Rockefeller).

Se utilizaron los criterios de resistencia a insecticidas propuestos por la OMS (2016): FR

50< 5 Susceptible; FR 50 entre 5 y 10 Resistencia moderada; FR 50> 10 Resistente

3.7.2. Pruebas bioldgicas en adultos

Los resultados de mortalidad a las 24 horas permitieron determinar la susceptibilidad de
A. aegypti y Ae. albopictus a los insecticidas probados, considerando los siguientes

criterios de interpretacion de las pruebas de susceptibilidad de la OMS (2016):

(1 Mortalidad entre 98-100%: se indica susceptibilidad
[1 Mortalidad inferior al 98%: resistencia sugerida. Se necesitan mas pruebas para
verificar.

[1 Mortalidad inferior al 90%: resistencia confirmada
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3.7.3. Pruebas bioquimicas

Se determin0 estadisticamente si los datos de las poblaciones cumplian una distribucion
normal mediante la prueba de Shapiro-Wilk, al no cumplirse estos criterios, se analizé la
informacion mediante pruebas no paramétricas. Para determinar si las diferencias entre la
media de la actividad enzimatica de las poblaciones de campo fueron comparadas con los
promedios por enzima evaluada de la cepa de referencia Rockefeller utilizando pruebas
de Mann-Whitney. Para los célculos se utiliz6 el programa R Core Team (2013). Se

asumid significancia estadistica en P <0.05.

Se determind un umbral de resistencia para evaluar cuantos ejemplares de la poblacién
superaron este umbral. ElI umbral corresponde al maximo valor promedio de las
absorbancias para cada enzima de la cepa Rockefeller. La actividad de cada enzima se
clasifico como no alterada, alterado y altamente alterado cuando los porcentajes de la
poblacion se encontraron de 0-15%, 15-50% y >50% respectivamente (Valle et al., 2006;

Montella et al., 2007).
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RESULTADOS

4.1. Bioensayos de susceptibilidad y resistencia en larvas de mosquitos

Los ensayos bioldgicos con larvas de mosquitos Aedes v el insecticida temefos arrojaron
que las poblaciones de Ae. aegypti procedentes de Parque Lefevre (FR: 7.24) y Pueblo
Nuevo (FR: 6.21), y las poblaciones de Ae. albopictus de Parque Lefevre (FR: 6),
mostraron niveles de resistencia moderada. El resto de las poblaciones de ambas especies

de Aedes resultaron susceptibles al temefos (Cuadro 3y 4).

Cuadro 3. Valor de concentracion letal media (CL50) y del factor de resistencia (FR50)

de larvas de Ae. aegypti para el insecticida temefos, segun la poblacién de procedencia.

Poblacion Numero de larvas CL 50 FR50
Ppm
Rockefeller 2400 0.006 -
Parque Lefevre 2400 0.037 7.24
Pueblo Nuevo 2400 0.037 6.21
Rio Abajo 2400 0.018 2.95
Juan Diaz 2400 0.012 2.05

CL=Concentracién letal; CL95%=Intervalo de confianza 95%; FR=Factor de resistencia:
FR50< 5 Susceptible; FR50 entre 5 y 10 Resistencia moderada; FR50> 10 Resistente;

ppm=Partes por mill4n.
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Cuadro 4. Valor de concentracion letal media (CL50) y del factor de resistencia (FR50)
de larvas de Ae. albopictus para el insecticida temefos, segin la poblacion de

procedencia.

Poblacion Numero de larvas CL 50 FR50
Ppm
Rockefeller 2400 0.006 -
Parque Lefevre 2400 0.036 6
Pueblo Nuevo 2400 0.010 1.69
Rio Abajo 2400 0.012 2.05
Juan Diaz 2400 0.018 3

CL=Concentracion letal; CL95%-=Intervalo de confianza 95%; FR=Factor de resistencia:
FR50< 5 Susceptible; FR50 entre 5 y 10 Resistencia moderada; FR50> 10 Resistente;

ppm=Partes por millon.

4.2. Bioensayos de susceptibilidad y resistencia en mosquitos adultos

Todas las poblaciones y especies de Aedes evaluadas registraron sensibilidad a los
insecticidas piretroides con tasas de mortalidad del 100%. Las poblaciones de Ae.
albopictus resultaron completamente susceptible al carbamato (Propoxur), mientras que
las poblaciones de Ae. aegypti de Parque Lefevre y Pueblo Nuevo mostraron resistencia a
este insecticida (Cuadro 5). En dos poblaciones de la especie Ae. aegypti se observo un
nivel de resistencia elevado al pirimifosmetil con tasas de mortalidad de entre 50 y
52.3%, respectivamente, y bajo nivel de resistencia al fenitrotion y malation (Cuadro 5).

La tasa de mortalidad de los controles fue de 0%. Por otro lado, los bioensayos con
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fenitrotion, malation, clorpirifos, y pirimifosmetil demostraron que todas las poblaciones

de Ae. albopictus de nuestro estudio son susceptibles a este insecticida (Cuadro 6).

Cuadro 5. Tasa de mortalidad de mosquitos adultos de la especie Ae. aegypti, segun la

localidad de procedencia, 24 h después de la exposicion a los insecticidas.

% de mortalidad

Insecticida Parque Pueblo Rio Juan

Lefevre Nuevo Abajo Diaz
Piretroides Lambdacihalotrina 100 (S) 100 (S) 100 (S) 100 (S)
Deltametrina 100 (S) 100 (S) 100 (S) 100 (S)
Carbamato Propoxur 84 (R) 86.3(R) 100 (S) 100 (S)
Organofosforados Fenitrotion 93(R) 91.3(R) 99.5 (S) 100 (S)
Malation 91.5(R) 98.8 (S) 100 (S)  100(S)
Clorpirifos 100 (S) 100 (S) 99.5 (S) 100 (S)
Pirimifosmetil 50 (R) 52.3(R) 100 (S) 100 (S)

Cada porcentaje corresponde al promedio de cuatro repeticiones, cada una con cuatro

réplicas. NUmero de mosquitos expuesto 400 por insecticida para cada localidad.

S=susceptible; R=resistente.
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Cuadro 6. Tasas de mortalidad de mosquitos adultos de la especie Ae. albopictus, segln

la localidad de procedencia, 24 h después de la exposicién a los insecticidas.

% de mortalidad

Insecticida Parque Pueblo Rl'q Juan Diaz
Lefevre Nuevo Abajo
Piretroides Lambdacihalotrina 100 (S) 100 (S) 100 (S) 100 (S)
Deltametrina 100 (S) 100 (S) 100 (S) 100 (S)
Carbamato Propoxur 100 (S) 100 (S) 100 (S) 100 (S)
Organofosforados Fenitrotion 99.8 (S) 100 (S) 100 (S) 100 (S)
Malation 100 (S) 100 (S)  100(S) 100 (S)
Clorpirifos 100 (S) 100 (S) 100 (S) 100 (S)
Pirimifosmetil 100 (S) 100 (S) 100 (S) 100 (S)

Cada porcentaje corresponde al promedio de cuatro repeticiones, cada una con cuatro
réplicas. NUmero de mosquitos expuesto 400 por insecticida para cada localidad.

S=susceptible; R=resistente.

4.3. Ensayos bioquimicos

Alfa y Beta-esterasas

Con relacion a la cepa de referencia Rockefeller, las poblaciones de Ae. aegypti de
Parque Lefevre (U = 667, p <0.0002) y Pueblo Nuevo (U = 647, p <0.0001) vy la
poblacion de Ae. albopictus de Parque Lefevre (U = 301, p < 0.02812) mostraron niveles

de actividades de la a-esterasa significativamente méas altos. Encontrando el 26.7%,
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53.3% y 26.7% respectivamente de los individuos por encima del umbral de la cepa de
referencia (Figuras 10A y 11A; Cuadros 7 y 8).

En comparacion con la cepa Rockefeller la actividad enzimatica de la B-esterasa fue
significativamente mayor en las poblaciones de Ae. aegypti de Parque Lefevre (U = 613,
p <0.0001) y Pueblo Nuevo (U = 650.50, p <0.0001) y la poblacién de Ae. albopictus de
Parque Lefevre (U = 640, p <0.0001), encontrando el 26.7%, 53.3 % y 56.7% de los
individuos ubicados por encima del umbral de la cepa de referencia (Figuras 10B y 11B;
Cuadros 7y 8).

El resto de las poblaciones de Aedes no mostraron niveles de alteracion de las actividades
de la Alfa y Beta-esterasas en comparacion con la cepa Rockefeller (Figuras 10A, 10B,

11Ay 11B; Cuadros 7 y 8).

Glutation S-transferasa

En comparacion con la cepa Rockefeller la actividad enzimética de la glutation-S-
transferasa fue significativamente mayor en las poblaciones de Ae. aegypti de Parque
Lefevre (U = 564, P <0.0001) y Pueblo Nuevo (U = 764, P <0.0256), correlacionandose
con valores superiores al umbral de la cepa de referencia en 43.3% y 26.7%,
respectivamente (Figura 10C; Cuadro 7 y 8).

El resto de las poblaciones de Aedes no mostraron niveles de alteracion de las actividades
de glutatién-S-transferasa en comparacion con la cepa Rockefeller (Figuras 10C y 11C;

Cuadros 7y 8).
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AchE insensible

No se encontrd ninguna alteracion de la AchE insensible en las poblaciones de Aedes

evaluadas (Figuras 10D y 11D; Cuadros 7 y 8).
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aumento significativo en las poblaciones silvestres en comparacion con los valores de

cepa susceptible Rockefeller (P < 0.05, pruebas de Mann-Whitney).
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aumento significativo en las poblaciones silvestres en comparacion con los valores de

cepa susceptible Rockefeller (P < 0.05, pruebas de Mann-Whitney).

Cuadro 7. Porcentaje de individuos de Ae. aegypti con actividad enzimatica por encima

del umbral de los valores de absorbancia de la cepa de referencia Rockefeller.

Poblacion a- B- GST AchE

esterasas esterasas

Parque lefevre

Pueblo Nuevo

Rio Abajo

Juan Diaz

N=30 por enzima evaluada en cada poblacidn a excepcion de la AChE (N=27).

No alterado
Alterado

Altamente alterado




Cuadro 8. Porcentaje de individuos de Ae. albopictus con actividad enzimética por

encima del umbral de los valores de absorbancia de la cepa de referencia Rockefeller.

Poblacion a- B- GST AchE

esterasas esterasas

Pueblo Nuevo

Rio Abajo

Juan Diaz

N=30 por enzima evaluada en cada poblacién a excepcion de la AChE (N=27).

No alterado
Alterado

Altamente alterado




DISCUSION

5.1. Bioensayos de susceptibilidad y/o resistencia en larvas

En el estudio actual, evaluamos la resistencia al temefos de cuatro poblaciones de Ae.
aegypti y Ae. albopictus, que mostraron diferentes patrones de resistencia. Los
bioensayos larvales con temefos indicaron resistencia moderada en las muestras de Ae.
aegypti de Parque Lefevre y Pueblo Nuevo y Ae. albopictus de Parque Lefevre. Estos
resultados concuerdan con un estudio previo en 2007, que identificd alta resistencia al
temefos en las poblaciones de Ae. aegypti de la 24 de Diciembre (Panama), con altos
indices de infestacion a pesar de la medidas de control (Rodriguez et al., 2007; Céceres,
2013). Posiblemente la resistencia observada a este insecticida se puede deber a la
presion ejercida por temefos en estos sitios al existir un registro histérico de alta densidad
de formas inmaduras del vector. Desde 1985 el temefos es un larvicida adoptado por los
servicios de salud publica para el control de Ae. aegypti en Panama y durante el periodo
2014-2019 fue el larvicida mas utilizado en el area de estudio. El uso de temefos para el
control quimico de larvas de mosquitos por largos periodos de tiempo constituye un
proceso de seleccion de individuos resistentes, por lo cual es inminente el aumento de
niveles de resistencia a este larvicida (Ferreira et al., 2016). Los resultados de este estudio
son similares a los obtenidos en paises de Latinoamérica donde el temefos es usado
comunmente para el control larvario de Ae. aegypti en Cuba (Bisset et al., 2004), México
(Cruz-Gallardo et al., 2014), El Salvador (Bisset et al., 2009; Lazcano et al., 2009), Costa

Rica (Bisset et al., 2013; Calderon Arguedas et al., 2018), Colombia (Ocampo et al.,
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2011, Santacoloma et al., 2012, Grisales et al., 2013), Venezuela (Bisset et al., 2001),
Bolivia (Biber et al., 2006), Brasil (Aradjo et al., 2013, Gambarra et al., 2013, Bellinato
et al., 2016, Garcia et al., 2018), Argentina (Llinas et al., 2010) y Trinidad (Polson et al.

2011).

5.2. Bioensayos de susceptibilidad o resistencia en mosquitos adultos

Los resultados de las pruebas de susceptibilidad a los insecticidas piretroides mostraron
que ambas especies de Aedes son susceptibles a la deltametrina y lambdacihalotrina, en
las cuatro localidades evaluadas. Dos estudios similares se han realizado en poblaciones
de Ae. aegypti provenientes de 10 sitios con altos indices de infestacion y presencia de
casos de dengue en Panama, resultando en mas del 97% de mortalidad frente a
lambdacihalotrina y deltametrina, excepto por la resistencia moderada en larvas a
deltametrina, documentada en Chitre, en Azuero (Bisset et al., 2003; Caceres, 2013;
Céceres et al., 2013). Estudios previos informan susceptibilidad del Ae. albopictus a los
piretroides (deltametrina y lambdacihalotrina) en todo el mundo (Sharma et al., 2004;
Chan et al., 2011; Chuaycharoensuk et al., 2011; Vontas et al., 2012; Chen et al., 2013,
Marcombe et al., 2014; Kushwah et al., 2015; Junaid et al., 2017; Moyes et al., 2017).
Estos resultados sugieren que las poblaciones de Ae. aegypti y Ae. albopictus evaluadas
son susceptibles a estos dos insecticidas, por lo tanto, estos insecticidas pueden seguir
siendo utilizados en el area de estudio, mediante la rotacion con otros insecticidas a a fin
de prevenir, el desarrollo futuro de resistencia en las poblaciones de insectos vectores de

Panama.
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Las poblaciones de Ae. aegypti de Parque Lefevre y Pueblo nuevo presentaron elevados
niveles de resistentencia al carbamato propoxur. El uso de este insecticida contra los
mosquitos del Aedes es limitado, de hecho, el programa de control de vectores
descontinué su aplicacion en el pais desde 1990. Estos resultados difieren de los
publicado por Caceres et al. (2013), quienes reportaron el 98% de eficacia de este
insecticida para ocho poblaciones de Ae. aegypti a nivel nacional. Posiblemente la
resistencia observada a este insecticida se deba a la exposicion accidental al propoxur
(herramientas de control de plagas en el hogar) o al fendbmeno de resistencia cruzada a
otros insecticidas. La resistencia cruzada entre los carbamatos y organofosforados se ha

reportado en poblaciones de Ae. aegypti provenientes de la India (Bharati y Saha, 2018).

Los individuos de las colonias de Ae. aegypti proveniente de Parque Lefevre y Pueblo
Nuevo mostraron un bajo nivel de resistencia al fenitrotion, pero un elevado grado de
resistencia al pirimifosmetil. Por otro lado, los individuos de Ae. aegypti colectados en

Parque Lefevre mostraron niveles bajos de resistencia al malation.

Estudios previos en los barrios Victoriano Lorenzo, Rio Abajo y la 24 de Diciembre han
reportado grados altos de resistencia al pirimifosmetil en Ae. aegypti (Bisset et al., 2003;
Rodriguez et al., 2007; Céaceres, 2013). La resistencia a pirimifosmetil observada en las

cepas evaluadas no responde al uso por los programas de control de Aedes, ya que son
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insecticidas poco utilizados por salud publica. El pirimifosmetil se utiliza
fundamentalmente para el control de plagas de granos almacenados (Caceres, 2013).
Estos resultados sugieren un tipo de resistencia cruzada entre el pirimifosmetil y el
temefds, y apoyan los resultados de estudios realizados anteriormente en Cuba y
Colombia donde existen algunos reportes de dicha resistencia entre estos dos
organofosforados (Rodriguez et al., 1999; Conde et al., 2015). Nuestros resultados
destacan la importancia de monitorear la susceptibilidad de las poblaciones de vectores a
un amplio espectro de insecticidas, ya que las presiones selectivas para la resistencia a los
insecticidas pueden no siempre originarse en intervenciones de salud publica (Pinto et al.,

2019).

Estudios similares han indicado que el temefos ha conferido resistencia cruzada a los
organofosforados. Rodriguez et al. (2002) observaron que el temefos causo resistencia
cruzada al malation y fenitrotion en poblaciones de Ae. aegypti de Cuba. Ademas de esto,
la resistencia cruzada entre el temefos y el organofosforado malation fue comprobada en
condiciones controladas de laboratorio (Melo-Santos et al., 2009). Estudios de resistencia
cruzada en poblaciones de Ae. aegypti de la India mostraron un grado variado de
resistencia cruzada entre el fention, clorpirifos, y malation, lo cual es compatible con

nuestras observaciones (Tikar et al., 2009).

A pesar de que Ae. aegypti y Ae. albopictus coexisten en las mimas areas de estudio
desde el 2004, fueron colectadas en los mismos criaderos y estan sometidas a los mismos

regimenes de insecticidas, respondieron de manera diferente en el perfil de resistencia a
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los insecticidas organofosforados y carbamatos en las poblaciones de Parque Lefevre y
Pueblo Nuevo con registro de resistencia en Ae. aegypti mientras que Ae. albopictus en su
mayoria es totalmente susceptibles a excepcion de la resistencia moderada observada para
el temefos en la poblacion de Parque Lefevre. Son relativamente pocos los registros hasta
el presente a nivel mundial sobre la deteccion de la resistencia en poblaciones de Ae.
albopictus, en comparacion con trabajos realizados con poblaciones de Ae. aegypti,
posiblemente debido a la exposicién reducida de esta especie mas exofilica a los
insecticidas, particularmente a aquellos que se dirigen a la etapa adulta (Chen et al., 2005;

Vontas et al., 2012; Moyes et al., 2017).

Estos resultados llegan a coincidir en cuanto a las diferencias en el grado de resistencia
entre Ae. aegypti y Ae. albopictus en trabajos previos en Panama. Un estudio llevado a
cabo para evaluar mutaciones kdr, fue posible detectar mutaciones kdr en Ae. aegypti
mientras que para Ae. albopictus no se detectd. Los investigadores sugirieron que las
poblaciones de Ae. albopictus en Panama son relativamente recientes en comparacion con
Ae. aegypti, por lo tanto, el control quimico con insecticidas no ha ejercido presion sobre

las poblaciones de este vector (Murcia et al., 2019).

Es conocido que la resistencia se ha manifestado lentamente en algunas especies y mas
rapidamente en otras. Aun en la misma especie, bajo ciertas condiciones, la resistencia se
desarrolla répidamente, mientras que bajo otras situaciones la resistencia evoluciona
lentamente 0 no se manifiesta. Esto ocurre en especies diferentes y en las mismas
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especies sometidas a distintas intensidades de aplicacion de insecticidas (Georghiou et al.,

1973).

5.3. Ensayos bioquimicos

La evaluacion de la resistencia metabolica se logré con pruebas bioguimicas que
cuantificaron la actividad de las principales clases de enzimas desintoxicantes. El analisis
de las actividades de enzimas de desintoxicacion indicd la presencia de resistencia
metabolica. Se encontrd alta actividad enzimatica de las esterasas en dos poblaciones de
Ae. aegypti (Parque Lefevre y Pueblo Nuevo) y una de Ae. albopictus (Pueblo Nuevo),
con asociacion clara con resistencia a los organofosforados temefos, fenitrotion, malation,
pirimifosmetil y al carbamato propoxur. Las esterasas no se alteraron en las poblaciones
de Rio Abajo y Juan Diaz, lo que era consistente con su susceptibilidad a todos los
insecticidas evaluados. Ademas, se observaron cambios en la actividad enzimética de la
GST en dos de las poblaciones de Ae. aegypti evaluadas, indicando que la GST también
estan involucrada en la resistencia observada a los organofosforados. En Panama el
incremento de las esterasas y GST, se evidencio previamente en la localidad de la 24 de

Diciembre y se asocid con la resistencia al temefos y pirimifosmetil (Caceres, 2013).

En los mosquitos (Diptera: Culicidae), las esterasas elevadas es el mecanismo principal
para la resistencia a los insecticidas organofosforados (Saelim et al., 2005). Muchos
informes han indicado que la resistencia a los organofosforados se atribuye a la alteracion

de las esterasas. En Ameérica Latina, las poblaciones de Ae. aegypti de Cuba presentaron
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alta resistencia a temefos y fention, se atribuyd a la elevada frecuencia las enzimas
glutation-S-transferasa (GST) y esterasas (Bisset et al., 2001; Rodriguez et al., 2004).
Poblaciones de Ae. aegypti en Brasil, con los niveles mas altos de actividad alfa y beta
esterasas, fueron aquellas que mostraron relaciones de resistencia mas altas a los
organofosforados (Macoris et al., 2003). Estudios recientes en Brasil asociaron a las a-
esterasas con los patrones de resistencia elevados para temefos (Aradjo; 2019).
Afirmaciones similares se han hecho en las poblaciones de Ae. aegypti de México (Lopez
et al., 2014), Venezuela (Mazarri y Georghiou 1995), Peru (Vargas et al., 2006; Bisset et
al., 2007), Trinidad (Vaughan et al. 1998). Las esterasas también han sido reportadas, en
la resistencia a los organofosforados, en poblaciones de Ae. aegypti Asia y en Ae.
albopictus de Europa y los Estados Unidos (Saelim et al., 2005; Montella et al. 2007,

Moyes et al., 2017).

Las pruebas bioquimicas confirman que la resistencia observada al carbamato propoxur y
los organofoforados pirimifosmetil, fenitrotion y malation en Parque Lefevre y Pueblo
Nuevo, podrian ser el resultado de la resistencia cruzada debido a una elevada actividad
de las esterasas, la cual confiere resistencia entre estos insecticidas. Los organofosforados
y los carbamatos tienen los mismos modos de accién (Saelim et al., 2005; Reis-Montella
et al., 2012; Bharati y Saha, 2018). La resistencia a uno generalmente denota resistencia

en el otro (Magaret y George, 1999; Saelim et al., 2005; Bharati y Saha, 2018).
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A través de este estudio se ha logrado detectar que las EST y GST juegan un papel
importante en el desarrollo de la resistencia observada a los organofosforados vy
carbamatos. Se encontraron asociaciones significativas entre los fenotipos de resistencia a
los insecticidas a nivel de poblacion y la actividad alterada de las enzimas desintoxicantes

La baja frecuencia de la actividad de la AChE en el presente estudio mostr6 que este

mecanismo no estaba involucrado.
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CONCLUSIONES

Todas las poblaciones de Ae. aegypti y de Ae. albopictus evaluadas resultaron
susceptibles a los insecticidas piretroides deltametrina y lambdacihalotrina. Por lo tanto,
estos insecticidas pueden seguir siendo utilizados, mediante la rotacién con otros
insecticidas a fin de prevenir, el desarrollo futuro de resistencia en las poblaciones de

insectos vectores.

Dos poblaciones de Ae. aegypti mostraron resistencia al carbamato propoxur,
identificando ademas resistencia cruzada entre carbamatos y organofosforados. Esto
ocurre a pesar de que el propoxur fue descontinuado en Panama hace aproximadamente

30 afios.

Las poblaciones de Ae. aegypti de Parque Lefevre y Pueblo Nuevo registraron elevados
niveles de resistencia al organofosforado pirimifosmetil, moderada al temefos y baja a los
insecticidas fenitrotion y malation. La poblacion de Ae. albopictus proveniente de Parque

Lefevre registrd niveles de resistencia moderada al temefos.

Los mecanismos de accion metabdlica de EST y GST jugaron un papel importante en la
resistencia a insecticidas en poblaciones evaluadas, no asi la AChE. Se asoci6 la EST,

como principal mecanismo de resistencia a los organofosforados temefos, fenitrotion,

71



malation y pirimifosmetil y al carbamato propoxur en las poblaciones de Ae. aegypti y

Ae. albopictus evaluadas.

Estos resultados constituyen una referencia para el inicio de estudios en areas con bajos
casos de dengue, niveles de infestacion y poco uso de insecticidas dada la propension de
estas especies de Aedes a invadir y establecerse en cualquier area del pais, donde pueden

intercambiar alelos que confieren resistencia a los insecticidas.

La deteccion temprana de la resistencia permite establecer medidas de manejo antes de
perder el control. Es necesario comprender qué insecticidas alternativos serian mas
efectivos para el control de Ae. aegypti y Ae. Albopictus y cdmo la resistencia que ya se

ha detectado se puede manejar de manera efectiva en Panama.
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RECOMENDACIONES

Estos resultados constituyen una referencia para el inicio de estudios en areas con bajos
casos de dengue, niveles de infestacion y poco uso de insecticidas, dada la propension de
estas especies de Aedes a invadir y establecerse en cualquier area del pais, donde pueden
intercambiar alelos que confieren resistencia a los insecticidas. La deteccion temprana de

la resistencia permite establecer medidas de manejo antes de perder el control.

Es necesario comprender qué insecticidas alternativos serian méas efectivos para el control
de Ae. aegypti y Ae. albopictus. Los resultados de este estudio destacan la importancia de
monitorear la susceptibilidad de las poblaciones de vectores a un amplio espectro de
insecticidas, ya que las presiones selectivas para la resistencia a los insecticidas pueden

no siempre originarse en intervenciones de salud publica.

El hallazgo de resistencia moderada al temefos demandan que el Ministerio de Salud
realicen un manejo eficaz de este insecticida mediante la utilizacibn moderada o
suspender el uso del este larvicida e implementar otras alternativas de control larval como
Bacillus thuringiensis var israelensis, los reguladores de crecimiento (IGR)
Diflubenzuron y Piriproxifen o reevaluar las estrategias de control mediante rotacion de
insecticidas 0 mezclas de los mismos, con el fin de con la posibilidad de reducir los

niveles de resistencia.
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Dado que la resistencia metabdlica no es el Unico mecanismo que confiere resistencia a
los piretroides, se debe estudiar el papel del mecanismo de resistencia knock down

resistance.

Implementar un programa permanente de vigilancia y monitoreo de la resistencia en Ae.
aegypti y Ae. albopictus a los insecticidas en uso y alternos por parte del Departamento
de Control de Vectores del MINSA. Es importante, mantener la colaboracién con centros
de investigacion, con el objetivo de realizar estudios para conocer el estado de la

resistencia, sus mecanismos bioquimicos y genéticos en poblaciones de Aedes.
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