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Resumen




Efectos letales y subletales de una pastilla fumigena conteniendo
permetrina y pyriproxyfen sobre Aedes aegypti (Diptera: Culicidae)

Harburguer, Laura.

El dengue es una infeccién viral aguda y sistémica, producida por un flavivirus.
En América solamente ha sido demostrada la transmision del dengue a través de
mosquitos de la especie Aedes aegypti. En ausencia de una vacuna efectiva, la
Unica forma de controlar la transmision del dengue, es el control del vector.

Durante este trabajo se estudi6 la estabilidad térmica de los insecticidas
pyriproxyfen y un piretroide (permetrina o cis-permetrina) como parte de una
formulacién fumigena y sus efectos letales y subletales sobre las formas inmaduras
y los adultos del mosquito Ae. aegypti.

Se obtuvo una recuperacion de los ingredientes activos en los humos de
alrededor del 95% para el pyriproxyfen y del 50% para los piretroides. Estos
mostraron una gran efectividad sobre las larvas y los adultos de Ae. aegypti. Se
produjo una inhibicion de la emergencia de los adultos de mas del 95% con una
dosis de 2 g/kg de pyriproxyfen; la mortalidad de los individuos ocurrié
principalmente durante el estadio de pupa. Ademas, se encontr6é que este activo es
capaz de reducir la fertilidad y la fecundidad de las hembras, aunque no interferiria
con el desarrollo de las ovariolas.

Se evalué la efectividad de esta formulacién en forma de pastilla en un ensayo
de campo en la provincia de Misiones. Los resultados mostraron que su aplicacion
redujo las poblaciones del vector dentro de las viviendas. Por otro lado, la
formulacién fue ampliamente aceptada por la comunidad demostrando que ésta es
capaz de participar en un programa de control de los mosquitos a través de la
aplicacion de herramientas de control de uso no profesional, como la pastilla

fumigena.

Palabras clave: Ae. aegypti, pyriproxyfen, permetrina, fumigenos, inhibiciéon de

emergencia, fecundidad, fertilidad.



Lethal and sublethal effects of smoke-generating formulation
containing permethrin and pyriproxyfen on Aedes aegypti
(Diptera: Culicidae)

Harburguer, Laura

Dengue disease is an acute viral and systemic infection, caused by a flavivirus.
In America, only has been demonstrated dengue transmission by mosquitoes of the
species Aedes aegypti. In the absence of an effective vaccine, the only way to
control the transmission of dengue is vector control.

In this work we studied the thermal stability of the insecticides pyriproxyfen and
a pyrethroid (permethrin or cis-permethrin) as part of a smoke-generating
formulation together with their lethal and sublethal effects on the immature stages
and adults of Ae. aegypti.

We obtained a recovery of the active ingredients in the smoke of about 95% for
pyriproxyfen and 50% for pyrethroids. When released in the fumes of the smoke-
generating formulation showed a great efficacy on the larvae and adults of Ae.
aegypti. There was an inhibition of adult emergence over 95% with a dose of 2
g/ kg pyriproxyfen, mortality occurred mainly during the pupal stage. It was found
that pyriproxyfen is capable of reduce fertility and fecundity of females but not
interfere with the development of the ovarioles.

We evaluated the efficacy of this formulation in a field trial in the province of
Misiones. The results showed that its application reduced vector populations inside
the dwellings. On the other hand, the formulation was widely accepted by the
community demonstrating that it is able to participate in a program of mosquito
control through the application of non-professional control tools, such as the

smoke-generating tablet.

Keywords: Ae. aegypti, pyriproxyfen, permethrin, fumigants, emergence inhibition,

fertility, fecundity.
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Objetivos e hipotesis

1. Objetivo general

El objetivo general del presente trabajo de tesis es estudiar la estabilidad
térmica de los insecticidas pyriproxyfen y un piretroide (permetrina o cis-
permetrina) como parte de una formulacion fumigena y los efectos letales y
subletales de estos ingredientes activos sobre las formas inmaduras y los adultos
del mosquito Aedes aegypti. Los resultados obtenidos seran un aporte al
conocimiento para el desarrollo de nuevas alternativas de control de este mosquito
vector, con modos de accién mas selectivos que los productos actualmente en uso

y que representen un menor riesgo para los organismos no blanco y el ambiente.

1.1. Objetivos particulares

Estudiar la estabilidad térmica del pyriproxyfen solo y acompafado con
permetrina o cis-permetrina y, a partir de los resultados obtenidos,
desarrollar una formulacién fumigena que permita la mayor recuperacion
posible de estos ingredientes activos en sus humos.

Determinar en condiciones de laboratorio, la efectividad biol6gica de los
ingredientes activos contenidos en los humos producidos por la mezcla
fumigena desarrollada en la primera parte de este trabajo sobre huevos,
larvas y adultos de Ae. aegypti.

Evaluar los efectos subletales del pyriproxyfen liberado en los humos de la
formulacién fumigena sobre la fecundidad y fertilidad de las hembras de Ae.
aegypti emergidas de las larvas sobrevivientes al tratamiento con una dosis
subletal.

Estudiar el efecto de una exposicion subletal a pyriproxyfen sobre la
formacion de las ovariolas de las hembras de Ae. aegypti sobrevivientes.
Establecer las condiciones Optimas de uso de la formulacion fumigena en
forma de pastilla, y evaluar en condiciones de campo su eficacia sobre larvas
y adultos de Ae. aegypti en particular y su impacto sobre la poblacion de
mosquitos en general.

Estudiar la percepcién y aceptacion por parte de la comunidad de esta nueva

herramienta para el control del mosquito vector del dengue.
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Objetivos e hipotesis

2. Hipotesis

Durante la tesis se trabaj6é en el marco de las siguientes hipoétesis:

Es posible elaborar una mezcla fumigena utilizando un oxidante (KCIO3), un
comburente (dextrina), un inerte (talco), un agente espumigeno
(cianoguanidina) y los insecticidas pyriproxyfen y permetrina o cis-
permetrina cuya combustion sin llama produzca humos conteniendo los
ingredientes activos.

Los ingredientes activos liberados en los humos de la pastilla presentan
actividad insecticida en Ae. aegypti.

La exposicion de larvas de Ae. aegypti a una dosis subletal del componente
de la formulacion fumigena pyriproxyfen, disminuye la fecundidad y fertilidad
de las hembras sobrevivientes.

Los efectos de una dosis subletal de pyriproxyfen sobre la fecundidad y la
fertilidad de las hembras de Ae. aegypti se deben a que este insecticida
afecta la formacion de las ovariolas.

La aplicacion de una pastilla fumigena conteniendo pyriproxyfen y permetrina
es eficaz para controlar a las larvas y los adultos de Ae aegypti en
condiciones de campo dentro de las viviendas.

Es posible transferir a la comunidad el uso de herramientas de control no
profesional, como la pastilla fumigena resultado de esta tesis, para que
participe en la disminucion del riesgo de epidemias de dengue a través del

control del mosquito vector.
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Introduccién

1. El mosquito Aedes aegypti

1.1. Distribucion

Los mosquitos son artrépodos de gran importancia médico epidemioldgica
pertenecientes a la Clase Insecta, Orden Diptera y a la Familia Culicidae. Aedes
aegypti es una especie del subgénero Stegomyia, que intent6é ser reclasificado
como género entre 2004 y 2005'. Sin embargo la reclasificacion y el cambio de
nombre a Stegomyia aegypti han sido muy discutidos® y actualmente la
nomenclatura utilizada de forma mayoritaria continta siendo la original.

Ae. aegypti es originario del continente africano, donde se encuentran tres
formas o subespecies: Ae. aegypti aegypti, Ae. aegypti queenslandensis y Ae.
aegypti formosus. Las dos primeras habitan en el continente americano, son de
habitos domésticos y poseen caracteristicas taxondmicas similares. La subespecie
formosus esta limitada a ciertas regiones de Africa, siendo una subespecie silvestre
gue habita zonas selvéticas, y presenta taxonomia y biologia diferenciadas. Se cree
que Ae. aegypti aegypti, especie a la cual nos referiremos a lo largo de esta tesis,
fue introducida en América durante las primeras exploraciones europeas en el siglo
XVI. Es en la actualidad la mas distribuida en el mundo.

Ae. aegypti es una especie de regiones tropicales y sub-tropicales. A principios
del siglo XX este mosquito se encontraba en casi todos los paises de América con
excepcion de Canada, desde el sur de los Estados Unidos hasta Buenos Aires,
Argentina®. Durante la década de 1920 se hicieron avances para el control de este
vector, y en 1947, los paises miembros de la Organizacion Panamericana de la
Salud (OPS) resolvieron iniciar una campafia para erradicarlo. Esta campafia tuvo
un gran éxito y para 1962 Ae. aegypti habia sido eliminado de 18 paises
continentales y de varias islas pequefias del Caribe (Figura 1). Solo los Estados
Unidos, Venezuela, Surinam, Bahamas y algunas otras islas del caribe siguieron
infestadas. Después de 1962 tres paises mas eliminaron este vector pero, al mismo
tiempo, y debido a problemas financieros, politicos, técnicos y administrativos, ya
habia comenzado la reinfestacion en los paises que lo habian erradicado. En 1991,
solo cuatro paises no se habian reinfestado: Bermuda, Chile, Islas Caiman y

Uruguay”.
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Figura 1. Estado de la campafia de erradicacién de Ae. aegypti, abril 1962.*

1.1.1. Distribucion en Argentina

Durante la primera mitad del siglo XX Ae. aegypti se encontraba presente en un
amplio territorio de la Republica Argentina: en las provincias de Jujuy, Salta,
Formosa, Misiones, Corrientes, Chaco, Santiago del Estero, Tucuman, Catamarca,
La Rioja, Santa Fe, Entre Rios, Cérdoba y Buenos Aires®. En 1963, luego de la
campafia iniciada en 1947 por la OPS, el Ministerio de Salud de la Nacion consideré
que este mosquito habia sido erradicado®. En 1965, la Organizacién Panamericana
de la Salud confirmé la erradicacion®. El vector fue detectado nuevamente en
Argentina en las provincias de Misiones (Posadas y Puerto lguazui) y Formosa
(Clorinda y Puerto Pilcomayo)’, en 1986, luego de haber sido reintroducido en
Brasil en el afio 1975. Unos afos después, en 1995, ya se habia extendido a las
provincias del centro del pais encontrandose en Buenos Aires® ° y Coérdoba'®
(Figuras 2A 'y 2B).
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Figura 2A. Distribucion de Ae. aegypti en
Argentina, 1994.%°

DISTRIBUCION GEOGRAFICA DE Aedes aegypti
EN LA REPUBLICA ARGENTINA 1997

R. Boffi

Programa Nacional de Control de Vectores
(Ministerio de Salud de la Nacién)

Referencias
® Localidades positivas
O Localidades negativas
Muestras totales: 1852

N ‘
Fuentes
Zoonosis Urbanas y Rurales (Prov. de Buenos Aires)
CEPAVE (La Plata)
ferentes de Ae. aegypti (Misiones, Chaco, Corrientes y Entre Rios)

Figura 2B. Distribucién de Ae. aegypti en
Argentina, 1997.%°

En la actualidad, el hallazgo méas occidental corresponde a la provincia de

Mendoza en el afio 2000 (Departamento de Guaymallén)''y el registro mas austral

a la provincia de La Pampa (Santa Rosa)'’. Esto implica que la distribucién se ha

ampliado hacia el Oeste y el Sur en comparaciéon con la distribucién histérica®®

(Figura 3).

Figura 3. Distribucién de Ae.
aegypti (gris claro) y de Ae.
albopictus (gris oscuro) en
Argentina.t®
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1.2. Biologia

Ae. aegypti es una especie urbana que se alimenta casi exclusivamente sobre
humanos. Sus estadios juveniles se han adaptado a vivir en recipientes naturales o
artificiales, que se encuentran en las viviendas o sus alrededores®. Es un insecto
con metamorfosis completa u holometédbolo y durante su desarrollo ontogénico, que
se completa entre 7 y 13 dias, atraviesa una etapa acuatica (estadios de huevo,
larva y pupa) y otra aérea (adulto) (Figura 4).

Adultos
@ Hembra Macho

- Fertilizacién
_ -~ - Ingesta de sangre
x= »

A 4
(1 Puesta de
huevos
@ Eclosién Emergencia
v 1@ N
| H \
! : ,
: €©)) : J
L )
| s
: i
\L -
™ T Sl
Jr‘L = 10 dias ;

Figura 4. Desarrollo ontogénico del mosquito Aedes aegypti.
1.2.1. Huevos

Los huevos son depositados individualmente en las paredes de los recipientes
por encima del nivel del agua. Miden alrededor de 1 mm de longitud y en el
momento de la postura son blancos. Al cabo de unas tres horas adquieren un color
negro brillante®. En éptimas condiciones de temperatura y humedad el desarrollo
del embrién se completa en dos o tres dias. Cuando los huevos quedan sumergidos
bajo el agua la mayoria eclosiona rapidamente, pero otros lo hacen recién después

de haber sido mojados varias veces. Si los huevos no quedan sumergidos, son
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capaces de resistir largos periodos de desecacion, que pueden prolongarse por mas
de un afio en algunas ocasiones.

La capacidad de resistencia a la desecacién es uno de los principales obstéculos
en el control de este mosquito, ya que permite su supervivencia y posterior
reinfestacién en condiciones climéticas favorables y la dispersiéon de los huevos a
grandes distancias en recipientes secos. Por lo tanto, la supresion de los adultos y
larvas en una localidad no garantiza que ésta no sea nuevamente reinfestada a
través de los huevos residuales.

1.2.2. Larvas

Luego de la eclosion, las larvas pasan por un ciclo de cuatro estadios larvales,
creciendo a lo largo de tres mudas desde un largo de 1 mm a los 6 o 7 mm finales.
Se alimentan del material organico sumergido o acumulado en las paredes y el
fondo del recipiente que habitan®.

La duracién del desarrollo larval depende de la temperatura, la disponibilidad de
alimento y la densidad de larvas en el recipiente. En condiciones Optimas, con
temperaturas de 25 a 29°C, el periodo desde la eclosidon hasta la formacién de la
pupa puede ser de 5 a 7 dias. Los tres primeros estadios se desarrollan
rapidamente, mientras que el cuarto demora mas y se caracteriza por un mayor
aumento de tamafio y peso respecto a los estadios anteriores. En condiciones
desfavorables (baja temperatura, escasez de alimento) el cuarto estadio larval
puede prolongarse por varias semanas previo a su transformacién en pupa?®.

Como otras larvas de mosquitos, la larva de Ae. aegypti posee la cabeza y el
térax ovoides y el abdomen presenta nueve segmentos. Sin embargo el sifon,
organo utilizado para respirar en la superficie del agua, es méas corto que en la
mayoria de los otros culicidos. La posicion de reposo también es diferente en los
distintos géneros: las larvas de Aedes se mantienen en una posicion casi vertical
mientras que las de Anopheles permanecen paralelas a la superficie del agua y las

de Culex lo hacen formando un &ngulo agudo.
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1.2.3. Pupas

Las pupas son la ultima fase del ciclo acuatico. Aunque no se alimentan, son
muy activas y se desplazan por todo el recipiente, reaccionando rdpidamente ante
diferentes estimulos externos. En la base del térax tienen un par de tubos
respiratorios o trompetas que les permiten respirar en la superficie del agua. El
estadio de pupa dura de 1 a 3 dias en condiciones favorables (entre 28 y 32 °C)

aunque las variaciones extremas de temperatura pueden dilatar este periodo®.

1.2.4. Adultos

El adulto emergente es un mosquito de color negro. En el dorso del térax
presenta disefios blanco-plateados formados por escamas claras que se disponen
simulando la forma de una "lira". Los segmentos tarsales de las patas poseen un
anillado caracteristico. El macho se distingue de la hembra por sus antenas
plumosas y sus palpos mas largos®.

Al emerger de la pupa, el adulto permanece en reposo durante varias horas, lo
gue permite el endurecimiento del exoesqueleto y las alas y, en el caso de los
machos, la rotacion de la terminalia masculina en 180°. Dentro de las 24 horas
siguientes a la emergencia pueden aparearse. Para esto, el macho sujeta el apice
del abdomen de la hembra con su terminalia e inserta su edeago dentro del
receptaculo genital, inseminandola. El esperma es almacenado en la espermateca
de la hembra y es suficiente para fecundar todos los huevos que la hembra
produzca durante su vida*.

Las hembras son las Unicas que succionan sangre, mostrando preferencia por la
sangre humana, necesaria como fuente de proteinas para el desarrollo de los
huevos. La alimentacion sanguinea se lleva a cabo principalmente durante el dia,
en las primeras horas de la mafiana o al anochecer. Generalmente, después de
cada alimentacién sanguinea se desarrolla una camada de huevos, pero si el
mosquito es perturbado antes de completar la alimentacion puede volver a ingerir
sangre antes de la postura. La oviposicion generalmente se produce hacia el final
de la tarde; la hembra gravida deposita sus huevos en las paredes de recipientes
oscuros o sombreados a pocos milimetros de la superficie del agua. Suele distribuir

cada lote de huevos entre varios recipientes distintos®.
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Las piezas bucales de los machos no estdn adaptadas para chupar sangre,
tienen la misma forma general que las de la hembra, sin embargo algunos estiletes
se encuentran reducidos o faltan. Procuran su alimento de carbohidratos como el
néctar de las plantas. Las hembras también pueden sobrevivir alimentandose de

esta manera aunque no podran producir huevos.
1.3. Comportamiento

Debido a su estrecha relacion con los seres humanos, Ae. aegypti es
esencialmente un mosquito urbano, que se encuentra en mayor abundancia en
poblados y ciudades. Sin embargo, se han registrado invasiones rurales de
importancia en Pert'*, Colombia'®, Brasil y México®. En Argentina recientemente se
han encontrado larvas de este mosquito en una zona rural de la provincia de
Corrientes®®.

La distancia de vuelo de Ae. aegypti es bastante corta. Las hembras no
sobrepasan los 100 metros de distancia de vuelo durante su vida, y a menudo
permanecen en la misma casa donde emergen siempre que dispongan de
hospedadores y sitios de reposo y postura adecuados. Sin embargo, una hembra
gravida puede volar hasta 3 km en busca de un lugar para oviponer si ho encuentra
recipientes propicios en su entorno.

Para reposar eligen lugares oscuros y tranquilos en el interior de las viviendas,
dentro de los armarios en los dormitorios o debajo de las camas y otros muebles;
s6lo ocasionalmente se los encuentra al aire libre.

El comportamiento de los insectos estd determinado principalmente por su
genotipo, aunque es obviamente modificable por las circunstancias ambientales. Es
por eso que los patrones de abundancia y oviposicion de Ae. aegypti varian en las
diferentes regiones del pais. En el noroeste se ha detectado oviposicion de esta
especie durante todo el afio, con un pico en el mes de marzo asociado con la
precipitacion pluvial.'” En otras areas estudiadas (Chaco, Cérdoba y Buenos Aires)
no se detecté presencia de estadios inmaduros ni puesta de huevos durante el
invierno. Si bien los picos de oviposicion varian en las diferentes provincias, en
general se registran desde octubre-noviembre hasta mayo-junio, fuertemente

asociados con la temperatura y/o variaciones de las precipitaciones pluviales'®?2.

21



Introduccién

1.4. Metamorfosis

Como insectos holometabolos, los mosquitos deben atravesar una metamorfosis
completa antes de llegar al estado adulto. A medida que las larvas pasan por los
cuatro estadios el exoesqueleto resulta demasiado pequefio para su tamafio
corporal; es cuando se produce la muda, durante la que se sintetiza una nueva
cuticula que es blanda y extensible y permite el crecimiento antes de endurecerse y
adquirir rigidez. Este tipo de muda, llamada no metamorfica, ocurre a intervalos
regulares a lo largo del ciclo de vida del insecto. Por otro lado, durante la llamada
muda metamérfica o metamorfosis, los insectos no s6lo se desprenden de su
exoesqueleto viejo, sino que atraviesan un proceso de cambio fisiolégico,
morfoldégico y de maduracion hacia la siguiente etapa de desarrollo de su ciclo de
vida. En el caso de los mosquitos y otros insectos holometabolos, hay dos mudas
metamérficas: de larva hacia pupa, y de pupa a adulto?.

La muda consta de dos fases: la apolisis, durante la cual la epidermis se separa
de la vieja cuticula, y la ecdisis, durante la cual el insecto abandona los restos de la
cuticula vieja o exuvia. Durante la apdélisis se forma un espacio ecdisial entre la
cuticula vieja y la epidermis, que permite el crecimiento. El liquido de muda, que
contiene enzimas como quitinasas y proteinasas, llena este espacio comenzando la
digestion de la capa mas interna de la vieja cuticula, la endocuticula. Las capas mas
externas, formadas por la exocuticula y la epicuticula, no sufren cambios durante la
muda y formaran parte de la exuvia. Tiempo después, las células de la epidermis
empiezan a secretar una capa que recibe el nombre de cuticulina, y forma parte de
la nueva epicuticula. Inicialmente la secrecibn ocurre como pequefios parches
discontinuos que eventualmente se alargan y forman una capa continua. A este
proceso le sigue la secrecion de la mayor parte de la nueva cuticula que aun no se
encuentra esclerotizada y recibe el nombre de procuticula®.

El liguido de muda que se acumula en el espacio ecdisial es reabsorbido a
través de las células de la epidermis antes de la ecdisis. Inmediatamente después,
los insectos aumentan su tamafo incorporando agua o aire, dependiendo del
medio en donde se desarrollen. Al momento de la ecdisis la cuticula es suave y
practicamente sin color, luego de una o dos horas se endurece y oscurece,
proceso llamado esclerotizacion. Las areas mas esclerotizadas formaran parte de

la exocuticula mientras que las de pobre esclerotizacién formaran parte de la
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endocuticula. Mas adelante las células de la epidermis secretaran cemento y cera

que seran transportados hacia la epicuticula, constituyéndose parte de ella.?®
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Figura 5. Representacién esquematica del proceso de apdlisis, secrecion de la
nueva cuticula, y la ecdisis. A: vieja cuticula justo antes de comenzar la muda.
B: formaciéon de la membrana ecdisial y el espacio de apdlisis. C: inicio de la
division celular en la epidermis en respuesta a la hormona de la muda. D:
nuevas células de la epidermis. E: comienza la secrecion de la nueva cuticula
con la secrecion de la capa de cuticulina, continta la digestion de la antigua
endocuticula. F: Se forma la nueva procuticula no esclerotizada. G: se produce
la ecdisis de la vieja cuticula; la nueva cuticula se cubre de cera y una capa de

cemento,

parte de la procuticula puede ser

dependiendo del insecto y la ubicacién en el cuerpo.?®

esclerotizada en exocuticula,
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1.4.1. Discos imaginales

Las larvas de los insectos holometabolos, como los mosquitos, llevan células
cuyo desarrollo se encuentra comprometido para formar los tejidos adultos, pero
que se mantienen indiferenciadas bajo control hormonal. Algunas de estas células
se encuentran agrupadas de forma poco organizada y reciben el nombre de
histoblastos, sin embargo la mayoria se concentra en sacos epiteliales discretos que
reciben el nombre de discos imaginales®.

En los mosquitos, los rudimentos de algunos discos imaginales estan presentes
en las larvas recién eclosionadas y se desarrollan lentamente durante esta etapa;
mientras que otros aparecen recién en el tercer estadio®.

En la cabeza de la larva se encuentran discos pares correspondientes a las
antenas, labium y palpos maxilares, ademas de un Unico disco correspondiente al
labrum. Cada uno de los tres segmentos toracicos contiene un par de discos
dorsales y un par ventral; los dorsales daran origen a las trompetas de la pupa, las
alas y los balancines; los discos ventrales formaran las patas. Los segmentos
abdominales 8 a 10 contienen los discos que constituirdn los remos o paletas de la
pupa, partes de los conductos genitales y sus glandulas asociadas, los genitales
masculinos y los cercos?®.

Las células de los discos imaginales se multiplican en todos los estadios larvales,
sin embargo el mayor incremento en el tamafo se produce durante la segunda
mitad del cuarto estadio, acompafiado de numerosas mitosis. Es este aumento en
la tasa de crecimiento de los discos imaginales durante el ultimo estadio larval lo
gue ha dado lugar a suponer la participaciéon de hormonas en la regulacion de éste
25, 26

proceso.

1.4.2. Control endocrino de 1a metamorfosis

Los procesos de metamorfosis y muda se encuentran bajo el control de tres
hormonas: la hormona protoracicotrofica (PPTH), la hormona de la muda o
ecdisona y la hormona juvenil (JH).

La PPTH es fabricada por células neurosecretoras del cerebro (SNC) y es
almacenada en el 6rgano neurohemal ubicado en la corpora cardiaca. En unos
pocos insectos se han logrado identificar las sefiales que estimulan a las SNC a
secretar PTTH, reconociéndose al menos tres tipos de estimulos: ambientales (frio,
en un insecto con diapausa como el lepidéptero P. cecropia®’), la adquisicién de un

determinado peso o tamafio como en algunos lepidopteros®®, o el estiramiento del
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abdomen en respuesta a una alimentacién con abundante cantidad de sangre como

en los insectos redavidos?® 3°

. La PTTH es liberada desde la corpora cardiaca a la
hemolinfa y se une a receptores ubicados en la glandula protorécica iniciando una
cascada de reacciones que culmina en la sintesis de ecdisona.

A medida que es sintetizada, la hormona de la muda es secretada hacia la
hemolinfa. La ecdisona es considerada como uha pro-hormona, ya que por medio
de la enzima 20-hidroximonooxigenasa es convertida a su forma mas activa, la 20-
hidroxiecdisona (20-E)®'. Esta enzima se encuentra presente en muchos tejidos de
los insectos (tubulos de Malpighi, intestino, cuerpos grasos, etc.) pero no en la
glandula protorécica.

La hormona juvenil es sintetizada por las células de la corpora allata (CA)
ubicada en la parte posterior del cerebro. Es un sesquiterpenoide del cual se han
encontrado cuatro variantes: la JH 0O, I, Il y IlIl, siendo ésta dltima la mas
abundante en la mayoria de los insectos, incluidos los mosquitos®*® *3. La JH es
transportada por la hemolinfa unida a una lipoproteina, conocida como proteina de
unién a JH (JHBPs, JH binding proteins). Esta hormona es secretada de manera
continua durante la etapa larval del insecto, produciéndose fluctuaciones especificas
a lo largo de cada estadio. La JH no es almacenada en ningln tejido y su titulo esta
regulado a través de los procesos de sintesis y degradacion. Las principales vias
degradativas involucran esterasas y epoxidohidrolasas, tanto especificas como no
especificas®”.

El comienzo de los primeros eventos asociados con la muda estd determinado

por un titulo alto de 20E en la hemolinfa del insecto®" *°

. El tipo de muda (es decir,
metamorfica o no metamérfica) se encuentra definido por el titulo de JH en la
hemolinfa en el momento que la 20E establece el inicio la muda®® *’. Si el titulo de
JH es alto, la muda serd desde un estadio larval al siguiente; si el titulo de JH es
menor, la presencia de 20E producird la primer muda metamorfica, desde larva a
pupa; finalmente si el titulo JH en la hemolinfa es muy bajo o nulo, el aumento en
el titulo de 20E provocara la segunda muda metamdorfica, es decir, de pupa a

adulto. Los eventos asociados con PTTH, 20E y JH se resumen en la Figura 6.
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Figura 6. Diagrama esquematico de los principales érganos endocrinos de los insectos y
el sitio de accién de sus hormonas. Los cambios en la etapa larval son iniciados por
PTTH, que estimula a la glandula protorécica a secretar ecdisona. Al mismo tiempo, la
corpora allata secreta JH, lo que favorece la sintesis de estructuras relacionadas con la
etapa larval, de manera que la larva muda a larva. Al final de la etapa larval, la
secrecion de la corpora allata disminuye y por lo tanto disminuye la concentracién de JH
en la larva. En la siguiente muda, las células epidérmicas responden a ecdisona y a la
baja concentracion de JH, secretando cuticula pupal; los otros tejidos del insecto o se
descomponen o se transforman en estructuras de pupa. En la UGltima muda la JH esta
ausente y las células epidérmicas responden a ecdisona secretando cuticula
caracteristica del estadio adulto; los tejidos de la pupa se descomponen o se convierten
en estructuras del adulto.®*
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Finalmente un descenso en el titulo de 20E en la hemolinfa sirve como sefal
para la liberacion de un neuropéptido conocido como hormona de eclosion. Esta
induce los movimientos musculares necesarios para la ecdisis y, a su vez, sirve
como sefial para la liberaciéon de bursicon. Este neuropéptido, originado en el
cordén nervioso ventral, inicia el proceso de esclerotizacién y oscurecimiento de la

nueva cuticula®®.

1.5. Anatomia y fisiologia de la reproduccion

En los mosquitos adultos el dimorfismo sexual se manifiesta de diversas formas:
en la estructura de las génadas, en los caracteres sexuales primarios que derivan
de los discos imaginales genitales, y en los caracteres sexuales secundarios, tales
como las antenas de los adultos, sus palpos maxilares y el tamafio corporal?®.

En ambos sexos, las génadas y la parte anterior de los conductos genitales se
desarrollan a partir de primordios gonadales que estan presentes en el embrion.
Las partes posteriores de los conductos genitales y los érganos genitales externos
se desarrollan a partir de los discos imaginales localizados en los segmentos
abdominales 8, 9 y 10. Algunos de estos discos imaginales pueden ser identificados
en las larvas recién nacidas, mientras que otros so6lo son reconocibles al avanzar la
etapa larval®.

El mayor incremento en el tamafio de las g6nadas rudimentarias, tanto en
machos como en hembras, se produce durante el final del cuarto estadio larval,
alcanzando su tamafo completo en el estado de pupa. Durante la hora anterior a la
ecdisis de larva a pupa, en los machos pueden observarse los espermatocitos y
espermatidas. A mediados de la etapa pupal los espermatozoides maduros se
encuentran a lo largo de los testiculos; el ovario primitivo desaparece durante el
cuarto estadio larval?®.

En las hembras los primordios gonadales se ubican en el sexto segmento
abdominal y muestran algo de complejidad en su estructura desde el primer estadio
larval. El ovario rudimentario crece de forma continua durante el segundo y tercer
estadio larval, principalmente por medio de un aumento del numero de células.
Durante el tercer estadio las células del ovario comienzan a diferenciarse, y al
comenzar el cuarto estadio se encuentran visiblemente diferenciadas en células
germinales e intersticiales. La multiplicacion y diferenciacion celular continuara
durante el final del cuarto estadio, alcanzando los ovarios su forma definitiva

durante la fase de pupa?®.
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La evaginacion de los discos imaginales 8, 9 y 10 que daran origen a las partes

posteriores de los conductos genitales y los dérganos genitales externos tanto

masculinos como

femeninos,

se produce durante el

diferenciacién es dependiente de la presencia de 20-E.
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Figura 7. Primordios genitales de una larva del tercer estadio de Aedes stimulans,

genotipo masculino (A) y genotipo femenino (B
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1.5.1. Estructura de las gonadas y gonoductos
Los 6rganos sexuales masculinos del mosquito® (Figura 8) incluyen un par de
testiculos, un par de conductos testiculares deferentes o vasa deferentia, que se
ensanchan posteriormente para formar un par de vesiculas seminales que, en
algunas especies como Ae. aegypti, se encuentran unidas. Las vesiculas
desembocan en un corto conducto eyaculatorio, que recibe el contenido de las

glandulas accesorias y luego se abre directamente en la base del aedeago.

~

Figura 8. Organos sexuales del macho
de Ae. aegypti. Tes: testiculos, Vd:
conductos deferentes, SV: vesicula
seminal, AcGld: glandulas accesorias,
Dej: conducto ejaculatorio.*®

-

El extremo superior de los testiculos estd constituido por una masa de células

indiferenciadas, la parte restante se encuentra ocupada por espermatocitos y
espermatozoides en distintas etapas de desarrollo. Los espermatozoides maduros
son muy largos y filiformes, y al ser liberados de los testiculos muestran activos
movimientos ondulatorios. Antes del apareamiento los espermatozoides son
almacenados en las vesiculas seminales; las glandulas accesorias probablemente
cumplen una funcién similar a la préstata, dando a los espermatozoides un medio
liquido en el cual pueden ser liberados.

Los o6rganos sexuales de la hembra del mosquito®, representados
esquematicamente en la Figura 9, incluyen los elementos caracteristicos de los
o6rganos femeninos de los insectos en general. Estos son un par de ovarios, los

oviductos laterales de los ovarios y un oviducto comun al cual se unen los
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conductos laterales. El conducto comin se abre en una pequefia bolsa, llamada
camara genital o atrio, localizada entre los segmentos abdominales 8 y 9; la
apertura externa del atrio recibe el nombre de gonotrema. En la pared dorsal del
atrio se abren los conductos de la espermateca y detras de estas aberturas se
encuentra la glandula accesoria, cuya funciéon no se conoce en los mosquitos. En el
momento del apareamiento los espermatozoides del macho son almacenados en la
espermateca, cumpliendo el atrio la funcién de bolsa copulatoria. Cuando los
huevos dejan el oviducto, son recibidos en el atrio y alli son fertilizados por el

esperma que ha sido descargado desde la espermateca.

Figura 9. Organos sexuales de la
hembra de Ae. aegypti. tf: filamento
terminal, Ov: ovario, Ovl: ovariola, Sh:
membrana, Odl: oviducto lateral, Odc:
oviducto comun, Spt: espermateca, Atr:
atrio, AcGld: glandula accesoria, Gtr:
gonotrema.®®

Los ovarios de los mosquitos difieren en varios aspectos de la estructura
habitual en otros insectos. Un ovario tipico consiste en un grupo de tubos delgados,
conocidos como ovariolas, que se abren en su extremo hacia un oviducto lateral.
Una ovariola madura contiene una serie de 6vulos de tamafio cada vez mayor en
diferentes etapas de maduracion, con el ovocito maduro ubicado en su extremo
inferior. Al igual que en los mosquitos, cada huevo est4d acompafado por un
nimero de células nutritivas o “nurse cells”, que son absorbidas por el ovocito a
medida que madura; su funcién consiste en sintetizar ribosomas y mRNA que luego
son transferidos al ovocito en desarrollo. Cada uno de los ovocitos y sus células
nutritivas estan contenidos en una porcién de la ovariola conocida como foliculo. El

ovocito y las células nutritivas estan conectadas a través de puentes intercelulares
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y se forman por la division de células indiferenciadas en una camara localizada en
el extremo superior del foliculo llamada germario. El resto de la ovariola recibe el
nombre de vitelario y contiene uno o dos foliculos en desarrollo*°.

En los ovarios de mosquitos (Figura 9), las ovariolas son muy cortas y estan
dispuestas en filas a lo largo de una cavidad axial del ovario. Al igual que en otros
dipteros, cada ovario se encuentra rodeado de una delgada membrana que posee
finas fibras musculares, esta membrana acaba en un filamento denominado
filamento terminal que se encuentra unido a tejidos ubicados a ambos lados del
corazén. Cada ovariola esta formada por un gran foliculo que contiene un ovocito y
sus células nutritivas, y una pequefia proyecciéon en su extremo que forma el
germario (Figura 10)°°.

Las ovariolas de los mosquitos son clasificadas como meroisticas, porque
contienen tanto a las células nutritivas como a los ovocitos; ademas se clasifican
como politréficas porque un grupo de células nutritivas se asocia con un ovocito en

cada foliculo ovarico®°.

Membrana de la ovariola

Membrana del
ovario

Filamento terminal

Germario
Foliculo 2ri°

I Foliculo 1ri°

Misculo de la
membrana del ovario

Oviducto
lateral

Figura 10. Parte de un ovario y el oviducto lateral de una hembra de mosquito
nulipara, abierto para mostrar el caliz?®.
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1.5.2. Espermatogenesis y oogénesis

En los mosquitos la espermatogénesis se produce principalmente durante las
fases de larva y pupa. Los espermatozoides pueden aparecen en la zona posterior
de los testiculos tan solo 5 horas luego de la ecdisis de larva a pupa, y
aproximadamente 95 horas después se encuentran presentes a lo largo de los
testiculos*.

Durante las sucesivas etapas de la espermatogénesis un pequefio numero de
células germinales se multiplican y diferencian para formar miles de
espermatozoides. En la primera fase de la espermatogénesis, se forman las
espermatogonias primarias a partir de las células germinales. Con la formaciéon de
espermatogonias, las células germinales inician una fase de multiplicacion que
conduce al desarrollo de los espermatocitos que sufrirAn meiosis, con la
consecuente reduccién a la mitad del numero de cromosomas, esencial para la
formacion de gametos. Por ultimo, dichos productos haploides, Ilamados
espermatidas, atraviesan una diferenciacién celular que culmina en la formacién de
los espermatozoides®.

En las hembras, durante el cuarto estadio larval los ovarios ya se encuentran
diferenciados, y al inicio del estadio pupal cada ovario esta formado por grupos de
ovariolas. Durante la etapa pupal tardia puede distinguirse en cada ovariola un
germario y un vitelario que contiene uno, dos o incluso tres foliculos ovaricos*.

La produccién de huevos es un proceso ciclico. Los grupos de foliculos hermanos
se separan sucesivamente del germario y se desarrollan de manera sincronica a
través de una secuencia de pasos que culminan con la formacién de los ovocitos.
Los pasos desde la formacion de un grupo de foliculos hermanos hasta la formacién
de un grupo de ovocitos maduros constituyen el ciclo ovarico®.

Durante este ciclo se alternan periodos de crecimiento y desarrollo con periodos
de letargo. Los foliculos que han entrado en un periodo de letargo reanudan el
crecimiento solo en determinadas condiciones fisiolégicas, lo que permite el
desarrollo de los grupos de foliculos de manera coordinada. Con fines descriptivos,
el ciclo ovéarico se puede dividir en cuatro fases de desarrollo siguiendo criterios

fisioldgicos y anatémicos*':
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Fase pre-vitelogénica. Durante este periodo un foliculo se separa del
germario y los diferentes tipos celulares se tornan visiblemente distintos. El
ovocito se vuelve competente para incorporar vitelogenina, y finalmente se
produce un breve crecimiento del foliculo antes de su ingreso en una etapa
de reposo, conocida como etapa de letargo pre-vitelogénica o

“previtelogenic resting stage”.

Fase de iniciacidn. Este periodo comienza inmediatamente después de
una ingesta de sangre, cuando se reanuda el crecimiento del foliculo. Se
produce la formacion de microvellosidades y depresiones revestidas en la
membrana celular del ovocito donde se encuentran los receptores que
facilitaran el ingreso de vitelogenina. Al mismo tiempo comienza la sintesis

de vitelogenina en el cuerpo graso.

Fase trofica. Esta fase esta caracterizada por un marcado aumento en la
sintesis de vitelogenina y su incorporacién al ovocito, que conduce a su
crecimiento acelerado. Finaliza con la formacién de una capa endocorionica
entre las células epiteliales del foliculo y el ovocito, sumado al cese de la

sintesis de vitelogenina.

Fase post-trofica. En esta fase, el ovocito adquiere su forma madura y

es rodeado por el corion aun no endurecido.

El corion es la parte de la cubierta del huevo que es secretada antes de la
oviposicién por las células epiteliales del ovario. La secrecion se produce en dos
fases, resultando en la formacién de las dos capas que constituyen el corion, el
endocorion y el exocorion. Se cree que en Ae. aegypti dos genes, 15a-1 y 15a-2,
codifican para las proteinas del endocorion. Utilizando una sonda derivada del gen
15a-1, se ha detectado la presencia de un transcripto de ARN sdélo en los ovarios de
hembras que habian sido alimentadas con sangre, indicando la especificidad de la
localizacion del transcripto y la necesidad de la ingesta de sangre para iniciar el
proceso de sintesis de proteinas del corion“?. El exocorion comienza a secretarse
alrededor del endocorion entre las 40 y 60 horas posteriores a la ingesta de sangre;
luego de 72 horas esta capa se encuentra completamente formada y las células

epiteliales que la secretan degeneran®® **,
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El corion se mantiene blando hasta después de la oviposicion, momento en que
sufre un proceso de endurecimiento y oscurecimiento en el que estan involucradas
dos enzimas, la dopa descarboxilasa y la dopamina N-acetiltransferasa.

1.5.3. Vitelogénesis

Los huevos de los insectos contienen todos los nutrientes necesarios para el
desarrollo del embrién. El termino vitelogénesis hace referencia a todos los
procesos involucrados en la formacion de dichos nutrientes.

La vitelogenina es el precursor de la vitelina, principal proteina encontrada en
los huevos de los insectos. Las vitelogeninas son grandes glicolipofosfoproteinas
oligoméricas, con un peso molecular de entre 200 y 600 kDa. Son sintetizadas en el
cuerpo graso y luego liberadas a la hemolinfa®®.

Estudios en Ae. aegypti han demostrado que el ARN mensajero de 6,5 kb que
codifica la vitelogenina no se encuentra presente antes de la ingesta de sangre, sin
embargo fue detectado en el cuerpo graso so6lo una hora después. Su titulo en este
6rgano aumenta de manera constante y alcanza su punto maximo entre 24 y 36
horas después de la ingesta de sangre, para luego caer rapidamente hasta volverse
indetectable®. El producto principal de la traduccién del ARNm de vitelogenina es
un polipéptido de 224 kDa. Este es primero procesado por glicosilacion, seguido por
una fosforilacién parcial que conduce a la formacién de una pro-vitelogenina de 250
kDa. La pro-vitelogenina es cortada proteoliticamente, fosforilada y luego sulfatada
en el complejo de Golgi, dando origen a dos subunidades de 200 y 66 kDa. Estas
dos subunidades oligomerizan para dar un producto de 375 kDa que se secreta en
la hemolinfa y es captado por los ovocitos.

Los ovocitos en desarrollo acumulan nutrientes proteicos mediante la
incorporacion de grandes cantidades de vitelogenina circulante. Esta incorporacion
es realizada a través del proceso de endocitosis mediada por receptor, en el cual la
vitelogenina se une a receptores localizados en depresiones revestidas de la
membrana del ovocito y es incorporada por medio de vesiculas recubiertas,
principalmente con clatrina. Una vez que la vitelogenina ha ingresado en el ovocito,

es transformada a su forma final, los cristales de vitelina.
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1.5.4. Control endocrino del desarrollo del ovario y 1Ia

vitelogénesis

En los mosquitos, los foliculos se desarrollan de forma sincrénica en todas las
ovariolas. Se ha demostrado la participacion de hormonas del cerebro, la corpora
allata y los propios ovarios en la regulacion del desarrollo de los ovarios y la sintesis
de vitelogenina, de las cuales la accién de dos, la JH y la 20-E es considerada
fundamental®’.

El inicio de la fase pre-vitelogénica esta caracterizado por la separacion de los
foliculos del germario. Los foliculos primarios se separan del mismo poco después
de la emergencia. No se han encontrado evidencias directas del mecanismo que
controla la separacion, sin embargo se sabe que la 20-E producida durante el ciclo
ovarico induce la separacion de los foliculos secundarios después de la ingesta de
sangre. Se cree entonces que la separacién de los foliculos primarios del germario
observada en las hembras de Ae. aegypti recién emergidas*® es una consecuencia
de la secrecién de 20-E durante la fase de pupa.

Una vez que el ovocito se separa del germario, su tamafio se incrementa
ligeramente antes de entrar en una etapa de letargo. Algunos experimentos han
demostrado que el desarrollo de los foliculos mas alla de esta etapa es estimulado
por la JH. Si se remueve la corpora allata de hembras de Ae. aegypti dentro de la
primer hora post-emergencia, los foliculos ovaricos primarios muestran poco o
ningln crecimiento y no alcanzan la etapa de letargo pre-vitelogénica. Sin
embargo, este efecto puede ser revertido si la corpora allata es reimplantada o si
las hembras son tratadas con un analogo de JH, produciéndose un ciclo ovérico
normal luego de la ingesta de sangre*® *’.

Durante la fase pre-vitelogénica, la JH no sélo estimula el crecimiento inicial y
el desarrollo de los foliculos ovaricos, sino que también promueve la capacidad de
los foliculos de responder a la hormona ecdisteroideogénica ovarica (OEH) luego de
una ingesta de sangre.

La OEH (también conocida como EDNH) es producida por las células
neurosecretoras del cerebro y controla la sintesis de ecdisona en el ovario. El titulo
de OEH aumenta rapidamente, después de la ingesta de sangre y comienza a

declinar antes de que finalice el primer dia luego de la alimentacion®. El ovario de

hembras recién emergidas no tiene la capacidad de responder a esta hormona,
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pero desarrolla competencia para hacerlo durante las siguientes 36 horas, en un
proceso controlado por la JH*°.

Los ovarios sintetizan ecdisona que es inmediatamente convertida a 20-E. Esta
hormona interviene en la iniciacion, el mantenimiento de la sintesis y la liberacion,
desde el cuerpo graso, de la vitelogenina®. La 20-E no es detectable en la
hemolinfa de hembras que no han sido alimentadas con sangre, sin embargo
alcanza méaximos entre las 10 y 25 horas luego de una ingesta sanguinea®. La
produccién de ecdisona en el ovario no se encuentra exclusivamente bajo el control
de la OEH ya que, como se menciondé anteriormente, se requiere a su vez la
exposicion del ovario a JH para que estos se vuelvan competentes y respondan a la
OEH.

La sintesis de vitelogenina es iniciada en el cuerpo graso luego de la ingesta de
sangre (Figura 11) y es controlada por la 20-E del ovario. Sin embargo, la JH
también juega un papel importante ya que el cuerpo graso no responde a la 20-E

sin exposicién previa a la JH.

Figura 11. Sintesis de
vitelogenina y proteinas totales
después de la ingesta de sangre
en Ae. aegypti a partir de
preparados de cuerpo graso. Los
puntos representan 3 réplicas de

5 preparaciones de cuerpo graso

Sintesis de proteinas dpm/hora x 103

+ ES. 4 proteinas totales; ©®

- "-.“'w...r.rs‘-r.

sl . . ; vitelogenina, ®no-vitelogenina.*®
50 60 70 80

Horas luego de la ingesta de sangre
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Ae. aegypti realiza varias ingestas de sangre y cada ciclo de desarrollo del huevo
requiere la reaparicion de las mismas hormonas. El desarrollo de un nuevo foliculo
requiere en primer lugar la aparicion de 20-E para estimular su separacion del
germario, seguido de la JH para estimular el crecimiento hasta la etapa de letargo
pre-vitelogénica. El cuerpo graso pierde la competencia de responder a la 20-E
después de la primera ingesta de sangre y, presumiblemente, requiere una
segunda exposicion a la JH para recuperar esta capacidad®*. Dado que el cuerpo
graso no conserva ninguno de los mecanismos de sintesis de proteinas o el ARNm
de la vitelogenina desde una ingesta de sangre a la siguiente, estas
macromoléculas deben volverse a sintetizar luego de cada ingesta. Asi, el proceso
de desarrollo de los huevos en los mosquitos requiere la aparicion secuencial de JH,

OEH y ecdisona, como se resume en la figura 12.

EMERGENCIA Ingesta de sangre

l

CerIbro

Corpora
Allata

I.
™

Ovario
Post-vitelogénico

s Ovario Competencia Ovario en Vitelogénesis j
- etapade — > 9

Crecimiento reposo : Owvario

Ecdisona Vitelogenina
\\__._,, Cuerpo graso . Competencia _ Cuerpo
~  graso

Figura 12. Modelo del control del desarrollo de los huevos en Ae. aegypti. Dos sefales
del ambiente (emergencia e ingesta de sangre) y al menos 3 hormonas (JH, OEH y
ecdisona) interactian para controlar el desarrollo de los huevos. La emergencia del
adulto provoca la liberacion de JH, que induce cambios en el comportamiento de
alimentacion y apareamiento. También causa el crecimiento de los foliculos ovéricos a la
fase de reposo; la capacidad de los ovarios de responder a OEH y del cuerpo graso para
responder a ecdisona. La ingesta de sangre provoca la liberacion de OEH, que actla
sobre el ovario, estimulando la sintesis de ecdisona. Esta Ultima actla sobre el cuerpo
graso, estimulando la sintesis de vitelogenina. Adaptado de “2,
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2. El dengue y el dengue hemorragico

El dengue es una infeccién viral aguda y sistémica, producida por un flavivirus.
Es la enfermedad mas importante entre las virales transmitidas por artrépodos. La
incidencia mundial anual del dengue alcanza a 50 millones de casos por afio, de los
cuales 500.000 personas deben ser hospitalizadas y 20.000 mueren. Se estima que
aproximadamente un 40% de la poblacién mundial corre el riesgo de contraer la
enfermedad al vivir en areas donde el virus del dengue puede ser transmitido. Esto
involucra a regiones tropicales y subtropicales de todo el mundo, principalmente
zonas urbanas y semiurbanas de méas de 100 paises de Africa, América, el
Mediterraneo Oriental, Asia Sudoriental y el Pacifico Occidental®.

El dengue es un problema creciente para la salud publica mundial, debido a
varios factores: el cambio climatico, el aumento de la poblacibn mundial en areas
urbanas de ocurrencia réapida y desorganizada, la insuficiente provisién de agua
potable que obliga a su almacenamiento en recipientes caseros habitualmente
descubiertos, la inadecuada recoleccion de residuos y la gran produccién de
recipientes descartables que sirven como criaderos del mosquito al igual que los
neumaticos desechados. A esto hay que sumarle al aumento de los viajes y
migraciones, las fallas en el control de los vectores y la falta de una vacuna eficaz
para prevenir la enfermedad. Esta situaciéon ha dado lugar a epidemias cada vez
mayores y mas frecuentes, y a la presencia de regiones hiperendémicas con
circulacion de varios serotipos del virus.

En América solamente ha sido demostrada la transmisién del dengue a través de
mosquitos de la especie Ae. aegypti. En cambio, Ae. albopictus, relacionado a la
transmision de la enfermedad en otras partes del mundo, solo es un vector

potencial en América.

2.1. El virus del dengue y sus serotipos

El dengue es causado por uno de cuatro serotipos del virus, designados como
DEN-1, DEN-2, DEN-3 y DEN-4%2. La infeccion con uno de estos serotipos
proporciona una inmunidad de por vida contra él, pero no proporciona inmunidad
cruzada contra los otros tres. Cuando una persona tiene anticuerpos contra uno de
los serotipos del virus del dengue y es infectada por otro, se produce una respuesta
infrecuente, casi exclusiva de la infeccién por dengue: una amplificacién que se
traduce en una elevada replicacion viral y aumento de la viremia, que condiciona y

favorece el desarrollo de la forma grave de la enfermedad, el dengue hemorragico.
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Aquellas personas que viven en una zona endémica, pueden tener hasta cuatro
infecciones de dengue, aumentando el riesgo de sufrir dengue hemorragico con
cada nueva infeccion.

Durante tres décadas, la Organizaciéon Mundial de la Salud (OMS) ha reconocido
y recomendado la clasificacion del dengue en: fiebre del dengue y fiebre
hemorragica por dengue o dengue hemorragico con o sin sindrome de shock por
dengue. En los ultimos afios se han publicado articulos que cuestionan la utilidad de
esta clasificacién, por considerarla rigida, demasiado dependiente de los resultados
de laboratorio, no inclusiva de enfermos de dengue con otras formas de gravedad,
tales como la encefalitis, miocarditis o hepatitis grave, e inutil para el manejo
clinico de los enfermos. Por ésta razon, la OMS auspicié un estudio internacional,
lamado DENCO (Dengue Control), cuyo objetivo principal fue encontrar una forma
mejor de clasificar la enfermedad e identificar los signos de alarma utiles para
mejorar el manejo de casos. Como resultado de este estudio se arrib6 a la

propuesta de una clasificacion binaria de la enfermedad: dengue y dengue grave.®®

2.2. Transmision del virus y caracteristicas clinicas

Las hembras de Ae. aegypti adquieren el virus de una persona virémica (con
virus en sangre periférica) al ingerir de ésta la sangre que necesitan para el
desarrollo de sus huevos. El virus se multiplica dentro de la hembra en un ciclo que
dura entre 10 a 14 dias llamado periodo de incubacion extrinseca. Al ingresar a las
glandulas salivales, el virus se concentra. Cuando la hembra pica a una persona
sana para ingerir sangre, inyecta la saliva que contiene un anestésico y actlla como
un lubricante para las partes moviles de la boca y anticoagulante; suministrando
una cierta cantidad de virus que, si la persona no es inmune, provocara la
enfermedad. La hembra del mosquito permanece con capacidad de infectar
individuos susceptibles por el resto de su vida®*.

La infeccion por dengue puede ser clinicamente inaparente o puede causar una
enfermedad de variada intensidad. Luego de un periodo de incubacion intrinseca
(dentro del humano) que puede ser de 5 a 7 dias, aparecen las primeras
manifestaciones clinicas, aunque una alta proporcién de las personas infectadas

cursan la enfermedad de manera asintomatica®®.
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Figura 13. Transmision del virus del dengue. El virus se transmite al
humano a través de la picadura de la hembra hematéfaga de los
mosquitos Aedes (aegypti y albopictus) cuando se alimenta de una
persona enferma y luego pica a otra persona sana. La enfermedad no
se trasmite directamente de una persona a otra.

Los casos de dengue grave son mas frecuentes en personas que ya padecieron
dengue por un serotipo y se infectan nuevamente con un serotipo diferente. Este
fenédmeno puede suceder hasta muchos afios después de ocurrida la infeccién
primaria, pero no implica necesariamente que toda infeccion secundaria conduzca a
dengue grave. No obstante, también la infeccion primaria puede asociarse a dengue

grave, en relacién a la virulencia de la cepa u otros factores del hospedador.®®
2.3. Situacion del dengue en las Ameéricas

A pesar de que el virus del dengue se aislé6 por primera vez en América en
1942°% se sabe que ocasiond grandes brotes en el Caribe desde la primera mitad
del siglo XVII, asi como epidemias continentales o verdaderas pandemias a lo largo
de los siglos XIXy XX.

A fines de los afios setenta el DEN-1 se reintrodujo en la Region en forma de
una pandemia que afect6 El Salvador, Guatemala, Honduras, México, el estado de
Texas en Estados Unidos, Colombia, Guayana Francesa, Guyana, Surinam vy
Venezuela, asi como todas las islas del Caribe. Durante el decenio de 1980 el DEN-
1 se expandi6 hacia Sudamérica, con brotes en Bolivia, Brasil, Ecuador, Paraguay y

Peru, paises que hacia muchos afios no experimentaban la enfermedad o que jamas
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la habian notificado. La primera gran epidemia de dengue hemorrégico ocurrié en
Cuba en 1981, con 158 muertes documentadas en un periodo de tres meses.>® °7

Durante los afios noventa se incrementd notablemente el nUmero de casos de
dengue hemorrégico y en 1994 se introdujo el DEN-3 en la Region. Debido a que
este serotipo no circulaba en América desde 1978, su reaparicion resulto
particularmente preocupante por la ausencia de inmunidad a este serotipo entre la
creciente poblacion urbana de la region.

En la Figura 14, se resume la situacion de esta enfermedad en las Américas®®:
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Figura 14. Evolucién del dengue en las Américas 1980-2010. Fuente: OPS/OMS, Dr.
José Luis San Martin.%®

Hoy dia, en la Regién de las Américas existen condiciones epidemioldgicas y
sociales similares a las que favorecieron el agravamiento del dengue hemorragico
en Asia durante el decenio de los afios cincuenta. Es decir, se encuentran altas
densidades del vector junto con circulacion de varios serotipos del virus y
hacinamiento de poblaciones marginadas en los cinturones de pobreza de las

grandes ciudades.
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2.4. Situacion del dengue en la Argentina

En 1916 se produjo el primer brote de dengue registrado en nuestro pais. Fue
introducido desde Paraguay y afect6 las provincias de Corrientes y Entre Rios.
Desde esta epidemia, no se informaron casos autéctonos hasta el afio 1997.%°

En 1998, un brote epidémico en la regidén del chaco saltefio, con epicentro en la
ciudad de Tartagal y producido por el serotipo DEN-2, causé varios cientos de
casos, todos de dengue clasico, con un pico epidémico en el mes de mayo. Todo
indicé que la introduccién del virus provino de Bolivia.®

En la frontera Noroeste comenzaron a circular los serotipos DEN-1 y DEN-3, con
brotes epidémicos reducidos, hasta que en 2004, en el chaco saltefio, se produjo un
brote extendido con miles de casos atribuidos al serotipo DEN-3. La situacion en
esta region se agravé en el afio 2006 por las inundaciones que sufrié6 Tartagal. Los
casos confirmados de dengue en Argentina en el 2007 ascendieron a 192, de los
cuales sélo uno fue de tipo hemorragico.®*

En el afio 2009, se produjo en el pais una gran epidemia con un total de 26.644
casos, Catamarca y Chaco fueron las provincias méas afectadas. Todos los casos en
el pais correspondieron al serotipo DEN-1.%?

En la Figura 15, se resume la situacion de esta enfermedad en la Argentina®®:

27000 -

24000

21000 -

18000 -

15000 -

12000

9000 -

Nimero de casos

Figura 15. Evolucién del dengue en la Argentina 1997-2011*. Elaborado sobre la base de datos
del Ministerio de Salud de la Nacion. * Hasta semana epidemioldgica 42.
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3. Estrategias de control de Ae. aegypti

En ausencia de una vacuna efectiva, el control del vector es la Unica forma de
controlar la transmision del dengue. La eliminacién de recipientes artificiales como
los envases descartables, llantas y barriles donde se cria el mosquito, es
fundamental para prevenir la enfermedad. Sin embargo, junto con el control de los
criaderos, deben implantarse el saneamiento ambiental, la participacion de la
comunidad, la comunicacion y educacién para la salud, el control quimico y el
control bioldgico.

La participacion de la comunidad requiere un vinculo continuo entre ésta y el
personal encargado de ejecutar el programa, con objeto de poner en marcha
actividades tendientes a modificar los comportamientos humanos que propician la
proliferacion y el mantenimiento de criaderos potenciales de Ae. aegypti. Los
criaderos no pueden eliminarse con solo mejorar los servicios béasicos; también es
esencial modificar las practicas y comportamientos humanos que favorecen su
existencia.

Por otro lado, los programas de saneamiento ambiental y eliminacién de
criaderos no han sido suficientes por si solos para disminuir los indices de
infestacién; por tal motivo, durante los ultimos 40 afios, el control del mosquito se
ha logrado principalmente por métodos quimicos.* Estos consisten basicamente en
la aplicacion de larvicidas en aquellos recipientes que funcionen como criaderos y
no puedan ser eliminados, y el rociado con adulticidas en casos de epidemia o

cuando las densidades del vector sean muy elevadas.

3.1. Formulaciones utilizadas para control de Ae. aegypti

Por lo general, los plaguicidas o ingredientes activos no son utilizados en su
forma pura, también llamada grado técnico. El ingrediente activo es mezclado con
diferentes componentes no insecticidas para mejorar la estabilidad, reducir la
toxicidad en organismos diferentes a la plaga, mejorar la eficacia o facilitar la
manipulacion del producto, creando asi una formulacién plaguicida. Algunas de las

formulaciones mas frecuentemente utilizadas para el control de Ae. aegypti son® ®:

Granulos. Es una formulacién sélida, uniforme, en forma de granulos con
dimensiones bien definidas, para aplicacion directa. La materia inerte que

sirve de soporte a los granulos es un producto ya preformado, capaz de
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absorber el plaguicida o de recubrirse con él. Si el plaguicida es liquido, se
absorbe directamente en el granulo, y si es sdélido se absorbe a través de
una solucién concentrada, o bien provocando su adherencia al granulo, que
previamente ha sido recubierto con materias adecuadas y compatibles con

el plaguicida.

Concentrado Emulsionable. Es una formulacién liqguida, homogénea

para ser aplicada como emulsiéon en agua.

Suspension concentrada (floable). Es una formulacion liquida formada
por una suspension estable de un ingrediente activo sélido en un liquido, en
presencia de surfactantes, fabricada para ser suspendida en agua antes de

SuU uUso.

Polvo mojable. Es un formulado que se presenta en forma de polvo
capaz de ser mojado y mantenerse en suspensién en agua. El ingrediente
activo esta disperso en un inerte, y es formulado con coadyuvantes tales

como humectantes, agentes de suspension, adherentes y estabilizantes.

Formulaciones de liberacion lenta. Se preparan como briguetas, hilos

o bloques, para proporcionar una liberacion lenta del activo en el agua.

Formulaciones fumigenas. Estan constituidas por el principio activo
mezclado con sustancias combustibles, comburentes e inertes,
proporcionando humos letales a las plagas. El activo es liberado en los
humos, quedando un residuo formado por las sustancias acompafiantes que
actuaron como soporte, catalizadores u oxidantes en las reacciones

guimicas.

Las formulaciones fumigenas han sido objeto de estudio de nuestro laboratorio
desde hace mas de veinte afios, aplicadas principalmente para el control del vector

66, 67

de la Enfermedad de Chagas , aunque también han sido utilizadas con éxito en

experiencias preliminares para el control del mosquito vector del dengue®®.
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3.2. Principales familias de insecticidas utilizadas en el

control de Ae aegypti

Existe una gran variedad de familias y modos de accidon de los insecticidas; a
continuacion se describen las familias més importantes que se utilizan en el control
de Ae. aegypti. Para una revision de la informacion sobre las familias descriptas

véase a Stenersen, J.%°

Organofosforados. Este término incluye a todos los insecticidas derivados
del &cido fosforico. Actuan como inhibidores irreversibles de Ila
acetilcolinesterasa (AChE) enzima que hidroliza la acetilcolina, un
neurotransmisor presente en la sinapsis, que permite la continuidad del
impulso nervioso. Si la acetilcolinesterasa es inhibida, la acumulacién de
acetilcolina en la sinapsis colinérgica provoca la aparicion de sintomas téxicos
cuya secuencia tipica es la pérdida de coordinacién muscular, convulsiones y
muerte. Es por esto que en condiciones normales, una vez que la acetilcolina
ha cumplido su funcion, es hidrolizada inmediatamente por la AChE,
generando como producto de la reacciéon colina y acetato, que son inocuos
para el organismo.

La AChE es una enzima muy importante del sistema nervioso, tanto en
vertebrados como invertebrados, por lo que el modo de accion de los

insecticidas organofosforados es el mismo en ambos grupos.

Carbamatos. Este término incluye a los insecticidas derivados del acido
carbamico. Los carbamatos, al igual que los organofosforados, inhiben la

AChE, sin embargo esta inhibicion es reversible.

Piretroides. Son analogos sintéticos de las piretrinas, un conjunto de
moléculas insecticidas obtenidas a partir del piretro, un componente que se
extrae de las flores de determinadas especies de Chrysanthemun. El piretro
ha sido un insecticida muy exitoso, pero hay una serie de problemas
asociados con su uso: es degradado rapidamente en presencia de la luz solar
(su vida media promedio al aire libre es de unas pocas horas) y es facilmente
detoxificado por el metabolismo de los organismos blanco. En décadas
recientes, los esfuerzos de la investigacién se han encaminado a la obtencion

de productos de sintesis con estructura similar a las piretrinas pero con
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propiedades més favorables, conocidos como piretroides. Son mas estables
en presencia de luz solar (su vida media promedio al aire libre es de un mes)
y muy efectivos contra una gran variedad de insectos plaga. Los piretroides,
al igual que las piretrinas, interfieren con el funcionamiento de los canales de
sodio dependientes de voltaje de las neuronas. Las células nerviosas
intoxicadas producen descargas repetitivas del impulso nervioso, llevando a
la parélisis y muerte del insecto.

Toxinas microbianas. Desde hace tiempo se conoce la accién de distintas
bacterias patdgenas para los insectos, pero a pesar de varios casos
conocidos, solamente unos pocos han alcanzado importancia en los
tratamientos de control de plagas. Un ejemplo de ello es el Bacillus
thuringiensis (Bt). Esta bacteria produce una protoxina o cristal toxico
durante la fase de esporulacién denominada 3-endotoxina que es depositada
junto con la espora y es altamente toxica para los insectos susceptibles,
guienes deben ingerirlas para que se ejerza su accion. Una vez ingerida la
bacteria, la protoxina se disuelve en el pH alcalino del intestino del insecto,
se produce su activacion proteolitica y se unen a receptores especificos
localizados en la superficie de las membranas epiteliales. Como
consecuencia, las células se destruyen y la larva cesa de alimentarse.
Ademas, el pH alcalino provoca la germinacién de las esporas, ocasionando la
proliferacién de las bacterias. Finalmente la larva muere por inanicién y/o

septicemia.

3.2.1. Reguladores del crecimiento de los insectos.

En la busqueda de insecticidas mas seguros, es decir, con modos de accibn mas
selectivos y menor riesgo para los organismos no blanco y el medio ambiente, se
ha avanzado en los ultimos 20 afios con el desarrollo de compuestos naturales y
sintéticos capaces de interferir con los procesos de crecimiento, desarrollo y
metamorfosis de los insectos blanco. Estos productos han sido Illamados
reguladores del crecimiento de los insectos (IGR, del inglés insect growth
regulators). Los IGR difieren notablemente de los insecticidas de uso comun, ya
que ejercen su efecto insecticida a través de su accion sobre el desarrollo, la
metamorfosis y la reproduccion de los insectos, perturbando la actividad normal del

sistema endocrino’®.
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Hay varios tipos de reguladores del crecimiento, segun el proceso fisiolégico de
desarrollo de los insectos con el que interfieren, por ejemplo: los agonistas y los
antagonistas de la ecdisona, los antagonistas de la hormona juvenil, los analogos
de la hormona juvenil y los inhibidores de la sintesis de quitina; siendo estos
Gltimos dos los méas numerosos.’®

Cuando los estadios inmaduros mudan, deben sintetizar una nueva cuticula, y
uno de sus principales componentes es la quitina, un polimero de N-
acetilglucosamina. Los inhibidores de la sintesis de quitina, interfieren con la
sintesis de este polimero y ocasionan la formacion de una cuticula anormal. La
larva o pupa no puede mudar correctamente y muere en el intento sufriendo una
rapida deshidratacion. Son ejemplo de inhibidores de la sintesis de quitina las
benzoilfenilureas como el diflubenzurdén, el triflumurén y el hexaflumurén.

Los analogos de la hormona juvenil, también conocidos como juvenoides, imitan
la actividad de la hormona del mismo nombre, que es producida en forma natural
por los insectos durante el desarrollo larvario. Afectan mayormente la muda de
larva a pupa o de pupa a adulto. Segun la dosis, su efecto hace que las pupas o los
adultos no se formen correctamente, o0 generan la aparicibn de larvas
supernumerarias o adultoides que no existen en condiciones naturales’®. Este grupo
esta formado por insecticidas de estructura quimica muy diversa, algunos como el
metoprene, muy similares a la hormona juvenil endégena, y otros como el

fenoxycarb y el pyriproxyfen, muy diferentes (Figura 16).
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Figura 16. Estructura quimica de la JH Il en comparacién con la estructura de algunos
IGRs del grupo de los anadlogos de hormona juvenil.

47



Introduccién

3.3. Control quimico del adulto

El rociado espacial de insecticidas en forma de microgotas es la metodologia
mas utilizada para controlar al mosquito adulto. Este tipo de rociado, denominado
Ultra Bajo Volumen o ULV (del inglés Ultra Low Volume), se aplica desde un equipo
portatil (tipo motomochila), o desde un equipo pesado montado en un vehiculo. La
eficacia del rociado ULV depende de un gran niumero de factores como el tamafio
de gota (entre 15-20 um), la velocidad del vehiculo cuando se utiliza equipo
pesado, la direccién del viento, el solvente utilizado, etc. Es recomendable que su
aplicacién sea realizada durante el pico de actividad del vector. Ademas se debe
contar con la colaboracion de la comunidad la cual debe mantener abiertas las
puertas y ventanas de las viviendas cuando se realice el rociado, para aumentar la
penetracion del insecticida en las mismas.

Debido a que los adultos de Ae. aegypti reposan en el interior de las viviendas,
los tratamientos en interiores utilizando maquinas portatiles son particularmente
eficaces y son la Gnica opcidon cuando el acceso con vehiculo no es posible.

En la Argentina se han utilizado para el rociado ULV, el organofosforado
fenitrotion, los piretroides permetrina y deltametrina y mas recientemente el

isomero cis de la permetrina’™ "2

. Nuestro laboratorio ha realizado ensayos con un
nuevo formulado para rociado espacial conteniendo un adulticida como la
permetrina y un larvicida del grupo de los IGR, el pyriproxyfen. Este ensayo,
realizado en la ciudad de Puerto Libertad, Misiones, a mostrado excelentes
resultados sobre los adultos y larvas de este vector.”® Como otra herramienta de
control, diferente de las formulaciones liquidas, nuestro laboratorio también ha
realizado ensayos con un pote fumigeno conteniendo beta-cipermetrina al 5% en la
ciudad de Colonia Delicia, Misiones, encontrando una excelente penetracion del

insecticida y muy buena eficacia sobre los adultos en el interior de las viviendas.®®

3.4. Control quimico de estadios inmaduros

El uso de larvicidas solo debe considerarse como una medida complementaria al
saneamiento basico. No es recomendado para especies cuyos criaderos estan
constituidos en sitios naturales dificiles de encontrar, como los huecos de los
arboles. Sin embargo, ha resultado muy eficaz contra especies domésticas como
Ae. aegypti, aunque muy tedioso y poco practico por la gran cantidad y diversidad

de recipientes a inspeccionar. Debido a que este mosquito se cria en recipientes
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donde es almacenada agua de consumo, los larvicidas deben tener muy baja
toxicidad para los mamiferos y no alterar el sabor, olor o color del agua. En la
actualidad, solo unos pocos compuestos cumplen con estos criterios: los IGR,
metoprene, pyriproxyfen, diflubenzurén y novalurén; el organofosforado temefés;
el biolarvicida Bti y el piretroide permetrina, aunque éste Ultimo estd siendo
cuestionado para este tipo de uso.”

En la Argentina el larvicida més utilizado es el temefos en su formulacién de
granulos. Lamentablemente se ha detectado una resistencia incipiente a este activo

75, 76

en nuestro pais y esta siendo reemplazado por el uso de Bti.
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Materiales y métodos

1. Material biologico

Se usaron insectos pertenecientes a una colonia de Aedes aegypti originaria de
la cepa Rockefeller de Venezuela, mantenida en nuestro laboratorio desde 1996,
libre de exposicion a patdégenos, insecticidas o repelentes. Las condiciones de cria
se mantuvieron a una temperatura de 26-29 °C, 70-80% de humedad relativa y
fotoperiodo luz:oscuridad 12:12 horas.

Para llevar a cabo la cria de Ae. aegypti, se siguieron los lineamientos descritos
en el "Protocolo para determinar la susceptibilidad o resistencia de mosquitos a
insecticidas” establecido durante la reunion de la RELCOV (Red Latinoamericana
para el Control de Vectores) desarrollada en lguazlu (Argentina) en diciembre de
20047,

Los huevos, colocados en discos de algodén, son rehidratados en 2 litros de
agua declorada y mantenidos a una temperatura de entre 25-30 °C con un
fotoperiodo luz:oscuridad 12:12 horas. Luego de 24 horas se observan larvas del
primer estadio, que son alimentadas con una mezcla de alimento balanceado
molido para conejos y levadura de cerveza en polvo natural (Virgen®, calidad
Calsa-Elisium S.A., Argentina). Las larvas se mantienen en las mismas condiciones
y a medida que aparecen las pupas, son transferidas a un pequefio recipiente con
agua y colocadas en una jaula de cria hasta la eclosion de los adultos (Figura 17).
Estos se mantienen en las mismas condiciones ambientales que las larvas,
alimentados con pasas de uva y agua. Dos veces por semana se coloca en la jaula
de cria una paloma inmovilizada como fuente de sangre para las hembras,
indispensable para recolectar nuevamente huevos. Como sustrato de oviposiciéon se
usaron discos de algodén (de 8 cm de diametro) colocados sobre un recipiente
plastico de 250 ml con 230 ml de agua y la tapa perforada. Dentro del recipiente se
coloca algodén formando una mecha que sobresale por la tapa y humecta al disco
colocado sobre ella. Una vez realizada la oviposicion, los discos se retiran, se dejan
secar y se conservan a temperatura ambiente para ser rehidratados cuando sea
necesario.

Para los bioensayos se utilizaron adultos de ambos sexos de 3 a 6 dias de edad
y larvas tardias del tercer estadio o tempranas del cuarto estadio, excepto para los
bioensayos donde se evalué el efecto sobre los distintos estadios larvales utilizando
larvas del primer (L, de 24 hs de vida), segundo (L, de 48-72 hs), tercero (L; de
72-96 hs) y cuarto (Ls de 96 a 120 hs) estadio.
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2.

Figura 17. Cria de de Ae. aegypti. A. Disco de algoddén con huevos, hidratado de manera
de favorecer su eclosiéon. B. Detalle de los huevos depositados sobre el disco de algodén. C.
Separacién de pupas en un recipiente. D. Incorporacién del recipiente con pupas en una
jaula con pasas de uva y agua como alimento para los adultos emergentes.

Sustancias Quimicas

2.1. Componentes de 1a mezcla fumigena

*

*

*

*

*

Clorato de potasio (KCIO3): grado técnico, Parafarm (Argentina).
Dextrina: + 95% Aldrich (USA).

Caolin: grado técnico, Serain Juarez S.A. (Argentina).

Talco: China Haicheng Doyo Talc Powder Factory (China)
Cianoguanidina o Diciandiamida (CNG): 99% Aldrich (USA).

2.2. Insecticidas

*

*

Permetrina, 3-fenoxibencil (1RS, 3RS; 1RS, 3SR) - 3 - (2,2-diclorovinil) -2,2-
dimetilciclopropanocarboxilato, (95,4%; cis:trans52,4:47,6), Chemotecnica
S.A. (Argentina).

cis-permetrina, 3-fenoxibencil(1RS) - cis - 3 - (2,2-diclorovinil) - 2,2 -

dimetilciclopropanocarboxilato, 99%, Chemotecnica S.A. (Argentina).
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Pyriproxyfen, 4-fenoxifenil (RS) - 2 - (2 - pyridiloxi) propil eter, (grado
técnico 97,8%) de China Kelinon Agrochemical Co., Ltd, China.

2.3. Solventes

Acetona: 99%, Merck (USA)

Acetonitrilo;: Grado HPLC, Sintorgan (Argentina).
Agua: Grado HPLC, Sintorgan (Argentina).
Diclorometano: grado analitico, Sintorgan (Argentina).

Metanol: Grado HPLC, Sintorgan (Argentina).
2.4. Otros

Dibutilftalato: + 99%, Aldrich (USA).

Sulfato de Sodio (Anihidro), 1 kg, J.T. Baker

3. Desarrollo del formulado fumigeno

3.1. Preparacion de mezclas fumigenas por mezcla de

solidos

De acuerdo con trabajos previos del laboratorio®” se comenz6 preparando una
mezcla base compuesta por KCIO; 20% (oxidante), dextrina 8% (reductor) y caolin
72% (inerte). Debido a la gran variabilidad en la calidad de cada partida de caolin
entregada por el proveedor, se decidi6 reemplazarlo por talco, preparando una
nueva mezcla base con las siguientes proporciones: KCIO; 25%, talco 63% vy
dextrina 12%. Estas proporciones fueron determinadas mediante ensayos
preliminares, de manera de obtener la mayor liberacién posible de los ingredientes
activos en los humos y un facil encendido de la pastilla. Los componentes se
mezclaron por agitaciéon mecanica, previa molienda en molinillo. Trabajos previos
del laboratorio demostraron que el agregado de cianoguanidina (CNG) en un 20%
protege a los ingredientes activos de la descomposicion térmica®” ’®; por lo tanto se
incorporé este componente a la mezcla como agente espumigeno y protector. A
continuaciéon se agrego la cantidad necesaria del insecticida, pyriproxyfen, cis-
permetrina o ambos, y se mezcld nuevamente en agitador mecanico para su

homogeneizacion.
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3.2. Preparacion de mezclas fumigenas en solucion

A temperatura ambiente, la permetrina es un liquido viscoso. Para incorporarla
a la mezcla fumigena, se la disolvio en diclorometano y la solucion fue adsorbida en
talco. Luego se evapor6 el solvente mediante exposicion al vacio. Posteriormente se
incorporo el talco, con la permetrina adsorbida, a la mezcla de la misma forma y en

las mismas proporciones descriptas en 3.1.

3.3. Recuperacion de los insecticidas presentes en los

humos

Con un pastillero por presion manual (Parr Instrumental Co., IL, USA) se
prepararon pastillas fumigenas de 1 gr. conteniendo el/los insecticidas evaluados
(Figura 18). Las pastillas se guemaron en un recipiente para combustion
(modificaciéon del Thomas-Schoniger Flask, USA) con salida lateral y robinete de
teflon para regular la presidon. Para encender las pastillas se utiliz6 una lampara
infrarroja (GE Projection Lamp, USA). Luego de la combustién el recipiente se enfrié
a 4 °C durante 30 minutos, se lavo con 20 ml de metanol y se filtro utilizando una
pequefia columna con sulfato de sodio anhidro. Esta solucion fue analizada por
Cromatografia Liquida de Alta Performance (HPLC). La recuperaciéon de los
insecticidas presentes en los humos se realiz6 por triplicado o cuadriplicado para

cada insecticida o combinacion.

Figura 18A. Pastillero manual Figura 18B. Recipiente para
empleado para preparar la pastilla combustion y lampara IR
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3.4. Analisis de los residuos en la pastilla fumigena

Para analizar los residuos de insecticidas en la mezcla fumigena usada, se
guemaron las pastillas bajo un sistema extractor de aire para evitar la deposicion
de las particulas de humos sobre los restos de la pastilla. Se extrajo el residuo con

metanol, se filtr6 como se describié en 3.3 y luego se analizé por HPLC.

3.5. Analisis por cromatografia liquida (HPLC)

Tanto la recuperacién de los insecticidas presentes en los humos como en los
residuos de las pastillas fueron analizados por HPLC, utilizando como estandar
interno dibutilftalato. Para ello, al resultado de los filtrados descriptos en los puntos
3.3y 3.4 se les agregd 1 ml de la solucion de estandar interno y se llevé a un
volumen final de 25 ml en matraz aforado. Luego se inyectaron 20 pl de esta
solucién en el equipo HPLC Jasco 300S, utilizando una columna C-18 Phenyl
Microsorb-MV Varian® (4,6 mm x 250 mm) y un detector UV UVIDEC-100-VI fijado
a 254 nm. Se utilizé un flujo de 0,8 ml/min y el solvente de elusién consistié en una

mezcla de acetonitrilo:agua en proporcion 60:40.

4. Efecto insecticida de 1las pastillas fumigenas en

condiciones de laboratorio

4.1.Efecto de |pastillas fumigenas con distintos

ingredientes activos sobre larvas de Ae. aegypti

Para este ensayo se utiliz6 una cdmara de vidrio tipo Peet-Grady con un
volumen de 0,34 m® (70 x 70 x 70 cm). En esta camara se colocaron cuatro
recipientes de plastico de 500 ml con 250 ml de agua y 20 larvas tardias del tercer
estadio o tempranas del cuarto cada uno. Cada recipiente fue ubicado en una
esquina diferente de la camara (Figura 19). En el centro de la cAmara se encendi6
con un fésforo una pastilla de 300 mg conteniendo 0,2; 0,5; 1,0 o 2,0 g/kg de
pyriproxyfen. La cdmara permanecio herméticamente cerrada durante el ensayo. El
tiempo de exposicion de las larvas a los humos fue de 5, 15 0 30 min. Se realizaron
cuatro réplicas independientes para cada combinacion de concentracion de
pyriproxyfen y tiempo de exposicién. Los ensayos control se llevaron a cabo segun

lo descrito, utilizando una pastilla con idéntica composicién pero sin pyriproxyfen.
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Después del ensayo, las larvas se mantuvieron en condiciones de cria y fueron
alimentadas cada dos dias con 100 mg de alimento para larvas. Los recipientes
fueron examinados diariamente, y se registré el nUmero de larvas, pupas o adultos
vivos o muertos, hasta la muerte o emergencia de todos los individuos. Tanto los
individuos muertos como los adultos vivos fueron retirados de los recipientes. Con
estos datos se calculé el porcentaje de inhibicibn de la emergencia de adultos

(%IE) para cada tratamiento.

Figura 19. Camara de vidrio tipo Peet Grady utilizada para los ensayos biolégicos. Se
muestra la disposicion de los recipientes de plastico de 500 ml conteniendo larvas tardias
del tercer estadio o tempranas del cuarto, colocados uno en cada esquina de la camara.

Los individuos muertos se clasificaron en funcion de la severidad del efecto
producido por el tratamiento en los siguientes grupos (de acuerdo a Braga y cols.”®
con algunas modificaciones): A. individuos que murieron como larvas; B. individuos
gue murieron como pupa blanca; C. individuos que murieron como pupa
melanizada; D. individuos que murieron como adultos parcialmente emergidos y E.
individuos que murieron como adultos. Para cada tratamiento se calculé el
porcentaje de mortalidad como el nimero de individuos muertos en cada categoria

sobre el nmero total de individuos muertos.

56



Materiales y métodos

Siguiendo la misma metodologia se evalué el efecto de una pastilla de 300 mg
conteniendo 0,2 g/kg de pyriproxyfen + 1,0 g/kg de permetrina o 0,2 g/kg de
pyriproxyfen + 1,0 g/kg de cis-permetrina. Se eligi6 mantener una proporcién de
5:1 adulticida:larvicida en el formulado fumigeno, de acuerdo con la experiencia
adquirida por nuestro laboratorio durante el desarrollo del formulado liguido para
rociado ULV conteniendo los mismos ingredientes activos’®. El tiempo de exposicion
de las larvas a los humos fue de 5, 15 o 30 min. Se realizaron tres réplicas

independientes para cada tiempo de exposicion.

4.1.1. Via de ingreso del pyriproxyfen liberado en los humos de
1a pastilla fumigena

Este ensayo se realiz6 para determinar si el efecto del pyriproxyfen sobre
las larvas es causado por la inhalacién de los humos o por ingestién/contacto
directo con el larvicida en el agua.

Para esto, se coloc6é en cada esquina de la camara un recipiente de plastico de
500 ml con 250 ml de agua y sin larvas. En el centro de la cAmara se encendi6 con
un foésforo una pastilla de 300 mg conteniendo 0,2 g/kg de pyriproxyfen y se
mantuvo la camara herméticamente cerrada  durante 5, 15 0
30 minutos. Transcurridos los respectivos tiempos, se abridé la camara, se retiraron
los recipientes y se agregdé a cada uno 20 larvas tardias del tercer estadio o
tempranas del cuarto. Después del ensayo, las larvas se mantuvieron en
condiciones de cria y se alimentaron cada dos dias con 100 mg de alimento para
larvas. Los recipientes fueron examinados diariamente y se registré el nimero de
larvas, pupas o adultos vivos o muertos, hasta la muerte o emergencia de todos los
individuos. Tanto los individuos muertos como los adultos vivos fueron retirados de
los recipientes. Con estos datos se calculé el porcentaje de inhibicion de la
emergencia de adultos (% IE) para cada tratamiento.

El ensayo control se llevé a cabo de la misma forma pero utilizando una pastilla
sin insecticida. Se realizaron tres replicas independientes para cada tiempo de

exposicion.
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4.2.Efecto de pastillas fumigenas con pyriproxyfen sobre

los distintos estadios larvales de Ae. aegypti

Para evaluar el efecto del pyriproxyfen liberado en la pastilla fumigena sobre los
diferentes estadios larvales se realizaron experimentos similares al descrito en el
apartado 4.1, pero usando distintos estadios larvales (primero, segundo, tercero o
cuarto). Se utilizé una pastilla de 300 mg conteniendo 0,2 g/kg de pyriproxyfen y el
tiempo de exposicién de las larvas a los humos fue de 5, 15 o 30 min. Los ensayos
control se realizaron en idénticas condiciones, encendiendo una pastilla sin
pyriproxyfen. Se realizaron entre tres y cuatro réplicas independientes para cada
tiempo de exposicién y estadio larval.

Después del ensayo, las larvas se mantuvieron en condiciones de cria y se
alimentaron cada dos dias con el alimento de larvas. Los recipientes fueron
examinados diariamente, y se registré el nUmero de larvas, pupas o adultos vivos o
muertos, hasta la muerte o emergencia de todos los individuos. Tanto los
individuos muertos como los adultos vivos fueron retirados de los recipientes. Con
estos datos se calculé el porcentaje de inhibicibn de la emergencia de adultos

(%1E) para cada tratamiento.

4.3.Efecto de pastillas fumigenas con diferentes activos

sobre adultos de Ae. aegypti

Usando un aspirador de boca, se tomaron de las jaulas de cria entre 26 y 30
adultos de Ae. aegypti de 3 a 4 dias de edad (50% de cada sexo0). Los insectos
fueron liberados en la cdmara tipo Peet-Grady, donde se les permitié aclimatarse
durante 5 minutos. Luego, en el centro de la camara, se encendié con un fésforo
una pastilla de 300 mg conteniendo alguno de estos ingredientes activos o
combinacion de los mismos: 1,0 g/kg de permetrina, 1,0 g/kg de cis-permetrina,
0,2 g/kg de pyriproxifen + 1,0 g/kg de permetrina o 0,2 g/kg de pyriproxyfen + 1,0
g/kg de cis-permetrina. A intervalos de 1 minuto se registré6 el namero de
mosquitos “volteados” (es decir aquellos que no mantenian una postura normal y
no eran capaces de volar o yacian en el piso de la cAmara) hasta que se produjo el
volteo de todos los individuos. Con estos datos se calcul6 el tiempo de volteo 50
(TVso) para cada tratamiento, es decir el tiempo que tarda en voltearse el 50% de

los individuos tratados.
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Los ensayos de control se llevaron a cabo en las mismas condiciones, pero
utilizando una pastilla sin insecticidas, manteniendo a los adultos en la camara
durante 30 minutos. Se realizaron cuatro réplicas independientes de cada

tratamiento.

4.4.Efecto de pastillas fumigenas con pyriproxyfen sobre

huevos de Ae. aegypti

En la camara de vidrio tipo Peet-Grady se colocaron dos recipientes de pléastico,
uno de 500 ml con 250 ml de agua y otro de 250 ml con 230 ml de agua y un disco
de algodén utilizado como sustrato de oviposicion igual al que se utiliza en la cria
(ver seccion 1). En el centro de la cAmara se encendié con un fosforo una pastilla
de 300 mg conteniendo 2,0 g/kg de pyriproxyfen. La cdmara se mantuvo
herméticamente cerrada durante 30 minutos. Se eligié la mayor concentracion de
pyriproxyfen en la pastilla combinada con el mayor tiempo de exposicién a humos
de manera de obtener la mayor cantidad del IGR posible depositado en el agua,
debido a que descripciones sobre la estructura de los huevos de esta especie
sugieren que el ingreso de moléculas grandes a través del corion no seria
probable®. Los controles se llevaron a cabo el mismo dia, en idénticas condiciones,
pero utilizando pastillas sin pyriproxyfen. Se realizaron cinco réplicas
independientes de este ensayo.

Transcurridos los 30 minutos se abrié la camara y se retiraron los recipientes. El
recipiente de 500 ml se usO para evaluar el efecto del pyriproxyfen sobre huevos de
mosquito mediante inmersién (Ensayo 1). Para esto, se colocd en el recipiente la
mitad de un disco de algodén proveniente de la cria con un nidmero conocido de
huevos de 15 a 20 dias de edad; la otra mitad del disco se colocO en el recipiente
control. Se colocaron 100 mg de alimento para larvas en cada recipiente y se
determind el numero de individuos emergidos luego de 2, 4 y 7 dias, retirando a los
mismos del recipiente. Se eligieron diferentes dias para realizar el recuento ya que
se sabe que los huevos de Ae. aegypti suelen eclosionar de manera erratica o
asincronica dependiendo de las condiciones ambientales®. Luego se calculé la
diferencia en el porcentaje de eclosion de los huevos entre el grupo control y el

tratado.
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El recipiente de 250 ml fue usado para evaluar el efecto del pyriproxyfen sobre
los huevos depositados en una superficie tratada (Ensayo 2). Para esto, se colocé el
recipiente plastico de 250 ml con el disco de algodon humedecido tratado como se
describe mas arriba, en una jaula de cria con pasas de uva y agua. Se agregaron
entre 10-15 hembras de 3 o0 4 dias de edad, alimentadas con sangre unas horas
antes y 5-7 machos. Las hembras se volvieron a alimentar a las 48 horas. Dos a
cuatro dias luego de la ultima alimentacion se retir6 el algodon y se dej6 secar. Se
contd el numero de huevos colocados tomando una fotografia del algodén con
cadmara digital e imprimiéndola para realizar el recuento. Luego se calculd el
numero de huevos/hembra para ambos grupos (tratado y control). Transcurridos
10 a 15 dias los algodones fueron colocados en agua para favorecer la eclosion.
Dos, 4 y 7 dias después se contd el nUmero de larvas y se calcul6 la diferencia en el
porcentaje de eclosion de los huevos entre el grupo control y el tratado.

El nimero de huevos/hembra se calculé con el objetivo de descartar que la
ingestién del agua a través del algodén humedecido o el contacto con la superficie
tratada con pyriproxyfen pudiera actuar como repelente o afectar de alguna manera

la postura de los huevos.

4.5.Efecto de pastillas fumigenas con pyriproxyfen sobre

1a fertilidad de hembras de Ae. aegypti

En cada esquina de la caAmara de vidrio se colocd un recipiente plastico de 500
ml con 250 ml de agua y 30 larvas tardias del tercer estadio o tempranas del
cuarto. En el centro de la cAmara se encendié con un fésforo una pastilla de 300
mg conteniendo 0,2 g/kg de pyriproxyfen. La cAmara se mantuvo herméticamente
cerrada durante 8 minutos, tiempo necesario para obtener un %IE entre 40 y 45%.
Luego se abri6 la camara y se retiraron los recipientes. Los ensayos control se
llevaron a cabo el mismo dia, en idénticas condiciones, pero utilizando pastillas sin
el agregado de pyriproxyfen.

Después del ensayo, los cuatro recipientes con larvas se colocaron en jaulas de
cria, a los que cada dos dias se les agregaron 100 mg de alimento para larvas. El
ensayo se dio por finalizado cuando emergieron todos los adultos en los recipientes
control. Se registraron el nimero de individuos muertos y la cantidad de hembras
vivas en el grupo tratado y el control para calcular el %IE. El ensayo se repitié

cuatro veces de forma independiente.
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Los adultos emergidos fueron mantenidos en las jaulas con agua y pasas de
uva. Ademas, a los 2, 4 y 6 dias posteriores a la emergencia, se ofrecié una paloma
inmovilizada como fuente de sangre para las hembras. Dentro de la jaula se coloco
un recipiente con un circulo de algodén humedecido como sustrato para la
oviposicién. Aquellas hembras que no se alimentaron fueron descartadas del
ensayo. Dos a 4 dias luego de la dltima alimentacién se retiré el algodon y se dejo
secar. Se conté el numero de huevos colocados a partir de una fotografia del
algodon y se calcul6é el numero de huevos/hembra para ambos grupos (tratados y
control).

4.5.1.Diseccion de las hembras de Ae. aegypti y recuento del
numero de ovariolas

Algunas de las hembras sobrevivientes de la exposicién a los humos fueron
diseccionadas bajo un microscopio estereoscOpico con el objetivo de aislar sus
ovarios (Figura 20). Las hembras fueron sumergidas en agua destilada, y se les
separd los dltimos tres segmentos abdominales, a los cuales quedaron adheridos
los ovarios. A continuacion se retiraron los tejidos circundantes y se separaron
ambos ovarios. Cada ovario fue transferido a una gota de agua destilada a la que
se agregd una solucion de azul de metileno para reconocer mas facilmente las
ovariolas. Se determind, entonces, el numero de foliculos basales, numéricamente

igual al nimero de ovariolas ya que cada ovariola contiene un foliculo basal®?.

Figura 20A-I. Diseccién de ovarios en las
hembras de Ae. aegypti.
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Ovariola

Ovariola

Figura 20A-I. Diseccién de ovarios en las
hembras de Ae. aegypti.

La diseccion de las hembras se realiz6 en diferentes momentos. Para cada
réplica se seleccionaron al azar y se diseccionaron tres hembras de 48 horas de
edad no alimentadas con sangre y dos hembras alimentadas con sangre 24 horas

antes.
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4.5.2.Medicion del tamaiio del ala de las hembras de Ae. aegypti
Se ha informado que el estado nutricional de la hembra puede influir en el
desarrollo de los ovarios y el nimero de ingestas de sangre necesarias para formar
los huevos®:. Por esta razén, en el momento de la diseccién se midié con un calibre
la longitud del ala de cada hembra como medida indirecta de su estado nutricional.
Luego se evalud si existia una relacion entre el tamafio del ala de la hembra y el
numero de ovariolas, para tener en cuenta este efecto a la hora de analizar las

diferencias entre el grupo control y el tratado.

4.6.Efecto de pastillas fumigenas con pyriproxyfen sobre

1a fecundidad de hembras de Ae. aegypti

Para evaluar el efecto del pyriproxyfen sobre la fecundidad de las hembras de
Ae. aegypti, se tomd el algodén donde habian sido colocados los huevos en el punto
4.5, se dejo secar y luego de 10-15 dias, un niumero conocido de huevos se puso a
eclosionar en agua. Este mismo procedimiento se realizé con el grupo tratado y el
control. Dos, 4 y 7 dias después se contdé el nimero de larvas y se calculé la

diferencia en la eclosién de los huevos entre ambos grupos.

s.Evaluacion del efecto insecticida de 1a pastilla fumigena en

campo

§5.1. Lugar del ensayo

Los ensayos de campo se realizaron en Puerto Libertad (25° 55’ S, 54° 35’ O),
una pequefia ciudad subtropical de 6.143 habitantes (Censo 2001) y 834,5 km?
localizada en la Provincia de Misiones, a 40 km al sur de Puerto Ilguazl. Esta ciudad
registra casos histéricos de dengue y una abundante densidad del mosquito vector.

Casi todas las viviendas de Puerto Libertad se basan en dos tipos de
construccion: paredes de madera y tejados de chapa o paredes de ladrillo y techos
de tejas. Una casa tipica posee una sola planta, con dos o tres dormitorios, un

living, una cocina y un gran patio en el frente, en el contrafrente o en ambos.
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Figura 21. Viviendas tipicas de la ciudad de Puerto Libertad, Provincia de Misiones.

5.2. Tratamientos realizados

Se delimitaron cuatro zonas de la ciudad con 200 viviendas cada una. En cada
zona las casas eran de tamafio similar y se encontraban uniformemente espaciadas
y distribuidas. Se asignaron al azar a cada &rea uno de cuatro tratamientos
posibles. En dos de las areas se aplico la pastilla fumigena, una fue tratada por la
propia comunidad de Puerto Libertad (drea A) y la otra por trabajadores locales del
Programa Nacional de Control de Vectores (area B o de aplicacion profesional). En
cada casa se aplicaron dos pastillas de 50 g conteniendo 10% de permetrinay 2%
de pyriproxyfen fabricadas por Chemotécnica S.A. (Carlos Spegazzini, Argentina).
Una de las pastillas se colocé en el living o cocina y la otra cerca de los
dormitorios/bafio. Las puertas de las habitaciones y los armarios se mantuvieron
abiertas para favorecer la penetracién y dispersion de los humos. Luego de
encender la pastilla, las viviendas permanecieron cerradas durante 1 hora y
posteriormente fueron ventiladas. En el area donde la pastilla fue aplicada por los
habitantes, se realiz6 un taller comunitario (ver seccion 5.5) y se les repartio a los
habitantes de cada casa dos pastillas fumigenas con el correspondiente instructivo
de seguridad y modo de uso; se les pidi6 encenderlas durante la misma semana en
la que se aplicaron las pastillas en el area B.

En la tercera zona (&rea C), los trabajadores locales del Programa Nacional de
Control de Vectores aplicaron la pastilla fumigena en el interior de las viviendas,

gue permanecieron cerradas durante 1 hora. Luego, se abrieron las puertas y
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ventanas y se realiz6 un rociado espacial ULV con una maquina generadora de
niebla fria (Fog XXI Minor Plus, Simpya, Ringuelet, Bs. As.) montada sobre una
camioneta. El caudal se regulé para liberar 380 cm?® de la mezcla cada 36 s, el
tiempo necesario para pulverizar 1 hectarea (conduciendo el vehiculo a 10 km/h),
aplicando 10 g de permetrina y 2 g de pyriproxyfen por hectarea. La aplicacion se
llevé a cabo durante el pico de actividad de vuelo del mosquito (antes del amanecer

o después del atardecer). La cuarta zona (area D), con caracteristicas similares a

las tres anteriores, no fue tratada y se utiliz6 como zona de control.

Figura 22A. Aplicacién de la pastilla fumigena Figura 22B. Aplicacion de la pastilla fumigena
en una vivienda de Puerto Libertad (interior). en una vivienda de Puerto Libertad (exterior).

Figura 22C. Pastilla fumigena (50 gr.). La Figura 22D. Aplicacion del rociado ULV en
zona negra indica el lugar para el encendido. exteriores.
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5.3. Evaluacion de la efectividad de los tratamientos por

medio de bioensayos

La evaluacion de la efectividad de los tratamientos en campo se realiz6 de
acuerdo a los protocolos de la Organizacién Mundial de la Salud®* con algunas
modificaciones. Se utilizaron jaulas centinela cilindricas de 15 cm de largo x 3 cm
de diametro, construidas con una malla de nylon N° 18. Una hora antes del
tratamiento, 16 adultos (50% de cada sexo), de 1 a 3 dias de edad y alimentados
con pasas de uva, se transfirieron a cada jaula. Se colgaron diez jaulas en el
interior de diez viviendas (una por vivienda) en el area B, diez jaulas en el interior
de diez viviendas en el area C, y diez jaulas mas en la zona control (area D). En el
interior de las viviendas de las areas B, Cy D también se colocaron diez recipientes
de plastico de 250 ml con 200 ml de agua y quince larvas tardias del tercer estadio
o0 tempranas del cuarto. Tanto las jaulas como los recipientes de plastico se
colocaron a una distancia comprendida entre los 4 y 5 metros de la pastilla
fumigena y fueron llevados al laboratorio local una vez finalizado el tratamiento. En
las jaulas se agreg6 un algodon humedecido para evitar la deshidratacion de los
mosquitos adultos y se evalud la mortalidad a las 24 horas. Los recipientes de
plastico de 250 ml| se inspeccionaron diariamente y se registro el numero de larvas,
pupas o adultos, hasta la emergencia o0 muerte de todos los individuos,

calculandose el %I E.

Figura 23. Jaulas centinela (A) y potes de plastico de 250 ml (B) utilizados para evaluar la
efectividad de los tratamientos sobre adultos y larvas de Ae. aegypti.
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Dado que a los residentes del area A se les di6 una semana para completar la
aplicacién de la pastilla fumigena, no fue posible determinar su eficacia en dicha
area a través del uso de jaulas centinela con adultos y recipientes plasticos con

larvas, pero si a través del uso de indices entomolégicos.

5.4. Evaluacion de la efectividad de los tratamientos por

medio de indices entomologicos

Para conocer el efecto de los tratamientos sobre la densidad poblacional de las
larvas de Ae. aegypti se realiz6 un muestreo de acuerdo a lo establecido por la
OMS®® y se calcul6 el indice de Breteau (IB: numero de recipientes positivos por
cada 100 viviendas inspeccionadas) y el indice de vivienda (IV: numero de
viviendas positivas dividido el total de viviendas inspeccionadas). Ademas se evalué
el efecto sobre la densidad de adultos en el interior de la vivienda; para ello se
calculé el indice de adultos como el nimero promedio de adultos de Ae. aegypti
capturados por casa durante 10 minutos de busqueda por una persona. Los adultos
fueron capturados con un aspirador manual (Philips FC 6092 12 V), colocados en
pequefios vasos de plastico, cubiertos con un tul y llevados al laboratorio para su
identificacion.

Tanto el IB, como el IV y el indice de adultos fueron determinados
semanalmente, comenzando dos semanas antes del tratamiento y hasta que los
niveles de poblacion de mosquitos volvieron a los valores pre-tratamiento. Para
evaluar la infestacion con larvas y adultos, cada semana se seleccionaron al azar 25
casas en cada area. Los estudios entomoldégicos se llevaron a cabo durante un total

de 12 semanas, desde el 13 de marzo al 5 de junio de 2009.

§5.5. Participacion de la comunidad

Para evaluar la aceptacién de los residentes de Puerto Libertad de esta nueva
herramienta de control de aplicacién no profesional, se utiliz6 una estrategia
integrada desarrollada en tres etapas. En la primera etapa, o etapa de planificacion,
se trabajé de forma conjunta con un grupo de soci6logos conformado por las
licenciadas Laura y Lucila Goldberg y el Dr. Gastén Beltran, realizando entrevistas
informales a 45 hogares seleccionados al azar en el area A. A partir de estas
entrevistas, se recogieron datos sobre las percepciones y préacticas de la comunidad
acerca del dengue y las estrategias de control de vectores; estos datos permitieron

disefiar la siguiente etapa, un taller de capacitacion. Esta segunda etapa, o etapa
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de comunicacion, consistio en un taller de capacitacion de la comunidad sobre la
enfermedad del dengue, el control del mosquito vector y las correspondientes
medidas de seguridad e instrucciones de encendido para la aplicacién de la pastilla
fumigena. El taller fue promocionado varias veces a través de la radio local, y las
personas fueron invitadas a participar casa por casa. Se llevo a cabo en la sala de
conferencias publica de la ciudad y consisti6 en presentaciones orales y una
demostracion de cobmo manipular y encender la pastilla fumigena y como manejar
los residuos de la combustion. A los asistentes se les entreg6 un folleto con las
instrucciones de seguridad y uso de la pastilla, que fue redistribuido con la pastilla
una semana después del taller en el 100% de las casas del area A.

En la tercera etapa, o etapa de evaluacién, el grupo de soci6logos disefié una
encuesta (ver Anexo 1) para obtener informacibn cuantitativa sobre las
percepciones y practicas de la comunidad después del taller de capacitacion y la
aplicacion de la pastilla fumigena. Este cuestionario fue realizado en 111 de las 200
viviendas donde los residentes aplicaron la pastilla fumigena. Las casas fueron
seleccionadas de forma aleatoria y la encuesta recay6 en los jefes de hogar.

Todas las encuestas y entrevistas se llevaron a cabo con el consentimiento de

los encuestados.

6. Analisis estadistico y software utilizado

6.1. Recuperacion de los insecticidas en los humos de 1a

pastilla fumigena

Los valores de recuperacion del pyriproxyfen en los humos liberados de la
pastilla fumigena y en sus restos, conteniendo pyriproxyfen solo o combinado con
los piretroides, fueron analizados con un analisis de la varianza de una via
(ANOVA). Las diferencias entre medias se compararon mediante el test de rangos
multiples de Duncan. Para el caso de los valores de recuperacion en humos o en los
restos entre los piretroides, se realiz6 una comparaciéon entre permetrina y cis-
permetrina cuando se encontraban solos en la pastilla y entre cada uno de ellos
solo y en presencia del pyriproxyfen, utilizando un test de t de Student. En todos
los casos, el nivel de significacion se fijo en p < 0,05 (Statistica for Windows V7.0,

StatSoft, Tulsa, OK, USA).
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6.2. Calculo del porcentaje de inhibicion de emergencia

(%IE) y diferencias entre tratamientos

La eficacia de las formulaciones fumigenas conteniendo distintas
concentraciones de pyriproxyfen o un piretroide + pyriproxyfen, sobre las larvas de
Ae. aegypti, se evalu6 como el porcentaje de inhibicion de la emergencia de adultos
(%IE), calculado como se describe a continuacion y ajustado por la mortalidad de

las larvas o pupas en los controles de acuerdo a lo descrito por Mulla®®:
I[E(%) = 100 — 100 (7/0)

donde T es el porcentaje de adultos emergidos en los recipientes tratados y C es el
porcentaje de adultos emergidos en los recipientes control. El (%)IE puede tomar
valores entre 0 y 100, correspondiendo el valor de 100% a una inhibicion total, y el
de 0% a ausencia de inhibicion.

Los datos para las diferentes dosis de pyriproxyfen y diferentes tiempos de
exposicion se analizaron con un analisis de varianza de dos vias (MANOVA). A los
valores de IE% se les aplic6 una transformacién arco seno de la raiz cuadrada,
cumpliendo asi el criterio de normalidad. Las diferencias entre medias se
compararon mediante el test de rangos multiples de Duncan o el test de Tukey HSD
para N desigual cuando el nUumero de réplicas en los diferentes tratamientos no fue
el mismo. El nivel de significacién aceptado para todas las comparaciones fue de p
< 0,05 (Statistica for Windows V7.0, StatSoft, Tulsa, OK, USA). El mismo analisis
se realizé para comparar el % |1E en el ensayo donde se evalu6 la via de ingreso del

pyriproxyfen liberado en los humos de la pastilla (seccion 4.1.1).

6.3. Diferencias en categorias de mortalidad

Para evaluar en cudl de las etapas del desarrollo del mosquito se produjo la
mayor mortalidad de los tratamientos, se realiz6 un ANOVA de medidas repetidas
para cada concentracién del/los insecticida/s en la pastilla dentro de un mismo
tiempo de exposicién. Las diferencias entre las medias se compararon mediante el
test de rangos multiples de Duncan. Para evaluar las diferencias entre las
concentraciones se realiz6 un ANOVA de una via para cada una de las categorias de
mortalidad dentro de un mismo tiempo de exposicion. Las diferencias entre las
medias se compararon mediante el test de rangos multiples de Duncan. Todos los

datos fueron sometidos a una transformacion arco seno de la raiz cuadrada antes
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de los analisis, y el nivel de significacion aceptado para todas las comparaciones fue
de p < 0,05 (Statistica for Windows V7.0, StatSoft, Tulsa, OK, USA).

6.4. Tiempo de volteo 50% (TV50)

La eficacia de las formulaciones sobre los adultos de Ae. aegypti se evalu6 como
TVso, el tiempo necesario para producir el volteo del 50% de los adultos tratados.
Los valores de TVs, con sus intervalos de confianza del 95% se determinaron
utilizando un software basado en el método probit®” (POLO PC 2.0, LeOra Software,
2002, USA). Los valores de TVs, obtenidos para los diferentes tratamientos se
consideraron significativamente distintos cuando sus intervalos de confianza del

95% no se superpusieron (P < 0,05).

6.5. Efecto sobre huevos

Para evaluar el efecto del pyriproxyfen sobre los huevos por inmersién (Ensayo

1), se calculé el porcentaje de diferencia en la eclosion (% DE) como:
DE(%) = 100 — 100 (T/C)

donde T es el porcentaje de huevos eclosionados colocados por hembras tratadas y
C es el porcentaje de huevos eclosionados colocados por hembras control. DE(%)
puede tomar valores mayores o menores a cero, un valor positivo indica que se
produjo una reduccion en la eclosién de los huevos tratados respecto al control; un
valor negativo indica que se produjo una reduccién en la eclosién de los huevos
control respecto a los tratados, valores cercanos a cero indican que no hay
diferencias en la eclosion entre ambos grupos. Luego se utiliz6 un test de t para
una sola muestra para evaluar si dicho porcentaje era diferente de cero. El nivel de
significacién se fij6 en p < 0,05 (Sigmaplot 11.0; Systat Software Inc., San José,
CA).

Como se describié anteriormente, se calculé el nimero de huevos por hembra
para descartar que la ingestion del agua, el contacto con la superficie tratada, o el
pyriproxyfen, pudieran tener un efecto en la postura de los huevos de las hembras
colocadas en la jaula con el recipiente para oviposicion tratado. Las diferencias
entre el grupo tratado y el control en el nimero de huevos/hembra fueron
comparadas con un test de t de Student. El nivel de significacién se fijé en p < 0,05
(Statistica for Windows V7.0, StatSoft, Tulsa, OK, USA). Una vez realizado éste

analisis se calculé el porcentaje de diferencia en la eclosion (% DE) de los huevos
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colocados sobre la superficie tratada y el control (Ensayo 2) siguiendo el mismo

procedimiento y adoptando los mismos criterios de analisis antes descritos.

6.6. Diferencias en la fecundidad y fertilidad de las

hembras

Para comparar el numero de ovariolas/hembra entre el grupo tratado y el
control, ya sea de hembras diseccionadas antes o después de la alimentaciéon con
sangre, se utilizé un test de t de Student. El nivel de significacion se fij6 en p <
0,05 (Statistica for Windows V7.0, StatSoft, Tulsa, OK, USA). El mismo test se
utilizé para comparar el nimero de huevos/hembra entre el grupo tratado y el
control.

Para evaluar el efecto sobre la fertilidad de las hembras, se calcul6 el porcentaje
de diferencia en la eclosion (% DE) como se describidé en el punto anterior. Luego se
utilizé un test de t para una sola muestra para evaluar si dicho porcentaje era
diferente de cero. El nivel de significacion se fij6é en p < 0,05 (Sigmaplot 11.0;
Systat Software Inc., San José, CA).

6.6.1.Relacion entre el numero de ovariolas y el tamaiio de l1a

hembra

La relacién entre el nUmero de ovariolas por hembra y el tamafio de ésta ultima
fue evaluada realizando un anélisis de correlacion entre estas variables para el
grupo control y el tratado con el software estadistico SGWIN Graphics (Statgraphics
Plus 4.0, Statistical Graphics Corporation, 1994-1999, Hendon, VA, USA). Se

consider6 que las variables correlacionaban para un valor de p < 0,05.

6.7. Diferencias entre los tratamientos de campo

La mortalidad a 24 horas de los adultos colocados en las jaulas centinela se
corrigio con la formula de Abbott®® y a los datos se les aplicé una transformacion
arcoseno de la raiz cuadrada antes de los andlisis. El %IE se calculé segun lo
descrito en 6.2 y a los valores también se les aplico una transformacion arcoseno
de la raiz cuadrada. Ambos parametros fueron comparados entre las diferentes
areas utilizando un analisis de la varianza de una via (ANOVA). El nivel de
significacién se fijo en p < 0,05 (Statistica for Windows V7.0, StatSoft, Tulsa, OK).

Los valores del indice de adultos se compararon mediante un analisis de
varianza de una via (ANOVA), para cada fecha y las diferencias entre medias se

compararon con el test de rango multiple de Duncan. A los datos del 3 de abril, 17
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de abril, y 22 de mayo se les aplicé la raiz cuadrada antes del andlisis, lo que
permiti6 cumplir el supuesto de normalidad. El nivel de significacion se fij6 en p <
0,05.
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1. Desarrollo del formulado fumigeno

1.1.Recuperacion de los insecticidas en humos y en los

restos de la pastilla fumigena

La mezcla de la formulaciéon fumigena en forma de pastilla estd constituida por
tres componentes principales: KCIO; (25%), dextrina (12%) y talco (63%) (en el
ANEXO Il pueden observarse los resultados preliminares que llevaron a esta
composicion de la mezcla fumigena). El KCIO; actla como oxidante; la dextrina
como combustible organico, que produce calor por la reaccibn quimica de alta
energia, y funciona como ligante o binder, manteniendo a los componentes unidos
en una mezcla homogénea evitando su disgregacion durante la manufactura y el
almacenamiento. El talco es un ingrediente inerte que actlia como retardador, es
decir que disminuye la velocidad de quemado por absorcién de calor.

Ha sido informado a través de algunas patentes®® *°

, que la incorporacién de
agentes productores de gases (espumigenos) en las mezclas fumigenas permiten
una maxima liberacibn del insecticida y al mismo tiempo una minima
descomposicion del mismo por combustién, actuando como vehiculo de los
principios activos. Entre otras sustancias, se han usado como vehiculo
azodicarbonamida (ADC) y cianoguanidina (CNG). Trabajos previos del
laboratorio®” ’® han demostrado que la incorporacién de CNG en una proporcion del
20% maximiza la recuperacion de los piretroides en los humos. Teniendo en cuenta
estos antecedentes se incorpord a la mezcla de tres componentes antes descripta,
CNG en un 20% como agente protector de los activos a ser evaluados.

Al ser encendidas, las pastillas produjeron una combustion sin llama, resultando
en la liberacion de los insecticidas componentes de la formulacién fumigena en los
humos. La Tabla | muestra los valores de recuperacion en los humos y en los restos
de las pastillas conteniendo pyriproxyfen, permetrina, cis-permetrina 0 sus
combinaciones.

Cuando la pastilla fumigena contenia solo pyriproxyfen, se recuper6 alrededor
del 95% del insecticida en los humos. Lo mismo ocurri6 cuando se trabajé con
pastillas que contenian pyriproxyfen y cis-permetrina, no encontrandose diferencias
significativas en la recuperacion del IGR (test de rangos multiples de Duncan p >
0,05). Sin embargo, cuando se estudiaron pastillas que contenian pyriproxyfen y

permetrina (la cual fue adsorbida en talco, porque a temperatura ambiente es un
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liguido viscoso) la recuperacion del IGR en los humos fue significativamente menor
gue cuando este ultimo se encontraba sé6lo o combinado con cis-permetrina (F =
10,7; gl = 6; p <0,05).

Insecticidas en la pastilla Recuperacion en humos Residuos en los restos de
(£ES) la pastilla (+ ES)
(% de la concentracion inicial) (% de la concentracion
inicial)

Pyriproxyfen Piretroide Pyriproxyfen Piretroide
Pyriproxyfen 95,3 + 2,4a --- 5,6 + 0,6a
Permetrina 50,8 + 1,1a 1,0 £+ 0,3a
Cis-permetrina 54,0 £ 1,3a 1,0 + 0,1a
Pyriproxyfen + permetrina 78,3+ 3,7b 47,2 + 2,5a 5,7+ 0,1a 2,9+ 0,1b
Pyriproxyfen + cis-permetrina 96,2 + 3,0a 53,5+ 1,8a 5,2 £ 0,4a 2,2 £ 0,6a

Tabla I. Recuperacion de los insecticidas en los humos o en los restos de las pastillas fumigenas. La
concentracion inicial de pyriproxyfen fue de 2,0 g/kg y la de los piretroides de 10,0 g/kg. En cada
columna, los valores seguidos por la misma letra no mostraron diferencias significativas (ANOVA o t
de Student, p > 0,05). Cada valor es el resultado de tres o cuatro réplicas independientes.

Los valores de recuperaciéon de la permetrina fueron de aproximadamente 50%
ya sea cuando se encontraba sola en la formulacion fumigena o en presencia del
pyriproxyfen, no encontrdndose diferencias significativas en ambos casos (t = 1,43;
gl = 5; p> 0,05). Se obtuvieron resultados similares con la pastilla que tenia cis-
permetrina sola o en combinacion con pyriproxyfen (t = 0,18; gl = 5; p > 0,05).

Los resultados de recuperacion de los piretroides coinciden con trabajos previos
del laboratorio®” ’® en los cuales se recuperé alrededor de un 50% de la
concentracién inicial, con el uso de un agente protector como la cianoguanidina.
Estos trabajos también demostraron que cuando las formulaciones fumigenas se
preparaban por mezclas de solidos, el porcentaje de recuperacién del insecticida
evaluado era mayor que cuando la mezcla se realizaba en solucién. En el caso de la
permetrina, la Unica manera de incorporarla a la mezcla fumigena era

adsorbiéndola sobre el talco, dejando evaporar luego el solvente; si bien esto no
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afecté la liberacion del piretroide solo ni en presencia de pyriproxyfen, la
recuperacion de este ultimo resulté afectada.

La cantidad de los activos en los restos de la pastilla se mantuvo por debajo del
6% para el caso del pyriproxyfen y por debajo del 3% para los piretroides. Esto
indica que el descenso en la cantidad de pyriproxyfen recuperado en los humos
estaria dado por una mayor descomposicion del mismo ya que no quedoé retenido
en los residuos. En el andlisis de los residuos de la pastilla que contenia
pyriproxyfen y permetrina, pareceria quedar en los mismos una mayor proporcion
del piretroide que en la pastilla con permetrina sola, sin embargo esto no modifica
significativamente su liberacion en los humos.

Una posible explicacion de la mayor descomposicion del pyriproxyfen en
presencia de la permetrina es que en este caso el contenido en isémero trans
presente podria dar lugar a otras rupturas que generen moléculas o radicales libres
que causen la descomposicion del IGR. Esta posible ruptura del isbmero trans daria
lugar a diferencias cualitativas en las especies quimicas formadas pero no en el
porcentaje de descomposicion. Por otro lado, durante la combustién de la mezcla
podria ocurrir algdn tipo de interaccién fisicoquimica desconocida entre los

componentes que favorezca la descomposicién del pyriproxyfen.

2. Efecto insecticida de pastillas fumigenas en condiciones de

laboratorio

2.1.Efecto de pastillas fumigenas con pyriproxyfen sobre

1as larvas de Ae. aegypti

Para conocer el efecto del pyriproxyfen liberado en los humos sobre las larvas
de Ae. aegypti, se prepararon pastillas con diferentes concentraciones de este IGR.
Teniendo en cuenta que se aplicaria como humos, y que por lo tanto su efecto
dependeria de la cantidad de particulas que contuvieran el ingrediente activo que se
depositaran sobre el agua, también fue considerado relevante exponer las larvas a
los humos durante diferentes tiempos.

Los resultados de la Figura 24 muestran los valores de %IE correspondientes a
diferentes concentraciones del pyriproxyfen en la pastilla y a diferentes tiempos de
exposicion a humos. Se encontraron diferencias significativas entre las

concentraciones usadas (F = 24,8; gl=3; p < 0,001) y los tiempos de exposicion
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elegidos (F = 65,9; gl=2; p < 0,001). La interaccién entre estas variables también
fue significativa (F= 6,25; gl = 6; p < 0,001).

Cuando se utilizé la concentracibn mas baja de pyriproxyfen en la pastilla, el
% IE fue significativamente distinto para todos los tiempos de exposicién. Ademas,
el %I|E para la combinacion de la concentracion mas baja con el menor tiempo de
exposicion fue diferente de todas las otras combinaciones de estos dos factores.

En la Figura 24 también puede observarse que para un tiempo de exposicién de
5 minutos, los valores del %IE aumentaron al aumentar la concentracion de
pyriproxyfen utilizada. A medida que el tiempo de exposicién se incrementé a 30
minutos, no se observaron diferencias en el %IE entre las diferentes
concentraciones de pyriproxyfen en la pastilla, obteniéndose valores de casi el
100% para todas ellas. En la concentracion mas alta, se observdé una diferencia
pequefia pero significativa (p = 0,032) entre los valores de %IE para 5 y 30
minutos de exposicidon pero, incluso en un tiempo de exposicion tan corto como 5

minutos el % | E fue de alrededor del 90%.

;)\\\

Inhibicién de Emergencia (%

0,2 0,5 1 2

-~

[@5 min @15 min M30 min| Concentracién (g/kg) /

Figura 24. Inhibicién de la emergencia de adultos (IE% = ES) de Ae. aegypti tratados
desde larvas tardias del tercer estadio o tempranas del cuarto con pastillas con diferentes
concentraciones de pyriproxyfen durante diferentes tiempos de exposicion. Los
tratamientos con la misma letra no difieren significativamente (p> 0,05) en el test de
rangos multiples de Duncan (N = 4).
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2.1.1. Via de ingreso del pyriproxyfen liberado en los humos de
1a pastilla

Una vez conocido el efecto de las diferentes dosis de pyriproxyfen aplicadas
durante distintos tiempos de exposicion sobre larvas tardias del tercer estadio o
tempranas del cuarto, se intentd determinar si el efecto del pyriproxyfen sobre las
mismas es causado por la inhalacion de los humos o por ingestién/contacto directo
con el larvicida en el agua donde se deposito el activo.

Para este ensayo se decidié utilizar una concentracién de pyriproxyfen de 0,2
g/kg ya que en el ensayo anterior se habian observado diferencias entre los tres
tiempos de exposicion evaluados. Los resultados pueden observarse en la Figura 25.

No se encontraron diferencias significativas entre los valores de %IE de los
tratamientos con o sin exposicion de las larvas a los humos (F = 0,11; gl = 1; p>
0,05). Sin embargo, al igual que en los ensayos anteriores, se observaron
diferencias significativas entre los tiempos de exposiciéon (F = 486,4; gl = 2; p
<0,001). Este resultado indica que el efecto del pyriproxyfen seria causado por la
ingestién o contacto directo con el larvicida mas que por su inhalacién en los
humos. Esto coincide con el hecho de que el pyriproxyfen es un compuesto

altamente hidrofébico (coeficiente de particion octanol/agua Kow: 2,36x10°) vy

~

dicha caracteristica favorece el efecto larvicida por contacto®’.

~

b Contacto e inhalacién B Contacto -
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Figura 25. Inhibicién de la emergencia de adultos (IE% + ES) de Ae. aegypti expuestos
desde larvas tardias del tercer estadio o tempranas del cuarto a una pastilla conteniendo
0,2 g/kg de pyriproxyfen con o sin exposicion a los humos. Las barras sefialadas con la
misma letra no difieren significativamente (p> 0,05) en el test de rango multiple de
Duncan (N = 4).

-
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2.2.Efecto de pastillas fumigenas con pyriproxyfen y un

piretroide sobre larvas de Ae. aegypti

Una vez conocido el efecto sobre las larvas tardias del tercer estadio o
tempranas del cuarto de las diferentes concentraciones de pyriproxyfen, se
prepararon pastillas incorporando un piretroide, ya sea permetrina o cis-permetrina
en una proporcion 1:5.

En la Tabla Il se pueden observar los valores del %IE de larvas tardias del
tercer estadio o tempranas del cuarto expuestas a los humos de una pastilla que
contenia 0,2 g/kg de pyriproxyfen y 1,0 g/kg de permetrina 6 0,2 g/kg de
pyriproxyfen y 1,0 g/kg de cis-permetrina. Esta concentracion de pyriproxyfen en la
formulacién fue elegida debido a que en el ensayo del punto 2.1, con la pastilla que
contenia solo este ingrediente activo, la toxicidad vari6 en una forma dependiente
del tiempo. En la Tabla Il se incluyen los valores de %IE para la pastilla que
contenia solo pyriproxyfen obtenidos en el punto 2.1, que fueron usados en el

analisis estadistico a modo comparativo.

Composicion de la pastilla %IE(£ES) a diferentes tiempos de

exposicion a humos

5 min 15 min 30 min
Pyriproxyfen + permetrina 6,2 £ 3,8a 58,6 £ 2,0b 95,4 + 2,3c
Pyriproxyfen + cis-permetrina 8,1+ 2,3a 65,5 = 0,8b 91,0 £ 4,4c
Pyriproxyfen 4,7 £ 2,4a 73,7+ 3,2b 96,6 + 3,2c

Tabla II. Porcentaje de Inhibicion de Emergencia (%IE + ES) de larvas tardias del tercer
estadio o tempranas del cuarto expuestas a los humos de una pastilla con pyriproxyfen (0,2
g/kg) y un piretroide (1,0 g/kg). Los valores seguidos por la misma letra no son
significativamente diferentes (ANOVA seguido de test de Tukey para desigual N, p > 0,05).

Se encontraron diferencias significativas entre los tiempos de exposicion a los
humos (F = 251,6; gl = 2, p < 0,001), pero no se encontraron diferencias
significativas entre los tratamientos con pyriproxyfen o pyriproxyfen mas un
piretroide (F = 1,29; gl = 2; p> 0,05).
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Al usar pastillas preparadas con pyriproxyfen y permetrina o cis-permetrina, los
valores de %IE aumentaron al aumentar el tiempo de exposicién; es decir, se
obtuvo el mismo resultado que al usar pastillas que so6lo contenian pyriproxyfen.

Cuando se compararon los valores de %IE para un mismo tiempo de exposicién,
no se observaron diferencias significativas entre las pastillas que contenian
pyriproxyfen solo o en combinacion con un piretroide. Este resultado indica que la
concentracion de permetrina o cis-permetrina utilizada en la tableta no incrementa
la mortalidad de las larvas, probablemente por hallarse en dosis subletales para las

mismas.

2.3.Efecto de  pastillas fumigenas con distintos

ingredientes activos sobre el desarrollo de Ae. aegypti

Los IGR producen alteraciones morfolégicas en el desarrollo de los estadios
inmaduros que finalmente llevan a la muerte de los individuos. En particular, si bien
no se conoce detalladamente el modo de accion de los juvenoides, se han
encontrado evidencias de que actiian como agonistas de la hormona juvenil®* . Al
ser aplicados en un momento del desarrollo cuando dicha hormona no deberia estar
presente, perturban la muda y la metamorfosis, interrumpiendo el desarrollo de los
insectos tratados y provocandoles la muerte.

Durante el transcurso de este ensayo se han encontrado diferentes tipos de
malformaciones en el desarrollo de los individuos tratados con pyriproxyfen desde

larvas, algunas de ellas pueden observarse en la Figura 26(A-F).
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Figura 26. Efectos sobre el desarrollo de los adultos de Ae. aegypti en individuos tratados
con pastillas que contenian pyriproxyfen desde larvas tardias del tercer estadio o tempranas
del cuarto.

Con el objetivo de conocer la etapa del desarrollo donde se produce la acciéon del
pyriproxyfen, los individuos muertos en los tratamientos de los puntos 2.1y 2.2 se
clasificaron en funcién de la severidad del efecto producido por el tratamiento.

La Figura 27 muestra el porcentaje de mortalidad, en cada una de las
categorias, de los individuos expuestos desde larvas tardias del tercer estadio o

tempranas del cuarto a pyriproxyfen solo o con un piretroide.
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Figura 27. Mortalidad (% * ES) de acuerdo con las diferentes etapas del desarrollo de Ae.
aegypti (A: muerto como larva, B: muerto como pupa no melanizada, C: muerto como pupa
melanizada, D: muerto como adulto parcialmente emergido, E: muerto como adulto)
expuestos desde larvas tardias del tercer estadio o tempranas del cuarto a diferentes
concentraciones de pyriproxyfen (0,2; 0,5; 1,0 y 2,0 g/kg) o pyriproxyfen (0,2 g/kg) +
piretroide (1,0 g/kg). En el grupo control la mortalidad fue menor al 5%. Tiempo de
exposicion a humos: 5 (a), 15 (b) y 30 (¢) minutos.
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Con un tiempo de exposicién a los humos de 5 minutos (Figura 27a), la mayor
parte de los individuos murié durante la etapa de pupa, principalmente como pupa
melanizada (ANOVA de medidas repetidas, p < 0,05). Esto coincide con los datos
obtenidos por Braga y cols. para metoprene’®. El efecto fue evidente para todas las
concentraciones de pyriproxyfen evaluadas con excepcion de la més baja (0,2
g/kg), en la que se observd la emergencia de un mayor numero de adultos que en
los otros tratamientos que luego murieron. Este efecto se repitio cuando se usaron
pastillas que contenian pyriproxyfen y permetrina, y fue menos pronunciado cuando
se usaron pastillas con pyriproxyfen y cis-permetrina.

Con un tiempo de exposicion de 15 minutos (Figura 27b), la mayor mortalidad
se produjo como pupa melanizada (p < 0,05) para todas las concentraciones,
incluso con el tratamiento combinado de pyriproxyfen mas un piretroide. La
categoria que le siguié fue la de mortalidad como pupa blanca o no melanizada.
Finalmente cuando el tiempo de exposicion se incrementé a 30 minutos (Figura
27c¢), los individuos murieron mas répido, con una mortalidad de mas del 90% en
las categorias B y C. Al utilizarse la mayor concentracion de pyriproxyfen en la
pastilla (2,0 g/kg) no hubo diferencias significativas entre estas dos categorias (p>
0,05). Por otro lado, cuando se uso la pastilla con pyriproxyfen y cis-permetrina se
observa que el nimero de individuos que muere como larva es del 8% y es
significativamente mayor que para el resto de los tratamientos (p < 0,05). Esto
podria indicar un incipiente efecto neurotoxico de la cis-permetrina.

Los resultados confirman que la mortalidad causada por pyriproxyfen, un
analogo de JH (JHA), se produce principalmente en la fase de pupa, segun lo
descrito previamente para Ae. aegyptiy otros culicidos.’® % %7

Al inicio de la metamorfosis de pupa hacia adulto, los niveles de JH disminuyen
notablemente hasta casi desaparecer, y la ecdisona inicia los cambios metamérficos
en el insecto®’. Estos cambios son controlados por una gran cantidad de nuevas
proteinas, resultantes de la activacion de genes y de la represion de los genes
larvales y pupales. Los genes tempranos, activados por la ecdisona, codifican para
factores de transcripcién que a su vez regulan los genes efectores directamente
responsables de los cambios morfolégicos y fisiolégicos que caracterizan a la
metamorfosis. Si durante este periodo se aplica un JHA, éste se unira a proteinas
que interactuan con la JH, y el complejo JHA-proteina alterara la expresion de uno
0 mas de los genes tempranos regulados por la ecdisona. De esta manera, la falla

en la expresién de estos genes producira alteraciones en la expresién de los genes
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efectores que controlan, y en consecuencia se produciran alteraciones fisiolégicas y
del desarrollo de las pupas hacia adultos.®®

El punto del ultimo estadio larval en el que comienzan a activarse los genes
responsables de la metamorfosis a pupa, con un aumento del titulo de ecdisona en
ausencia de la hormona juvenil, se conoce como compromiso pupal o pupal
commitment. En Ae. aegypti, se han encontrado dos picos de ecdisteroides en el
altimo estadio larval®®. El primer pico, en ausencia de JH, inicia los cambios
fisiolébgicos en la larva necesarios para efectuar su desarrollo hacia pupa; el
segundo pico resulta en la ecdisis de larva a pupa. La aplicacién de JH o JHA antes
o en el momento de producirse el compromiso pupal afecta la expresién de los
genes del desarrollo, como los que codifican para proteinas de la cuticula®®® *°!,
Algunos trabajos describen un retraso en la expresion de genes especificos del
estadio de pupa o adulto cuando se trataban larvas del cuarto estadio con |GRs%?.
Sin embargo aun no se sabe como estos compuestos ejercen su accién a nivel
molecular.

Por otro lado, se sabe que la JH inhibe la diferenciacion de los discos imaginales.
Esto ha sido demostrado en varias especies de Dipteros y Lepidépteros, aplicando
JH o JHA durante la Gltima etapa del dltimo estadio larval o en el estadio pupal®.
Por esta razo6n, la muda de larva a pupa se produce cuando la JH alun se encuentra
presente, ya que la misma es necesaria para prevenir el desarrollo precoz de los
discos imaginales.

Por lo tanto, la aplicacién de pyriproxyfen en las larvas tardias del tercer estadio
o tempranas del cuarto de Ae. aegypti podria estar afectando la expresion de genes
vinculados con la metamorfosis de larva a pupa o de pupa hacia adulto, e
inhibiendo el desarrollo de los discos imaginales. Asi, al momento de producirse el
pico de ecdisona que marca la metamorfosis hacia pupa o adulto, ésta se produciria
de manera incompleta o defectuosa provocando la muerte del individuo. Esto
coincide con lo observado en este trabajo, donde la mortalidad de los individuos
ocurre principalmente en la fase de pupa o durante la muda a adulto.

Los resultados obtenidos en esta tesis muestran ademas que, la concentracion
de permetrina o cis-permetrina en la pastilla no incrementa la mortalidad de las
larvas, probablemente por hallarse en dosis subletales para las mismas. Como
puede observarse en la Figura 27, la mortalidad se produce mayormente en la fase
de pupa. En la etapa larval, donde se deberia observar el efecto de los insecticidas

neurotéxicos como los piretroides, no se encontraron diferencias entre este
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tratamiento y el tratamiento con las pastillas que contenian s6lo pyriproxyfen. La
Unica excepcion se presentd cuando se utilizé una mezcla con el IGR junto a cis-
permetrina y un tiempo prolongado de exposicibn a humos (30 minutos),

observandose un efecto neurotéxico incipiente con una mortalidad menor al 10%.

2.4.Efecto de pastillas fumigenas con pyriproxyfen y

piretroides sobre la progresion en el tiempo de los
diferentes estadios

La Figura 28 muestra el desarrollo en el tiempo de las larvas de Ae. aegypti
expuestas por 5 minutos a los humos de diferentes concentraciones de pyriproxyfen

o pyriproxyfen y un piretroide.
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Figura 28. Desarrollo a lo largo del tiempo de larvas Ae. aegypti expuestas por 5 minutos a los
humos liberados de una pastilla conteniendo pyriproxyfen (0,2; 0,5; 1,0 y 2,0 g/kg) o
pyriproxyfen + piretroide desde larvas tardias del tercer estadio o tempranas del cuarto. Los
valores estan expresados como porcentaje (%) de cada grupo respecto al numero total de
individuos. (Se omitieron las barras de error para mejorar la visualizacion el grafico.)
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Luego de 5 dias de exposicién al insecticida, el 80% de las larvas del grupo
control pasé al estadio de pupa, y para el 7° dia no se encontraron mas larvas
(Figura 28A). La transicién al estado de pupa alcanzé su punto maximo en el 5° dia
después de comenzado el tratamiento, y para el dia 14 todas las pupas habian
mudado a adultos. La progresion para las larvas tratadas con la menor
concentracion de pyriproxyfen fue similar al grupo control, con un retraso de dos
dias en la formacién de pupas. Esto coincide con los resultados de los trabajos de
Braga y cols’® y Busvine y cols.®” El resto de los grupos experimentales mostré una
progresion menos eficiente hacia al estadio adulto (Figuras 28B y D). Por otro lado,
entre los 10 y 14 dias se produjo la emergencia de todos los adultos, sin diferencias
aparentes entre el control y los grupos tratados (Figuras 28D). Estos resultados
difieren de los encontrados para metoprene’® donde se observé un retraso de 7-8
dias en la emergencia de adultos de los grupos tratados con respecto al control.

El principal factor responsable de la inhibicibn de la emergencia fue la
mortalidad en la fase de pupa. El numero de pupas muertas aumento
proporcionalmente con la concentracion de pyriproxyfen en la pastilla, y casi todos
los individuos murieron como pupas en la concentracion mas alta (Figuras 28C y
D).

Los resultados obtenidos para el tratamiento con pyriproxyfen mas permetrina o
cis-permetrina (Figura 28) muestran una progresion similar al tratamiento con la
menor concentracion de pyriproxyfen, lo que confirma que la mortalidad en los
estados inmaduros fue causada por el pyriproxyfen y no por los piretroides
presentes en la pastilla.

La Figura 29 muestra el desarrollo en el tiempo de las larvas de Ae. aegypti
expuestas durante 15 minutos a los humos de diferentes concentraciones de
pyriproxyfen o pyriproxyfen y un piretroide. Estas curvas son similares a las curvas
con un tiempo de exposicion de 5 minutos. En la Figura 29B se repite el retraso de
entre 2 y 3 dias en la formacion de pupas, que se observa en todos los grupos
tratados, quienes ademas muestran una progresion menos eficiente hacia al estadio
adulto respecto de un tiempo de exposicion de 5 minutos, incluso con la dosis mas
baja de pyriproxyfen (Figuras 29C y D). Por otro lado, entre los 10 y 14 dias se
produjo la emergencia de todos los adultos, sin retrasos aparentes entre el control
y los grupos tratados (Figura 29D). La Unica excepcién fue el grupo expuesto a la

concentracion méas alta de pyriproxyfen, donde la emergencia de unos pocos
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adultos se extendi6 hasta el dia 16. Esto mostraria un incipiente retraso en la

formacion de adultos que no alcanza al de 7-8 dias observado para metoprene’®.
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Figura 29. Desarrollo a lo largo del tiempo de larvas Ae. aegypti expuestas por 15 minutos a los

humos

liberados de una pastilla conteniendo pyriproxyfen (0,2;

0,5;

1,0 y 2,0 g/kg) o

pyriproxyfen + piretroide desde larvas tardias del tercer estadio o tempranas del cuarto. Los
valores estan expresados como porcentaje (%) de cada grupo respecto al nimero total de
individuos. (Se omitieron las barras de error para mejorar la visualizacion el grafico.)

Nuevamente, el principal factor responsable de la |IE fue la mortalidad en la fase

de pupa (ver punto 2.3). El nUmero de pupas muertas fue elevado y similar para

las tres concentraciones mas altas de pyriproxyfen en la pastilla (0,5; 1,0 y 2,0

g/kg), donde més del 80% de los individuos murieron como pupas (Figuras 29Cy D).

Los

resultados obtenidos para el

tratamiento con la

dosis méas baja de

pyriproxyfen muestran una progresion similar a los tratamientos con este activo

junto a un piretroide, registrdndose un aumento en el nUmero de pupas muertas

respecto al tiempo de exposicién de 5 minutos. Esto confirma que, aln aumentando
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el tiempo de exposicién a los humos, la mortalidad es causada por el pyriproxyfen y

no por los piretroides presentes en la pastilla, ya que el incremento en la

mortalidad esta dado en la fase de pupa y no en la de larvas donde, debido a su

modo de accidén neurotdxico, actuarian los piretroides.

La Figura 30 muestra el desarrollo en el tiempo de las larvas de Ae. aegypti

expuestas durante 30 minutos a los humos de diferentes concentraciones de

pyriproxyfen o pyriproxyfen y un piretroide.
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Figura 30. Desarrollo a lo largo del tiempo de larvas Ae. aegypti expuestas por 30 minutos a los
humos liberados de una pastilla conteniendo pyriproxyfen (0,2; 0,5; 1,0 y 2,0 g/kg) o
pyriproxyfen + piretroide desde larvas tardias del tercer estadio o tempranas del cuarto. Los

valores estan expresados como porcentaje (%) de cada grupo respecto al nimero total de
individuos. (Se omitieron las barras de error para mejorar la visualizacién el grafico.)

Las curvas son similares a las correspondientes a los tiempos de exposicion de 5
y 15 minutos. Se observa que para todas las concentraciones de pyriproxyfen

evaluadas, con o sin piretroide, la mayor parte de los individuos murieron como
pupas y emergieron menos del 20% de los adultos.
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2.5.Efecto de pastillas fumigenas con pyriproxyfen sobre

los distintos estadios larvales de Ae. aegypti

Si bien se han realizado varios trabajos demostrando la efectividad de los IGRs,
muy pocos trabajos se han concentrado en conocer la susceptibilidad de los
distintos estadios inmaduros de los mosquitos a estos compuestos.

La Figura 31 muestra el efecto del pyriproxyfen liberado en los humos de la
pastilla fumigena sobre los diferentes estadios larvales de Ae. aegypti. Los
resultados indican que cuando el tiempo de exposicién a los humos fue bajo (5 min)
no se encontraron diferencias significativas en el %IE entre los diferentes estadios
larvales (F = 1,91; gl = 3; p > 0,05), localizaindose este valor entre 5y 20%.
Cuando el tiempo de exposicion ascendi6 a 15 minutos, el %IE para las L, fue
significativamente mayor que para el resto de los estadios larvales (F = 33,7; gl =
3; p < 0,0001, seguido de test de Tukey HSD para N desigual), con un valor de
alrededor del 90%.

\EI Larvas 1 @Larvas 2 W Larvas 3 WLarvas 4\ \

\

[

(o]

o
1
9]

80 -
60 -
40 -

20 -

5 min 15 min 30 min
Tiempo de exposicion

Figura 31. Inhibicién de la emergencia (% * ES) de Li, Ly, L3 0 Ly de Ae. aegypti
expuestas a los humos de una pastilla de 300 mg que contenia 0,2 g/kg de pyriproxyfen
durante diferentes tiempos de exposicion. Letras distintas dentro de cada tiempo de
exposicion indican diferencias significativas (ANOVA de una via; seguido de test de Tukey
HSD para N desigual p < 0,05)
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Finalmente con un tiempo de exposicion a los humos de 30 minutos, el %IE
para las Ls; continud siendo cercano al 100% y mayor que para el resto de los
estadios larvales (F = 44,9; gl = 3; p < 0,0001, seguido de test de Tukey HSD para
N desigual). Al mismo tiempo, no se encontraron diferencias significativas en el
valor del %IE entre las L; y Lz, pero si entre ambas y las L,, siendo el de éstas
altimas el méas pequefio.

Los resultados indican que el estadio de L, es el méas susceptible al pyriproxyfen,
alcanzando un valor de %IE mayor al 90% con sélo 15 minutos de exposicion a los
humos de una pastilla conteniendo 0,2 g/kg de este IGR. Estos resultados coinciden
con el trabajo de Lan y Grier'®® quienes encontraron que las L, son mas sensibles a
metoprene que las L;. En una revisién realizada por Wilson®®, también se indica que
el ultimo estadio larval es el méas susceptible a los JHA. La mayor sensibilidad de las
L, podria deberse a que el tiempo que transcurre desde este estadio hasta el
comienzo de la formacion de la pupa no seria suficiente para que el metabolismo
degradativo de xenobidticos llegue a disminuir los niveles de los JHA de manera
significativa, produciéndose entonces los efectos ya descriptos sobre la
metamorfosis debido a la presencia de un compuesto que actia como la JH cuando
esta no deberia estar presente. Diferentes autores han demostrado que una de las
principales rutas del metabolismo degradativo de la JH en Ae. aegypti es la via de

32, 104

la JH esterasa , Sin embargo también se ha encontrado que la ruta metabdlica

195 Estas rutas podrian ser validas para

de la JH epdxido hidrolasa es importante
JHA de estructura similar a la JH, como el metoprene, pero no necesariamente para
el pyriproxyfen. Poco se sabe acerca del modo de accion de este compuesto y de su
metabolismo degradativo. De manera indirecta, se ha encontrado que en otros

106 (Musca domestica) y en la mosca blanca'®’

Dipteros como la mosca doméstica
(Bemisia tabaci), poblaciones resistentes a este compuesto presentaban un
descenso de la CLsy cuando se aplicaba butoxido de piperonilo (inhibidor de la
actividad oxidasa microsomal de funcién mixta) y dietil maleato (inhibidor de la
glutatién transferasa), pero no cuando se utilizaba S,S,S-tributil fosforotritioato
(inhibidor de esterasas). Esto indica que las vias degradativas del pyriproxyfen
podrian ser la de las oxidasas microsomales de funcion mixta y las glutation

transferasas.

90



Resultados y discusion

Los resultados también muestran una aparente tolerancia al pyriproxyfen en las
L, respecto del resto, aln més evidente cuando el tiempo de exposicion es de 30
minutos. Esto coincide con los resultados de da Silva y Mendes'®® quienes
encontraron que larvas de Ae. aegypti de 48 horas de edad (L,), tratadas con la
CLgs de metoprene calculada para Ls; tempranas, presentaban una mortalidad del
56%, mientras que para las L; y L; este valor fue de 69 y 91%, respectivamente.
Estos mismos autores no encontraron diferencias en la mortalidad de los diferentes
estadios larvales tratados con diflubenzuron, un inhibidor de sintesis de quitina.
Phonchevin y cols.’®® hallaron resultados similares utilizando metoprene sobre
Anopheles dirus, Culex quinquefasciatus y Ae. aegypti. Para esta ultima especie, los
valores de ClLso, para L, L y L, fueron 0,0077; 0,0034 y 0,0025 ppm (mg/l)
respectivamente. Por otro lado los mismos autores hallaron el resultado inverso
para ciromazina, siendo las L, las més tolerantes y las L, las mas susceptibles.

Esta tolerancia de las L, respecto al tratamiento con pyriproxyfen podria deberse
a que la exposicién al insecticida en un momento en el que el mismo no produce
efecto induciria a las enzimas que participan en el metabolismo de xendbioticos,
incrementando su degradacién. Asi cuando las L, llegan a L, la cantidad de
pyriproxyfen en el agua y en compartimiento interno seria menor. Por lo tanto el
%IE es mas bajo en las L, que en las L; o Ls. Este efecto es mas evidente a
concentraciones mas altas del insecticida en el agua. El aumento del metabolismo
detoxificante con la exposicién previa a insecticidas o xendébioticos ha sido descrito

por varios autores. Poupardin y cols.**°

observaron que la exposicion previa de L,
de Ae. aegypti a dosis subletales (que causaban menos de un 5% de mortalidad) de
permetrina, temefdés y atrazina, entre otros, incrementaba la tolerancia a los
insecticidas permetrina y temefés en un porcentaje entre un 4 y un 20%. Este
incremento estaria dado por un aumento de la expresiéon de genes que codifican
para monoxigenasas Pys0. Riaz y cols.''! obtuvieron resultados similares al exponer
larvas de Ae. aegypti a dosis subletales de glifosato y a-benzopireno, registrando
un aumento de entre 1,2 y 4 veces en la tolerancia a insecticidas como

imidacloprid, permetrina y propoxur.
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Por otro lado, debe tenerse en cuenta que en el presente trabajo la aplicacion
del pyriproxyfen se realiz6 en forma de humos, por lo tanto otra posible explicacion
para la diferencia de susceptibilidad observada podria ser el sucesivo descenso en
la biodisponibilidad de este insecticida a medida que transcurre el tiempo. Esto
implicaria que las particulas de pyriproxyfen dispersadas en los humos podrian
interactuar con las paredes del recipiente plastico donde se encuentran las larvas,
guedando menos biodisponible en el momento en que las L, o las L; alcanzan el
estadio de L, donde el IGR ejerce su accion. Asi, las larvas mas jovenes presentan
un % IE menor que las mas grandes.

La idea de que la exposicion previa al insecticida podria aumentar el
metabolismo detoxificante o la de que el pyriproxyfen quedaria menos biodisponible
a medida que transcurre el tiempo, no explicaria lo observado con las L;, que
resultan mas susceptibles que las L,. Esto puede deberse a que las L; son mas
sensibles a factores externos, probablemente al igual que en otros insectos, la
cuticula aun no se encuentre del todo formada, situacién que favoreceria el ingreso

112-114  por otro lado la maquinaria enziméatica podria estar

del pyriproxyfen
destinada al desarrollo de otros procesos metabdlicos, como la formacién de la
cuticula, con lo que la induccién y actividad de las enzimas del metabolismo
detoxificante podria ser baja durante las primeras horas de vida. Esto podria
provocar la mortalidad de las larvas como L; antes de llegar al momento del ciclo
de vida donde actla el pyriproxyfen.

En la Figura 32 se observa el porcentaje de mortalidad, en cada una de las
categorias utilizadas anteriormente, de los individuos tratados desde Lj, Ly, L3 0 L4
con pyriproxyfen a diferentes tiempos de exposicion a los humos. Cuando el tiempo
de exposicién a humos es corto (5 minutos, Figura 32a), todas las categorias de
mortalidad se encontraron casi igualmente representadas. Aunque mas de un 15%
de los individuos muri6 como larva en los estadios L; y L, en las Ls no hay
mortalidad larval. Los resultados son similares a los encontrados cuando se
utilizaron larvas tardias del tercer estadio o tempranas del cuarto (Figura 27a).

Muchos de los individuos mueren como adultos luego de la emergencia.
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Figura 32. Mortalidad (% * ES) de acuerdo con las diferentes etapas del desarrollo de Ae.
aegypti. (A: muerto como larva, B: muerto como pupa no melanizada, C. muerto como pupa
melanizada, D: muerto como adulto parcialmente emergido, E: muerto como adulto) de larvas
expuestas desde Ly, Ly, L3 0 Ly a una concentracion de pyriproxyfen en la pastilla de 0,2 g/kg.

En el grupo control la mortalidad fue menor al 5%. Tiempo de exposicion a humos: 5 (a),
15(b) y 30(c) minutos.
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Cuando el tiempo de exposicion a humos aument6é a 15 minutos (Figura 32b),
casi un 40% de los individuos tratados desde L; murié como larva. El porcentaje de
individuos que muere como larva disminuye al aumentar la edad de las larvas
tratadas hasta llegar a las Ly que no presentan mortalidad en esta categoria. En
este caso la mayoria de los individuos, casi un 80%, murié como pupa melanizada.

Finalmente, con un tiempo se exposiciéon a los humos de 30 minutos (Figura
32c¢) la mortalidad en la categoria de larva siguié siendo alta para las L; respecto
del resto de los estadios larvales (p < 0,05), aunque también se observdé una
mortalidad elevada en la categoria de pupa melanizada. Para las L, todas las
categorias de mortalidad se encontraron casi igualmente representadas. La
mortalidad para las Lz presentd un patréon similar que para las L;, salvo la
mortalidad en la categoria de larva que fue practicamente insignificante. Para las L,
el comportamiento fue el mismo que con un tiempo de exposicion de 15 minutos,
alcanzando una mortalidad de méas del 90% como pupa melanizada.

Estos resultados indican que la mayor mortalidad en las L; respecto de las L,
ocurriria debido a que las L; son mas sensibles, ya que se observd para todos los
tiempos de exposicién a humos, mas del 20% de los individuos tratados desde L;
murieron como larva, mientras que esto no ocurri6 en el resto de los estadios
larvales utilizados. Las L; que sobrevivieron las primeras horas de exposicion al
pyriproxyfen hasta llegar a L, o L; continuaron normalmente su desarrollo hasta
alcanzar el estadio de L, tardia o pupa donde este larvicida ejerce su acciéon. Esta
explicacion seria valida tanto para la hipétesis del aumento inducido del
metabolismo detoxificante como para la del descenso en la biodisponibilidad del

pyriproxyfen a medida que transcurre el tiempo.

2.6.Efecto de pastillas fumigenas con pyriproxyfen y

permetrina sobre los adultos de Ae. aegypti

El agregado de un adulticida como la permetrina o la cis-permetrina a la pastilla
fumigena aumentaria la capacidad de esta herramienta para lograr un control
efectivo del Ae. aegypti en el interior de las viviendas, dado que la mayoria de los
mosquitos adultos se refugian o reposan en su interior.

La Tabla IIl muestra los resultados del efecto de la aplicacion de la pastilla
fumigena con permetrina o cis-permetrina solas o junto con pyriproxyfen, sobre los

adultos de Ae. aegypti.
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Composicion de la pastilla TVso min (Int. confianza 95%)
Permetrina 19,9 (19,4 - 20,4)a
Cis-permetrina 16,0 (15,5 - 16,7)b
Permetrina + pyriproxyfen 19,3 (18,8 - 19,9)a
Cis-permetrina + pyriproxyfen 17,3 (16,6 - 17,9)b

Tabla III. Tiempo de volteo 50 (TVs5y) de adultos de Ae. aegypti expuestos a los
humos de una pastilla de 300 mg que contenia 1,0 g/kg de permetrina o cis-
permetrina solas o junto con 0,2 g/kg de pyriproxyfen. Los valores seguidos por la
misma letra no mostraron diferencias significativas usando como criterio el intervalo
de confianza al 95% (N: 4).

Los intervalos de confianza del 95% muestran que hay diferencias entre la
efectividad de la permetrina y de la cis-permetrina sobre los adultos de Ae. aegypti,

115 por

siendo ésta ultima la mas efectiva, como ya ha sido descrito anteriormente
otro lado, la efectividad de los piretroides en presencia del pyriproxyfen no se vio
modificada. Esto indica que el IGR no interfiere con la liberacién de los piretroides
en los humos, confirmando lo encontrado en la seccién 1.1, y tampoco tiene
actividad de volteo sobre los adultos, resultado esperable dado el modo de accién

de estos insecticidas.

2.7.Efecto de pastillas fumigenas con pyriproxyfen sobre

los huevos de Ae. aegypti

Como se ha citado a lo largo de esta tesis, varios trabajos han demostrando la
efectividad de diferentes clases de IGRs sobre Ae. aegypti y otras especies de
mosquitos, sin embargo muy pocos han evaluado su accién ovicida.

La JH aparece en el embrion de los holometabolos en la mitad de su desarrollo,
luego de la blastogénesis y seria fundamental para que ocurra el cierre dorsal, la
formacion de la cuticula de la larva y la diferenciacién del intestino medio**® 7. Por
lo tanto, es de interés estudiar si un JHA podria tener efecto ovicida.

En este punto de la tesis se evalu6 el efecto del pyriproxyfen liberado en los
humos de la pastilla fumigena sobre los huevos de Ae. aegypti, los resultados

pueden observarse en la Tabla IV.

95



Resultados y discusion

Ensayo por inmersion de Ensayo de oviposicion en
los huevos superficie tratada

% Diferencia en la eclosion %o Diferencia en la eclosion
(£ ES) (£ ES)

10,2 + 4,07 -5,8+7,2%

Tabla IV. Diferencia en la eclosién de los huevos (DE% * ES) tratados
por inmersién o colocados sobre una superficie tratada con una pastilla de
300 mg con pyriproxyfen (2 g/kg) por un tiempo de exposicion a los
humos de 30 min. T No difiere significativamente de cero (test de t de
Student para una muestra p > 0,05) (N: 5).

Cuando se evalué el efecto del pyriproxyfen por inmersion de los huevos en una
solucién donde se depositaron los humos conteniendo este ingrediente activo no se
encontré una diferencia significativa entre el porcentaje de eclosion de los huevos
tratados y los control (test t de Student para una sola muestra, t = 2,53; df = 4; p
> 0,05). Tampoco se observé un efecto ovicida cuando los huevos fueron colocados
sobre una superficie en la cual se depositaron los humos conteniendo pyriproxyfen
(test t de Student para una sola muestra, t = -0,80; df = 4; p > 0,05). En este
altimo caso no hubo diferencias en el niumero de huevos colocados por hembra,
entre las hembras utilizadas en el grupo tratado y el control (test t de Student, t =
0,1; df = 8; p > 0,05), obteniéndose valores de 73,7 + 7,60 y 74,8 + 5,74
respectivamente. Esto indica que la dosis de pyriproxyfen utilizada en el ensayo no
afecta la formacion de los huevos en las hembras, probablemente debido al escaso
ingreso de este IGR a través de la cuticula al no estar vehiculizado en un solvente
organico. Tampoco actuaria como repelente para la oviposicién; coincidiendo con
los resultados de Sihuincha y cols.**®, que encontraron que incluso en
concentraciones de pyriproxyfen muy elevadas (mayores a 30000 ppb) los
recipientes tratados eran igualmente utilizados como sitios de oviposicion que los
no tratados.

La falta de efecto ovicida del pyriproxyfen cuando los huevos se sumergen en
una solucién conteniendo este IGR podria deberse a la baja permeabilidad de los
mismos. En el momento de la oviposicion, los huevos de Ae. aegypti estan
rodeados soOlo por el corion secretado por las células epiteliales del ovario. Esto

permite el ingreso de agua, lo que resulta en un aumento de su tamafio y su peso.
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Se conoce muy poco acerca de la permeabilidad de los huevos de mosquitos, pero
se cree que tanto la permeabilidad a los solutos como al agua se ve afectada, a
medida que transcurre el tiempo desde la oviposiciéon. El ingreso de agua es rapido
durante las dos horas posteriores a la oviposicién, continGa a un ritmo apreciable
hasta luego de 10 horas y alrededor de las 16 finaliza''®. Este descenso de la
permeabilidad del corion se ha asociado con la secrecibn de una capa de cera
asociada a la cuticula serosa, ya que los huevos desarrollan la méaxima resistencia a
la pérdida de agua en el momento en que se forma la cuticula serosa
aproximadamente entre las 11 y las 13 horas luego de la oviposicion?®® 8. También
podria deberse a que la concentracion y el tiempo de exposicion a humos utilizados
no son suficientes para producir un efecto sobre la eclosién de los huevos.

Los JHA son mas eficaces durante la fase inicial de la embriogénesis. Este
proceso seria interrumpido cuando son aplicados en huevos recién colocados o
jovenes'®. Sin embargo en esta tesis tampoco se observa efecto ovicida cuando las
hembras colocan los huevos en una superficie donde se depositaron los humos
conteniendo pyriproxyfen. Esto puede deberse a que el pyriproxyfen podria no
solubilizarse en el agua que se encuentra sobre el algodén utilizado para
oviposiciéon no quedando biodisponible para producir un efecto ovicida. También
podria ocurrir que el corion actie como una barrera para el ingreso de moléculas de
gran tamafio, como insecticidas; o que la concentracion y el tiempo de exposicion a
humos utilizados no son suficientes para producir un efecto sobre la eclosion de los
huevos.

En general la aplicaciéon exégena de JH o JHA sobre los huevos de moscas y

polillas no tiene efecto sobre el crecimiento embrionario y la morfogénesis*'” 2!,

2 encontraron una inhibicién de la eclosion de huevos de Ae.

Sélo Naqvi y cols.*?
aegypti tratados con una formulacién comercial de metoprene. Esta inhibicién se
produjo luego de una exposicién continua a metroprene durante siete dias y vario
entre el 13y el 79%. En otros géneros como Lepidéptera y Ortdptera se observo un
efecto del pyriproxyfen sobre los huevos, siendo méas afectados los huevos mas
jévenes, probablemente debido a que en este periodo la JH no se encuentra
presente en el embrion*?® 124,

En mosquitos, tampoco se ha detectado un efecto ovicida con insecticidas
diferentes a los IGR, como por ejemplo spinosad y temefos'?®>. Tianyun y Mulla'?®
encontraron que la azadiractina aplicada como concentrado emulsionable inhibia la

eclosion de huevos de Culex tarsalis recién colocados sobre una solucién de este
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compuesto, aunque huevos de mas de cuatro horas no fueron afectados.
Recientemente algunos extractos de plantas o aceites esenciales han mostrado

actividad ovicida sobre huevos de mosquitos**’ '

, sin embargo las dosis utilizadas
son mayores a 200 ppm y probablemente la mortalidad sea producida por asfixia

debido a la oclusion de los aeropilos més que por un efecto sobre la embriogénesis.

2.8.Efecto de pastillas fumigenas con pyriproxyfen sobre

el desarrollo de las ovariolas de Ae. aegypti

Luego de la eclosién, las hembras recién emergidas atraviesan importantes
cambios fisiolégicos y de comportamiento hasta iniciar la puesta de huevos. En ese
momento, un grupo de foliculos en desarrollo se separa del germario, iniciando la
fase previtelogénica de desarrollo del ovario. La hormona que regula el desarrollo
previtelogénico es la JH?®. Se ha demostrado que si las hembras son decapitadas
una hora luego de la emergencia o si la corpora allata (CA) es removida poco
después de la eclosion, se detiene el desarrollo previtelogénico del ovario. La
aplicaciéon tépica de un JHA estimula el crecimiento normal de los ovarios
previtelogénicos en las hembras decapitadas o en aquellas a las que se les removio
|a CA45, 130.

En las hembras adultas, el aumento de la JH sefiala que el proceso de ecdisis ha
finalizado y deben comenzar los procesos relacionados con la reproduccion. Los
niveles de JH aumentan durante el primer dia posterior a la emergencia del adulto.
Este aumento inicial es esencial para que ocurra la maduracion reproductiva. La JH
actla en varios tejidos, incluyendo los ovarios, el cuerpo graso y el intestino medio,
volviéndolos competentes para desempefiar sus funciones especificas en los
adultos'*. Después del incremento inicial, el titulo de JH disminuye lentamente vy,
luego de la ingesta de sangre, el nivel de JH cae rapidamente alcanzado su punto
mas bajo luego de 24 horas*®.

La exposicion a IGRs, provoca una reduccion de emergencia de adultos. Pero
también parecen tener efectos secundarios, particularmente sobre la reproduccion
de las hembras, como lo indican estudios utilizando inhibidores de la sintesis de
quitina y analogos de JH'®**. Debido a que la regulacién estricta del titulo de JH es
critica en los procesos de ovogénesis y vitelogénesis, es de interés conocer el efecto
de la aplicacién de un JHA en dosis subletales. Por otro lado Ae. aegypti es un
mosquito domeéstico cuyos sitios de reproduccion (en su mayoria recipientes de

almacenamiento de agua para consumo) experimentan frecuentes variaciones de
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volumen de agua, lo que resulta en una disminucidon del efecto insecticida. En este
sentido, los estudios detallados de los efectos de dosis subletales de |GRs sobre la
viabilidad, fecundidad y fertilidad de los adultos son importantes.

En esta parte del trabajo se evalué el efecto del pyriproxyfen sobre el desarrollo
de las ovariolas, la fertilidad y fecundidad de Ae. aegypti sobrevivientes a un
tratamiento con este compuesto desde larvas tardias del tercer estadio o

tempranas del cuarto.

2.8.1. Medicion del tamaiio de ala de las hembras

La diferencia en la cantidad de reservas acumuladas durante la vida de las
larvas afecta la maduracién de los ovocitos en las hembras de los mosquitos'**. La
fase previtelogénica de desarrollo es iniciada s6lo cuando los nutrientes son
adecuados™®.

En Ae. aegypti se ha observado que la sintesis de JH por la CA se reduce
significativamente en las hembras con bajas reservas nutricionales (hembras de
pequefio tamafo). Ademas, las hembras que nacen con altas reservas de nutrientes
producen una mayor cantidad de huevos luego de la ingesta de sangre que las
hembras con baja cantidad de reservas nutricionales'®* 3°

En esta parte de la tesis se midié el tamafio del ala, indicador del tamafio
corporal y por lo tanto del estado nutricional'*’ de las hembras diseccionadas para
realizar el conteo del nimero de ovariolas. Luego se realizd un analisis de
correlacion entre estas dos variables con la intencion de separar el efecto del
tratamiento del pyriproxyfen sobre la formacién del ovario de un posible efecto del
IGR sobre la nutricién y por consiguiente el tamafio de los adultos emergidos.

El analisis de correlacién no encontrd una relacién estadisticamente significativa
entre el niumero de ovariolas por hembra y el tamafio del ala, ni para el grupo
control (p = 0,32; Coef. correlacién = 0,23; R? = 5,5%), ni para el tratado con una
concentraciéon de pyriproxyfen que provoca un %IE4 (p = 0,96; Coef. correlacion =
0,01; R* = 0,01%) (Figuras 33A y 34A.). Tampoco se encontré correlacién cuando
se realiz6 el andlisis dividiendo ambos grupos en hembras alimentadas y no
alimentadas (Figuras 33B, 33C, 34B y 340Q).
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Figura 33A. Anélisis de correlacion entre el nimero de ovariolas por hembra
y el tamafio del ala (cm) para las hembras control (N: 20). p = 0,32; Coef.

correlacién = 0,23; R = 5,5%
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Los resultados de Hernandez-Martinez y cols'®®

indican que las larvas criadas en
condiciones de baja cantidad de nutrientes dan como resultado hembras de tamaifio
pequefio con un largo de ala de 0,25 + 0,05 cm; mientras que aquellas criadas en
condiciones de alta cantidad de nutrientes dan origen a hembras de tamafio grande
gue tienen un largo de ala de 0,34 =+ 0,06 cm. Esto indica que las hembras
utilizadas en este trabajo, tanto control como tratadas, tienen un tamafio de
intermedio a grande (0,33 = 0,03 cm para los controles; y 0,32 + 0,02 cm para las
tratadas) no encontrandose diferencias significativas entre ambas (test t de
Student, t =0,26; gl = 38; p > 0,05).

Con esto se puede concluir que para los rangos utilizados en este trabajo, no
existe una relacién entre el nUmero de ovariolas y el tamafo de las hembras, y por
lo tanto los andlisis del punto 2.8.2 pueden hacerse agrupando los datos obtenidos,
sin la necesidad de utilizar rangos de tamafio de ala para analizar el nUmero de
ovariolas de las hembras.

2.8.2. Diseccion de las hembras de Ae. aegypti y recuento de
ovariolas

Los resultados de la Figura 35 muestran el niumero de ovariolas por hembra
registrados en individuos sobrevivientes al tratamiento desde larvas tardias del
tercer estadio o tempranas del cuarto con una dosis subletal (1E4) de pyriproxyfen
liberado en humos.

No se encontraron diferencias en el niumero de ovariolas por hembra entre los
grupos control y tratado, ya sea antes o después de que las hembras fueran
alimentadas con sangre (t = 0,79; df = 6; p > 0,05; t = 0,79; df = 6; p > 0,05).
Tampoco hubo diferencias dentro del grupo control entre las hembras no
alimentadas y las alimentadas con sangre (t = 0,01; df = 6; p > 0.05), lo mismo
ocurrié dentro del grupo de las hembras tratadas (t = -0,22; df = 6; p > 0,05).

Fournet y cols.*®

realizaron ensayos similares sobre Ae. aegypti utilizando dos
IGRs pertenecientes al grupo de los inhibidores de la sintesis de quitina (OMS 2017
y diflubenzurdn). Para ambos compuestos, el niumero de ovariolas (o foliculos
basales) mostré una gran variabilidad con el tratamiento resultando igual, menor o
mayor que el control. Los resultados obtenidos llevaron a los autores a formular la
hipotesis de que en los tratamientos que inducen una mortalidad alta, los individuos
mas débiles mueren y los sobrevivientes presentan un mayor niumero de ovariolas.
Por otro lado, con una presion mas baja del IGR inhibidor de la sintesis de quitina

(IE < 30), el numero de ovariolas disminuyé mostrando el efecto fisiolégico de los
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tratamientos. Sin embargo, los resultados obtenidos en dicho trabajo no siempre
reflejaron esta hipdtesis, ademas todas las hembras que sobrevivieron al
tratamiento se diseccionaron en un mismo punto, ya sea 48 horas luego de la
emergencia o 24 horas luego de la alimentacion, por lo tanto estos ensayos serian
independientes entre si y poco comparables. Por otro lado el modo de accién de

estos IGRs es diferente al del pyriproxyfen.
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Figura 35. Nimero de ovariolas por hembra (+ ES) de Ae. aegypti tratadas desde larvas
tardias del tercer estadio o tempranas del cuarto con una concentracién subletal de
pyriproxyfen (IEs). Se muestran hembras de 48 h de edad, no alimentadas y hembras
diseccionadas 24h luego de la ingesta de sangre. Los valores seguidos por la misma letra no
mostraron diferencias significativas (test de t de Student (p < 0,05) (N: 4))

En hembras de Cx. pipiens que sobrevivieron al tratamiento con dosis subletales
de metoprene o diflubenzuron desde larvas, el numero de foliculos basales

aumento6*®®

. Segun los autores de este trabajo, estos tratamientos podrian inducir
un estimulo antes o en el momento en que se determina el niUmero de ovariolas.
Los ovarios rudimentarios aparecen en las larvas del tercer estadio, la organizacion
de las génadas se hace evidente al inicio del cuarto estadio y las ovariolas solo se
diferencian en la etapa de pupa. Posiblemente la aplicacién de un IGR podria inducir
la maduracion de algunas ovariolas rudimentarias e inhibir otras. Sin embargo, los
resultados obtenidos en esta tesis indicarian que el uso de pyriproxyfen, en la
concentraciéon subletal evaluada, no interferiria con el desarrollo de los discos
imaginales que dan origen a las gonadas en las hembras de mosquitos de Ae.

aegypti, o al menos no afectando la cantidad de las mismas.
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2.9.Efecto de pastillas fumigenas con pyriproxyfen sobre

1a fertilidad y fecundidad de las hembras de Ae. aegypti

En Ae. aegypti*’ y otros culicidos'*°

se encontr6 que entre las 24 y 36 horas
posteriores a la alimentacidon con sangre, el titulo y la biosintesis de JH se reduce
drasticamente. Este breve periodo de descenso en el titulo de JH inicia la
vitelogénesis, permitiendo la liberacién de la OEH y ecdisteroides.®" 14!

Por lo tanto, es de interés conocer el efecto de la aplicacion de un JHA en el
momento en que la JH no deberia estar presente. Se ha demostrado que el
tratamiento de larvas con dosis subletales de diferentes IGR produce efectos sobre
la fecundidad (aumento o disminucion del niUmero de huevos puestos) y sobre la
fertilidad (reduccién del porcentaje de eclosién o de la viabilidad de los huevos)®*
133, 142

En esta parte del trabajo se pretendi6é evaluar el efecto del pyriproxyfen sobre la
fertiidad y fecundidad de las hembras de Ae. aegypti sobrevivientes a un
tratamiento con este compuesto desde el estadio larval. Para esto se midi6 el
numero de huevos colocados por hembra y la diferencia porcentual de su eclosion
con el grupo control. La Tabla V muestra el efecto sobre la fecundidad de las
hembras sobrevivientes del punto 2.8, en comparacién con las hembras control.

El namero de huevos colocados por hembra fue significativamente mayor para el
grupo control que para el tratado (test t de Student, t = 7,71; df = 6; p < 0,05).
Ademas el porcentaje de diferencia en la eclosién de los huevos fue de alrededor
del 20% siendo este valor significativamente distinto de cero (test t de Student

para una sola muestra, t = 10,9; df = 3; p < 0,05).

Dosis N° huevos/hembra (£ ES) % Diferencia en Eclosion
Control Tratados (+ ES)
IE40 (N=4) 77,4 £ 1,4a 33,7+ 5,5b 23,4 + 2,2*

Tabla V. Nimero de huevos colocados por hembra tratadas desde larvas tardias del
tercer estadio o tempranas del cuarto con una concentracidon subletal de pyriproxyfen
(1E40). También se muestra el % de diferencia en la eclosién de los huevos respecto al
control. Letras diferentes indican diferencias significativas (test t de Student p <
0,05). * Difiere significativamente de cero (test de t de Student para una muestra p <
0,05) (N:4).

Estos resultados muestran que el pyriproxyfen tiene efectos sobre la fertilidad y

fecundidad de las hembras sobrevivientes a un tratamiento desde larvas tardias del
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tercer estadio o tempranas del cuarto con una dosis subletal de este compuesto. Ha
sido demostrado que en hembras adultas expuestas durante 30 minutos a una
superficie conteniendo pyriproxyfen en una dosis de 1 g/m2 todavia pueden
encontrarse restos de este compuesto luego de 5 o 6 dias**. Por lo tanto, el efecto
sobre la fecundidad y fertilidad observado en este trabajo podria deberse a la
presencia de pyriproxyfen, imitando la accién de la JH en un momento en que no
deberia estar presente, afectando la vitelogénesis o algun otro paso en la formacion
del huevo. Sin embargo, Braga y cols.”® no encontraron diferencias entre el nimero
de huevos colocados por hembras de Ae. aegypti que sobrevivieron a un
tratamiento con metoprene (en dosis de IEsg ¥y 1Eg) Yy las hembras control.
Tampoco encontraron una reduccién en la viabilidad de los huevos. Esta diferencia
con los resultados encontrados en este trabajo puede deberse a que la estructura
del metoprene es mas labil, muy similar a la de la JH y por lo tanto podria ser
degradado mas féacilmente, no encontrandose presente al momento de la
vitelogénesis.

Por otro lado, cuando se trataron hembras de Dipteros y Lepidépteros con

144,145 5e encontré una reduccion en el namero

146

inhibidores de la sintesis de quitina
de huevos colocados por hembra. Bellinato y cols. trataron larvas tardias del
tercer estadio con triflumurdn, y encontraron un descenso en el nimero de huevos
colocados por las hembras que eclosionaron respecto a las hembras control. El
tratamiento con triflumurén también afect6 la capacidad de las hembras
sobrevivientes de alimentarse con sangre, tanto el nimero de hembras alimentadas
como la cantidad de sangre ingerida se redujo en los individuos tratados con este
insecticida. Los autores atribuyeron el descenso en el numero de huevos colocados
a la menor cantidad de sangre ingerida por las hembras. La ingesta podria estar
afectada por una malformacidon en la cuticula de las hembras adultas causada por
este tipo de IGR, que le otorgaria menor elasticidad a la hora de ingerir sangre.
Vasuki'*’ encontré6 los mismos resultados y arrib6 a la misma conclusién que
Bellinato y cols. utilizando otro IGR perteneciente al grupo de los inhibidores de la
sintesis de quitina, hexaflumurén, en dosis subletales sobre larvas tardias del
cuarto estadio de tres especies de mosquitos, incluido Ae. aegypti. Si bien en esta
tesis no se cuantificd la cantidad de sangre ingerida por las hembras, no seria de
esperar que un compuesto que actia como un JHA interfiriera con la elasticidad de

la cuticula; aunque seria interesante evaluar este aspecto, asi como también el
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efecto del IGR sobre el desarrollo de las gbnadas y la espermatogénesis en los

machos.

3. Evaluacion del efecto insecticida de 1a pastilla fumigena en

campo

La metodologia mas utilizada para controlar el mosquito adulto durante los
brotes de dengue, es el rociado espacial de insecticidas en formulados tipo ULV.
Este tratamiento tiene un bajo o nulo efecto larvicida, tanto fuera como dentro de
las viviendas y muchas veces ha resultado ser ineficaz en el control de las
poblaciones de mosquitos adultos*®. Una de las razones de esta baja efectividad es
el comportamiento de reposo de Ae. aegypti, que puede ser encontrado en los
armarios, debajo de las camas, detras de los muebles, y en espacios cerrados
donde es dificil el ingreso de las gotas del insecticida nebulizado™® **°. Otra
dificultad que se presenta es lograr que los propietarios abran las puertas y
ventanas de las casas durante el rociado para permitir el ingreso del aerosol.

Dado que la formulacién liquida conteniendo permetrina y pyriproxyfen,
desarrollada por nuestro laboratorio, ha mostrado una muy buena efectividad sobre
las formas inmaduras y los adultos de Ae. aegypti’®, en esta parte de la tesis se
evalu6 la efectividad, en campo, de la formulacion fumigena estudiada en el
laboratorio durante la primera parte de la tesis. Esta experiencia tuvo como
objetivo plantear una alternativa a las herramientas convencionales de control
utilizadas en el interior de las viviendas y evaluar la aceptacion, por parte de la
comunidad, de la pastilla fumigena.

Segun los resultados obtenidos en laboratorio utilizando la camara tipo Peet
Grady de 0,34 m®y la maxima concentracion de pyriproxyfen en la pastilla (2 g/kg)
con la cual se obtuvo un 100% de |E, se estarian aplicando 0,001 g de pyriproxyfen
por m®. Cuando se realizan evaluaciones de nuevos formulados en campo se suele
utilizar una concentracion diez veces mayor a la obtenida como Optima en
laboratorio. Esto se basa en recomendaciones internacionales no disponibles en
bibliografia de acceso publico. Por lo tanto, en campo corresponderia aplicar 0,01 g
de pyriproxyfen por m®. Es por eso que la recomendacién de uso del prototipo de
pastilla evaluada durante esta tesis en campo fue una pastilla de 50 gr (con 2% de

pyriproxyfen y 10% de permetrina, proporcioén 1:5) cada 75 m?>.
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3.1.Evaluacion de la efectividad de los tratamientos por

medio de bioensayos

Los resultados de la efectividad de los tratamientos realizados en campo pueden
observarse en la Tabla VI. La mortalidad de los adultos en las jaulas centinela,
tomada 24 horas luego del ensayo, fue mayor a 95% tanto en el tratamiento donde
se utilizaron solo las pastillas fumigenas dentro de las viviendas (Area B), como en
el tratamiento donde las mismas se combinaron con la aplicacion ULV en exteriores
(Area C). No se encontraron diferencias significativas entre estos dos tratamientos
(F= 0,81; gl = 18; p> 0,05). En ésta misma tabla se puede ver que la |IE fue de
alrededor del 90% para los tratamientos en ambas éareas, no encontrandose

diferencias significativas entre ellos (F= 1,12; gl = 18; p > 0,05).

Tratamiento Mortalidad Adultos %]IE (+ ES)

(% =+ ES)
Pastilla fumigena (Area B) 100 + 0,001a 89,5+ 2,4b
Pastilla fumigena + ULV (Area C) 95,5+ 4,7a 92,6 + 1,8b

Tabla VI. % IE y mortalidad de adultos (x ES) luego del tratamiento con la pastilla
fumigena (Area B) o una combinacién de la pastilla fumigena y rociado ULV
en exteriores (Area C). La pastilla fumigena pesa 50 gr y contiene 2% de
pyriproxyfen y 10% de permetrina. Letras iguales en la misma columna indica que
no hubo diferencias significativas entre los tratamientos (ANOVA de una via p>
0,05).

3.2.Evaluacion de 1a efectividad de los tratamientos por

medio de indices entomoloégicos

Los resultados de la evaluacion entomolégica antes de la aplicacion del
tratamiento mostraron que, en las cuatro areas estudiadas, los valores de indice de
larvas y adultos eran muy elevados, lo cual es caracteristico de esta zona de la
Argentina.®® Los valores del indice de adultos pueden observarse en la Figura 36.
Antes de realizar los tratamientos, este indice alcanzaba valores de entre 3 y 5
adultos de Ae. aegypti por vivienda capturados durante 10 minutos de busqueda.
No se observaron diferencias significativas entre los valores pre-tratamiento de las
cuatro areas (F= 2,38; gl = 96; p> 0,05; F= 0,66; gl = 96; p> 0,05), lo que

muestra que la poblacién de mosquitos fue relativamente consistente a lo largo de
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la regién, facilitando la comparacion de los tratamientos e indicando que no hubo

diferencias en la eficiencia de captura de adultos entre los colectores.

—— PF Habitantes - Area A —<— PF Profesional - Area B —8—PT + ULV - Area C - @- Control - Area D
50 -
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35
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2,5 -
2,0 -
1,5
1,0
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Promedio de adultos de Ae aegypti
capturados durante 10min de blsqueda

D,ﬂ T T z T T T T T T T T T
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Dias antes y después del tratamiento

Figura 36. indice de adultos (promedio de adultos capturados por casa durante 10 min de
busqueda por persona) para todas las zonas tratadas y el area de control. Dia 0 indica el
dia en que se realizo la aplicacidon. PF: pastilla fumigena, a. el indice de adultos en el &rea
tratada es significativamente diferente al de la zona control (p < 0,05), b. al menos un
tratamiento es significativamente diferente de la zona de control (en este caso el
tratamiento PF + ULV), c. no hay diferencias significativas entre las areas (p > 0,05).

Inmediatamente después del tratamiento, el indice de adultos se redujo casi a
cero en todas las areas tratadas, incluyendo el area A, donde los residentes fueron
los que aplicaron la pastilla fumigena. No hubo diferencias significativas entre
tratamientos (p > 0,05), y todos los valores fueron significativamente menores que
el area de control (F = 100,4; gl = 96; p < 0,05). Luego de 8 semanas de aplicado
el tratamiento, no se encontraron diferencias significativas entre el indice de
adultos en las areas Ay B, tampoco entre éstas areas y la zona control (p > 0,05).
Sin embargo, el indice de adultos se mantuvo significativamente mas bajo (p <
0,05) en el area C, donde se realiz6 el tratamiento combinado de pastilla fumigena
en el interior de las viviendas y rociado ULV en el exterior. Esta diferencia entre las
areas A 'y B con el area C podria deberse a que el rociado ULV en exteriores
contribuyé a bajar la poblacibn de los mosquitos adultos en el exterior de las

viviendas y por lo tanto la reinfestacion en el interior fue més lenta.
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Nueve semanas después del tratamiento (aproximadamente 63 dias), el valor del
indice de adultos de todas las areas tratadas alcanzé valores similares y no difirid
significativamente del valor del area control (F= 1,62; gl = 96; p > 0,05).

En la Figura 37 se pueden observar los resultados del indice de Breteau. Los
valores pre-tratamiento se encontraban entre 110 y 150 para las cuatro areas. En
las areas A y B, el indice de Breteau muestra un ligero descenso desde 140 a 120,
con una duracion de solamente dos semanas después de las cuales los valores del
indice en estas zonas se asemejan a los de la zona de control. Se trata de un
resultado esperable dado que en las areas Ay B el tratamiento solo se realiz6 en el
interior de las viviendas. En el area C, el indice de Breteau comenzé a descender
alrededor de 2 semanas después del tratamiento, mostrando un valor minimo de
96 a las 4 semanas después de la aplicacidon. Si bien este valor sigue siendo muy
elevado, esto representaba una disminucién de entre 30 y 40 en comparacién con
los valores pre-tratamiento y el control coincidiendo con resultados previos de
nuestro laboratorio’®. Casi 8 semanas después del tratamiento en el area C los

valores del indice de Breteau fueron similares a los de la zona de control.

——PT Habitantes - Area A —<—PT Profesional - Area B —2—PT + ULV - Area C - ®- Control - Area D
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Figura 37. Abundancia de larvas medida como Indice de Breteau, para todas las areas

tratadas y el area de control. Dia 0 indica el dia en que se realizé la aplicacién. PF: pastilla
fumigena.
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Los resultados de los puntos 3.1 y 3.2 muestran una buena penetracién de los
humos emitidos por la pastilla fumigena y su muy buena efectividad adulticida y
larvicida. Su utilizacion podria representar una nueva alternativa para el control del
mosquito Ae. aegypti en el interior de las viviendas. Asimismo una estrategia
basada en la aplicacion combinada de pastillas fumigenas en el interior de la
vivienda con la formulacién ULV en el exterior podria constituir una nueva y exitosa
alternativa para controlar las poblaciones de esta especie durante los brotes

epidémicos de dengue.

3.3.Participacion de 1a comunidad

Los programas de control del mosquito vector del dengue basados en la
participacion de la comunidad han sido definidos como “cualquier intervencion en la
gue al menos un componente esta dirigido a la comunidad” (reuniones educativas,
la participacion de lideres locales, cubrir aquellos recipientes Utiles que podrian
funcionar como criaderos o eliminar aquellos que ya no se usan, etc.)!. Sin
embargo, hay pocas referencias de la participacion activa de la comunidad
utilizando herramientas no profesionales de control quimico de mosquitos, salvo

algunas experiencias recientes en México y Venezuela®®?

con cortinas y tapas para
contenedores de agua tratadas con insecticidas. Para el control del mosquito vector
de la malaria se utilizan mosquiteros impregnados con insecticidas con la

d153

participacion de la comunida , también se utilizaron en algunos ensayos para el

control de la vinchuca, vector de la enfermedad de Chagas®*.

En esta parte de la
tesis se hizo una primera evaluacion acerca de la aceptacion de la pastilla fumigena
como herramienta de control aplicada por la propia comunidad de Puerto Libertad
(Misiones)

En la Figura 38 se muestran los resultados de las percepciones y practicas de la
comunidad respecto de la aplicacion de la pastilla fumigena como método de
control de Ae. aegytpi. S6lo el 16% de las personas que viven en el area A
asistieron al taller de formacién organizado durante la segunda etapa o etapa de
comunicaciéon (Figura 38A). A pesar de esta baja asistencia, cuando se les pregunto
acerca de "como se sienten con respecto al dengue”, en una escala del 1 al 10 en la
cual 1 significa que no le preocupa en absoluto y 10 es que estdn muy
preocupados, el 88% de la gente respondiéo dando un valor de 10. Entre los que no

asistieron al taller, el 57% no lo hizo por impedimentos personales (trabajo,
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enfermedad, no tengo tiempo, etc.), el 26% no se enterd del taller, y el 16% no
mostroé interés en participar.

Por otro lado, el 81% de las personas a las que les fue entregada la pastilla la
aplicaron (Figura 38B). Entre los que no lo hicieron, el 47% no lo hizo porque no
pudo organizar la aplicacién (no tuvo tiempo, no pudo salir de la casa, etc.), el 39%
no quiso aplicar la pastilla, y el 14% no la recibi6. A aquellas personas que
aplicaron la pastilla se les preguntdé su percepcion acerca de la facilidad de la
aplicacion, en una escala de 1 a 10 donde 1 es muy dificil y 10 muy facil, el 82% de

las personas respondié dando un valor de 10 (promedio = 9,43).

4 N

84%

)

K M Asistié @ No asistié/ W/ @ Aplicé PF B No aplicoy

Figura 38A. Resultados de la encuesta. Figura 38B. Resultados de la encuesta.
Porcentaje de jefes/jefas de hogar del area Porcentaje de viviendas que aplicaron/no
A que asistieron/no asistieron al taller de aplicaron la pastilla fumigena.

formacion.

También se les pregunto sobre los resultados obtenidos luego de la aplicacion de
la pastilla fumigena, en una escala de 1 a 10, en la cual 1 significa que los
resultados fueron malos y 10 que fueron excelentes, la media de todas las
respuestas fue 7,08. Por otro lado, el 80% de los residentes que aplico la pastilla lo
hizo durante la misma semana en que se realiz6 la aplicacién profesional, como se
les habia solicitado.

La Figura 39 muestra la preferencia de los residentes respecto a quién deberia
aplicar la pastilla fumigena, los resultados muestran que el 80% de los encuestados

prefiere aplicarla ellos mismos.
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Figura 39. Preferencia de los residentes del area A respecto de quién deberia aplicar la
pastilla fumigena.

80%

9%

Para que un programa de control del Ae. aegypti sea sostenible en el tiempo
requiere la participacion de la comunidad. Como se ha indicado en varios

trabajos'®® 1°°

, las estrategias de participacion comunitaria en areas urbanas son
dificiles de mantener debido a que la comunidad a menudo carece de cohesién y no
mantiene los esfuerzos de control. Por otro lado, las campafas educativas
presentan resultados diferentes en cuanto a la reduccion de los indices
entomoldgicos, mientras que algunos estudios muestran que las mismas tienen

187.158 otros encontraron un descenso de estos indices*®®.

efectos limitados

Los resultados del ensayo de campo muestran que el 88% de los residentes de
Puerto Libertad estaban muy preocupados por contraer dengue. Sin embargo, es
evidente que no se tuvo en cuenta el taller de capacitacion como parte de un
programa de participacibn comunitaria, ya que soOlo el 16% de los residentes
asistié. Por otro lado, la pastilla fumigena fue ampliamente aceptada; el 81% de los
residentes que la recibieron la aplicd, y los indices entomoldgicos mostraron que
tuvo la misma efectividad cuando fue aplicada por la comunidad que cuando lo hizo
el personal del Programa Nacional de Control de Vectores. Es interesante destacar
que los residentes que no aplicaron la pastilla fumigena (19%) tampoco asistieron
al taller de capacitacion.

Aunque el 80% de los residentes prefieren aplicar la pastilla fumigena ellos

mismos, la mayoria dijo que la capacitacion previa es fundamental, aunque esto se
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contradice con el hecho de que solo unas pocas personas asistieron al taller de
capacitacion correspondiente. Casi todos los habitantes consideraron que la pastilla
fumigena es de féacil aplicacion, lo que se corresponde con los resultados
entomologicos obtenidos, particularmente con el indice de adultos.

Esta parte de la tesis demuestra que la comunidad es capaz de participar en un
programa de control de los mosquitos a través del uso de herramientas de control
de uso no profesional, como la pastilla fumigena. Por otro lado, habria que buscar
aproximaciones alternativas a los talleres de capacitacion, ya que no toda la
comunidad esta dispuesta o tiene tiempo disponible para asistir.

Por lo tanto, en una ciudad como Puerto Libertad, los resultados de esta tesis
sugieren que, una estrategia de control que les otorgue a los habitantes una
herramienta no profesional de control quimico es preferible a una estrategia basada
exclusivamente en programas de comunicacién orientados a promover cambios

culturales.
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Durante el desarrollo de esta tesis se estudid la estabilidad térmica de los
insecticidas pyriproxyfen, permetrina y cis-permetrina solos o combinados como
parte de una formulaciéon fumigena. Asimismo se evaluaron los efectos letales y
subletales de estos ingredientes activos sobre las formas inmaduras y los adultos
del mosquito Ae. aegypti.

A partir del estudio de la estabilidad térmica de los ingredientes activos antes
mencionados, se elaboré una mezcla fumigena en forma de pastilla conteniendo
KCIOs, dextrina, talco y cianoguanidina. Al ser encendida, la pastilla produjo una
combustion sin llama y permitié la liberacion de los ingredientes activos en los
humos. El porcentaje de recuperacién de la permetrina o la cis-permetrina en los
humos fue de aproximadamente un 50%, tanto en pastillas que contenian solo uno
de estos piretroides como en las que contenian ademé@s pyriproxyfen. Este valor de
recuperacion de los piretroides coincide con trabajos previos de nuestro

laboratorio®’ '8,

Por otro lado, se recuperdé alrededor del 95% del pyriproxyfen
presente en los humos, tanto cuando se encontraba solo en la mezcla fumigena o
junto con cis-permetrina. Sin embargo cuando se incorpor6 permetrina (la cual fue
adsorbida en talco por encontrarse en estado de liquido viscoso a temperatura
ambiente) la recuperacion del IGR en los humos fue mas baja, con valores cercanos
al 80%. Este descenso en la recuperaciéon del pyriproxyfen podria estar dado por la
presencia del isomero trans de la permetrina, cuyos productos de descomposicion
podrian dar Ilugar a moléculas o radicales libres que causen una mayor
descomposicion del IGR.

El pyriproxyfen liberado en los humos de la formulacion fumigena mostré una
gran efectividad sobre las larvas de Ae. aegypti. Cuando se utilizaron larvas tardias
del tercer estadio o tempranas del cuarto, que son las recomendadas para evaluar

R se obtuvieron valores de IE de casi 100%, con una

la efectividad de los IG
concentraciéon de pyriproxyfen en la pastilla de solo 0,2 g/kg y un tiempo de
exposicion a los humos de 30 minutos. Por otro lado, utilizando una concentracién
del IGR en la pastilla diez veces mayor (2 g/kg) pudo obtenerse un valor de IE de
mas del 90% con solo 5 minutos de exposicion a los humos.

La via de ingreso del pyriproxyfen liberado en los humos de la formulacién
fumigena es a través de su ingestion o contacto directo de los individuos tratados

con el larvicida y no por su inhalacion en los humos. Este resultado coincidié con el
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hecho de que este insecticida es altamente hidrofébico, caracteristica que favorece
el efecto larvicida por contacto®’.

Cuando se combiné el pyriproxyfen con un piretroide, ya sea permetrina o cis-
permetrina, los valores de IE fueron similares a los obtenidos cuando el IGR se
encontraba solo en la mezcla fumigena. Es decir que la concentracién de los
piretroides utilizada (1 g/kg) no produjo una mortalidad adicional de los individuos
tratados desde larvas tardias del tercer estadio o tempranas del cuarto. Esto
sugiere que los piretroides fueron aplicados en una dosis subletal para las larvas
tratadas.

Durante la evaluacion del efecto del pyriproxyfen sobre las larvas de Ae. aegypti
se observaron una serie de malformaciones en el desarrollo de los individuos
tratados, como por ejemplo: pupas que no mudaron o lo hicieron de forma
defectuosa, adultos parcialmente emergidos o unidos a la exuvia de la pupa,
adultos emergidos con deformaciones en el aparato bucal, en las patas y/o las alas.
Estas malformaciones en el desarrollo han sido observadas en varios trabajos tanto
cuando se utilizaron 1GRs pertenecientes al grupo de los inhibidores de sintesis de
quitina como al de los analogos de hormona juvenil’® %497,

Los resultados obtenidos en esta tesis muestran que la mayor parte de las
larvas tardias del tercer estadio o tempranas del cuarto tratadas con pyriproxyfen
liberado en los humos de la pastilla fumigena, mueren en el estadio de pupa,
principalmente como pupas melanizadas. Esto coincide con los datos obtenidos en

79,96, 97 por otro lado, cuando la

otros trabajos sobre Ae. aegypti y otros Culicidos
concentracién de pyriproxyfen en la pastilla fumigena fue baja se observé que un
mayor numero de individuos alcanz6 el estadio adulto y murié luego. Cuando la
cantidad del IGR fue mas elevada, una mayor cantidad de individuos murié como
pupa blanca o no melanizada. La aplicacion de pyriproxyfen en las larvas tardias del
tercer estadio o tempranas del cuarto podria haber afectado la expresion de genes
vinculados con la metamorfosis de larva a pupa o de pupa hacia adulto, e
inhibiendo el desarrollo de los discos imaginales. Asi, al momento de producirse el
pico de ecdisona que marca la metamorfosis hacia pupa o adulto, la muda se
produciria de manera incompleta o defectuosa, provocando la muerte del individuo.

Ademas del efecto sobre la mortalidad, la aplicacién de los IGR pertenecientes al
grupo de los JHA puede prolongar la duracion de los diferentes estadios inmaduros

79, 97

del ciclo de vida de los individuos tratados En esta tesis se encontré que la

aplicacion de pyriproxyfen liberado en los humos de la pastilla fumigena produjo un
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retraso de dos dias en la formacion de las pupas respecto al grupo control. Sin
embargo no provocoé el mismo efecto en el pasaje del estadio de pupa a la
emergencia del adulto.

El estadio de L4 resulto ser el mas susceptible al pyriproxyfen, coincidiendo con

el trabajo realizado por Lan y Grier'®®

utilizando metoprene. La mayor sensibilidad
de las L, podria estar dada por la presencia de un JHA en un periodo en que los
niveles de la JH enddégena comienzan a descender para permitir la muda hacia el
estadio de pupa. Las L, mostraron una aparente tolerancia al pyriproxyfen en
comparaciéon con el resto de los estadios larvales. Este hecho podria deberse a la
exposicion al insecticida en un momento del ciclo de vida de los mosquitos en que
no produce efecto, induciendo a las enzimas que participan en el metabolismo de
xendébioticos e incrementando su degradacion. Fendmenos similares han sido

observados para otros insecticidas™% **!

. Otra posible explicacion para la diferencia
de susceptibilidad observada en los estadios larvales podria ser una disminuciéon de
la biodisponibilidad del pyriproxyfen a medida que transcurre el tiempo. Esto se
podria deber a una interaccion de las particulas del IGR dispersadas en los humos
con las paredes del recipiente plastico donde se encuentran las larvas, cuya
consecuencia seria que la concentracién del insecticida en el momento en que las L,
o las L; alcanzan el estadio de L4, donde este larvicida ejerce su accién, seria
insuficiente para producir el efecto deseado.

La mortalidad para todos los estadios larvales evaluados, excepto el de L, se
produjo principalmente en el estadio de pupa o adulto dependiendo del tiempo de
exposicion a los humos. El 20% de las L; murié como larva y la |E fue superior a la
de las L,. Esto indicaria que las L; son mas sensibles, probablemente debido a que
la cuticula aun no se encuentra del todo formada, hecho que favoreceria el ingreso
del pyriproxyfen'*?>** En estas circunstancias, el insecticida podria actuar a través
de un modo de accion secundario produciendo la mortalidad de las L; durante las
primeras horas posteriores al tratamiento.

El agregado de un piretroide a la mezcla fumigena con pyriproxyfen mostré una
muy buena efectividad sobre los adultos de Ae. aegypti con un TVs, de entre 15y
20 minutos, siendo més efectiva la pastilla conteniendo el isGbmero cis de la
permetrina que aquella que contenia la mezcla de isbmeros. Estos resultados
coinciden con trabajos previos que demostraron que el isbmero cis de la permetrina

es mas efectivo sobre los adultos de esta especie de mosquito**®.
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Muy pocos trabajos han evaluado el efecto de insecticidas sobre los huevos de
mosquitos. En el presente trabajo, cuando se evalud el efecto del pyriproxyfen
liberado en los humos de la pastilla fumigena sobre los huevos de Ae. aegypti, no
se manifestd actividad ovicida ni por inmersion ni cuando fueron depositados sobre
una superficie tratada con este IGR.

La baja permeabilidad de los huevos de Ae. aegypti podria explicar la falta de
efecto ovicida del pyriproxyfen por inmersién. Se ha demostrado que entre las 11 y
las 13 horas luego de la oviposicién, momento en que se forma la cuticula serosa
en el embrién, los huevos desarrollan la maxima resistencia a la pérdida o ingreso

de agua®® ®°.

Entonces seria probable que tampoco ingresen moléculas de mayor
tamafio como insecticidas. Los JHA son mas eficaces durante la fase inicial de la
embriogénesis interrumpiendo el desarrollo del embrién cuando son aplicados en
huevos recién colocados o jovenes'?®. Sin embargo en esta tesis tampoco se
observé efecto ovicida cuando las hembras colocan los huevos en una superficie
donde se depositaron los humos conteniendo pyriproxyfen. Esto puede deberse a
que el pyriproxyfen podria no solubilizarse en el agua que se encuentra sobre el
algodén utilizado para la oviposicion y por lo tanto no quedaria biodisponible para
producir un efecto ovicida. Por otro lado, la concentracién y el tiempo de exposicion
a humos utilizados en esta tesis podrian ser insuficientes para producir un efecto
sobre la eclosion de los huevos de esta especie de mosquito.

Cuando se utilizan IGRs, tanto los pertenecientes al grupo de los JHA como los
inhibidores de la sintesis de quitina, se observa como resultado una reduccion de la
emergencia de adultos. También, parecen tener efectos secundarios sobre la
reproduccion de las hembras, particularmente sobre la fecundidad (aumento o
disminucion del nimero de huevos puestos) y sobre la fertilidad (reduccién del
porcentaje de eclosion o de la viabilidad de los huevos)® '** %2 En esta tesis, las
hembras sobrevivientes a un tratamiento con pyriproxyfen desde larvas tardias del
tercer estadio o tempranas del cuarto depositaron menos huevos que el respectivo
control. Sin embargo, no se encontraron diferencias en el numero de ovariolas por
hembra entre el grupo control y el tratado, tanto en las hembras que habian sido
alimentadas con sangre como en aquellas que no lo fueron. Estos resultados
indicarian que el uso de pyriproxyfen, en la concentracion subletal evaluada, no
interferiria con el desarrollo de los discos imaginales que dan origen a las génadas

en las hembras de mosquitos de Ae. aegypti, ni con otro proceso de formacion de
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las ovariolas, pero alterarian el proceso de formacion de los huevos. Ademas, la
eclosion de los huevos colocados por las hembras sobrevivientes al tratamiento fue
un 20% menor que en el grupo control. Estos resultados indican que el
pyriproxyfen disminuye la fertilidad y fecundidad de las hembras sobrevivientes a
un tratamiento desde larvas con una dosis subletal.

Ae. aegypti es un mosquito doméstico cuyos sitios de reproduccién (en su
mayoria recipientes de almacenamiento de agua para consumo) experimentan
frecuentes variaciones de volumen de agua, resultando en una disminucién del
efecto insecticida. El hecho de que el pyriproxyfen disminuya la fertilidad vy
fecundidad de las hembras que emergen de un recipiente conteniendo dosis
subletales es altamente relevante dado que, aunque no cause la mortalidad de los
individuos tratados, podria producir un descenso en la poblacion del vector a través
de sus efectos subletales sobre el adulto.

La metodologia mas utilizada para controlar el mosquito adulto durante los
brotes de dengue es el rociado espacial de insecticidas en formulados de tipo ULV.
Este tratamiento tiene un bajo o nulo efecto larvicida, tanto fuera como dentro de
las viviendas y muchas veces ha resultado ser ineficaz en el control de las
poblaciones de mosquitos adultos'*®. Una de las razones de esta baja efectividad es
el comportamiento de reposo de Ae. aegypti, que puede ser encontrado en los
armarios, debajo de las camas, detras de los muebles y en espacios cerrados donde

es dificil el ingreso de las gotas del insecticida nebulizado*® **°,

La aplicacion del
formulado fumigeno con pyriproxyfen y permetrina estudiado en esta tesis en
condiciones de laboratorio podria funcionar como una alternativa a las herramientas
convencionales de control utilizadas en el interior de las viviendas. Por esto se
decidio probar en un ensayo de campo su efectividad sobre las larvas y los adultos
de Ae. aegypti junto con una evaluacion de la aceptacion, por parte de la
comunidad, de esta herramienta de control.

El ensayo de campo se realiz6 en Puerto Libertad, Misiones. La pastilla fumigena
conteniendo permetrina y pyriproxyfen se aplicé en el interior de las viviendas
produciendo una mortalidad de los adultos del 95% y una |IE de alrededor del 90%.
El indice de adultos se redujo casi a cero inmediatamente después del tratamiento,
tanto en el area donde la aplicacién la realiz6 la comunidad como en la de
aplicacion profesional, indicando que la pastilla es de facil aplicacion y que la

comunidad esté dispuesta a aplicarla. Esto coincidié con el hecho de que el 81% de

las personas que recibieron la pastilla la aplicé y cuando se les pregunté acerca de

119



Conclusiones

la facilidad de la aplicacion, en una escala de 1 a 10 donde 1 es muy dificil y 10
muy facil, el 82% de las personas respondié dando un valor de 10 (promedio =
9,43).

Por otro lado, solo el 16% de las personas asistié al taller de formacién que
incluy6 en su temética: caracteristicas de la enfermedad del dengue, el control del
mosquito vector y las correspondientes medidas de seguridad e instrucciones de
encendido para la aplicacion de la pastilla fumigena. Esto se encuentra en
contraposicion con el hecho de que el 80% de los encuestados valora la posibilidad
de aplicar ellos mismos la pastilla fumigena destacando que la capacitaciéon previa
es fundamental.

Los resultados de esta tesis muestran una muy buena efectividad del
pyriproxyfen y la permetrina liberados en los humos de la pastilla fumigena sobre
los estadios inmaduros y el adulto del mosquito Ae. aegypti, tanto en condiciones
de laboratorio como en campo. La utilizacibn de esta nueva formulacién podria
representar una nueva alternativa de control del mosquito en el interior de las
viviendas con un modo de accibn mas selectivo que los productos actualmente en
uso. Ademas, se demuestra que la comunidad es capaz de participar en un
programa de control de los mosquitos a través de la aplicacién de herramientas de
control de uso no profesional, como la pastilla fumigena. Sin embargo, a pesar de
gue la capacitacién previa en la utilizacién de dicha herramienta es fundamental,
habria que buscar aproximaciones alternativas a los talleres de capacitacién, ya que

no toda la comunidad esta dispuesta o tiene tiempo disponible para asistir.
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ANEXO I

ENCUESTA DENGUE - ABRIL 2009 N°ENCUESTA

1. ] HOMBRE 2.[ | MUJER

BLOQUE PASTILLAS FUMIGENAS

1. Usaron en su casa la pastilla fumigena que se le entregd para matar los mosquitos que transmiten

dengue?
1 |Si
2 |No

9 | No sabe/No contesta (NO LEER)

A QUIENES RESPONDIERON NO (CODIGO 2) EN PREGUNTA ANTERIOR. RESTO PASA A
PREGUNTA 3

2. ;Por qué no la us6? ESPONTANEA — MULTIPLE - REGISTRAR RESPUESTA EN EL CODIGO DE
LA GRILLA QUE CORRESPONDA

1 Porque no me llego6 la pastilla fumigena

Porque no sabia como usarlo

Porque no me parecia que fuera a dar buenos resultados

Porque tengo hijos y creo que les va a hacer mal

Porque tenia miedo/no queria que nos hiciera mal a las personas de la casa

Porque me parece peligrosa

Porque no tuve tiempo

Porque no quise

Ol 0| N[ OO O | W| N

Porgue no me parecié urgente

—_
o

Porque se me perdié

Otra: Especificar:
11

12 Ns/Nc
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ATENCION: LUEGO DE RESPONDER PREGUNTA 2 PASAR A “BLOQUE CAPACITACION”
(PREGUNTA 17)

A QUIENES RESPONDIERON SI (CODIGO 1) EN PREGUNTA 1

3. ;Quién se encargd de poner la pastilla fumigena en la casa? ESPONTANEA - PUEDE SER
MULTIPLE (Ej: si responde “yo y mi marido” se registran los dos cédigos que correspondan) —
REGISTRAR Y MARCAR CODIGO QUE CORRESPONDA

1 Yo/El encuestado

El conyuge

Mi hija/o / mis hijos

Mi hermana/o / mis hermanos

Mi yerno/nuera

Mi suegra/suegro

N| O o A O] N

Un amigo / vecino

Otro: Especificar:

9 Ns/Nc

4. ; Aproximadamente cuanto tiempo después que le entregaran la pastilla fumigena la pusieron en su
casa? ESPONTANEA - UNA SOLA RESPUESTA - REGISTRAR PUNTAJE EN GRILLA NUMERICA Y
LUEGO MARCAR EL CODIGO QUE CORRESPONDA. ATENCION: SI RESPONDE “EL MISMO DiA”
REGISTRAR “0” EN GRILLA NUMERICA.

El mismo dia que me lo entregaron

1 6 2 dias después

3 6 4 dias después

5 6 6 dias después

A | WO N =

Una semana después

Otro, Especificar:

7 Ns/Nc
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5. ;Qué cosas hicieron en su casa para poder poner la pastilla fumigena? ESPONTANEA — MULTIPLE -
REGISTRAR RESPUESTA EN EL CODIGO DE LA GRILLA QUE CORRESPONDA

Cerré todos los alimentos

Guardé todo lo que estaba a la vista

Cerré ventanas y puertas que dan afuera de la casa

Abri puertas y placares de adentro de la casa

Al | W N =

Les dije a todos los de la casa que se fueran

Otra, Especificar:

7 Ns/Nc

6. ¢Cuanto tiempo esperd afuera para volver a entrar a su casa, luego de poner la pastilla fumigena?
ESPONTANEA - UNA SOLA RESPUESTA - REGISTRAR RESPUESTA EL CODIGO DE LA GRILLA
QUE CORRESPONDA

1 Menos de 50 minutos

2 50 minutos

3 Mas de 50 minutos

Otro, Especificar:

5 Ns/Nc

7. Si Ud. tuviera que evaluar la dificultad de la pastilla fumigena que ustedes mismos pusieron en su
casa, con un puntaje del 1 al 10 donde 1 es muy dificil y 10 es muy facil, ;qué puntaje le pondria?
ESPONTANEA - UNA SOLA RESPUESTA - REGISTRAR PUNTAJE EN GRILLA NUMERICA

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

99. Ns/Nc

A QUIENES EVALUARON LA DIFICULTAD CON UN PUNTAJE INFERIOR A 5; RESTO PASE A P9
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8. ¢Por qué razones Ud. considera que la dificultad es un...? ESPONTANEA - PROFUNDIZAR -
REGISTRAR TEXTUAL

99. Ns/Nc

9. ¢Y como evaluaria la experiencia de haber hecho ustedes mismos el tratamiento en su casa?
También utilizando una escala del 1 al 10 donde 1 es que la experiencia fue muy mala y 10 que la
experiencia fue muy buena. ESPONTANEA - UNA SOLA RESPUESTA - REGISTRAR PUNTAJE EN
GRILLA NUMERICA

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

99. Ns/Nc

10. ¢Por qué razones Ud. la evalla con un...? ESPONTANEA — PROFUNDIZAR - REGISTRAR
TEXTUAL

99. Ns/Nc

11. Y también utilizando un puntaje del 1 al 10, donde 1 es que dio pésimos resultado y 10 es que dio
resultados excelentes, ¢qué puntaje le pondria a la pastilla fumigena que ustedes mismos pusieron en
su casa? ESPONTANEA - UNA SOLA RESPUESTA - REGISTRAR PUNTAJE EN GRILLA
NUMERICA

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

99. Ns/Nc
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12. ;Qué cosas, si es que alguna, le parecieron negativas/malas de la pastilla fumigena que pusieron
ustedes mismos es su casa? Registrar hasta 3 cosas. Profundizar en las tres primeras. ESPONTANEA —
MULTIPLE - REGISTRAR RESPUESTA EN EL CODIGO DE LA GRILLA QUE CORRESPONDA

1 Que tira humo / mucho humo

Que hace mal a los niflos

Que tiene olor muy fuerte / olor fuerte

Que hay que esperar mucho tiempo para volver a entrar a la casa

Que no llega a todos los ambientes

Que se usa con fuego

Que la mecha no prende bien

Que hace mal a la salud

O O N| O O | W N

Que ensucia la casa

—_
o

Que lo tengo que hacer yo
Todo
Nada

Otras, Especificar:

—
—

—_
N

13

14 Ns/Nc

13. .Y qué le parecid lo mejor del tratamiento? ESPONTANEA - MULTIPLE - REGISTRAR
RESPUESTA EN EL CODIGO DE LA GRILLA QUE CORRESPONDA

1 Que se hace con humo
2 Que no hace mal a las personas
3 Que llega a todos los ambientes
4 Que llega al techo
5 Que mata todos los bichos que hay en la casa
6 Que es de buena calidad
7 Que no es tdxico
8 Que es gratis
9 Que lo puede hacer uno mismo
10 |Todo
11 Nada

Otras, Especificar:
12
13 |Ns/Nc
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14. Teniendo en cuenta la experiencia que tuvo de haber hecho Ud. mismo/ustedes en su casa el
tratamiento y recordando otras veces en las que vinieron otras personas a hacerlo en su casa, ¢qué
prefiere, hacerlo Ud. mismo o prefiere que vengan otras personas? SOLO UNA RESPUESTA

Prefiero hacerlo yo mismo / alguien de la casa

Prefiero que vengan otras personas a hacerlo
Me da lo mismo (NO LEER)
Ns/Nc

B WO N =

15. ;Con qué frecuencia cree Ud. que deberia ponerse la pastilla fumigena en las casas?
ESPONTANEA — SOLO UNA RESPUESTA - REGISTRAR RESPUESTA EN EL CODIGO DE LA
GRILLA QUE CORRESPONDA

Todos los dias

1 /2 veces por semana

Cada dos semanas / Cada 15 dias

Cada tres semanas

1 vez por mes

| O | WO N =

Mas de una vez por mes

Otra, Especificar:

8 Ns/Nc

16. Los expertos en la temética del dengue dicen que para poder prevenir el dengue es necesario hacer
el tratamiento en las casas como minimo una vez al mes. 4 Qué opina Ud. de esta frecuencia? Ud. diria
que es... LEER — UNA SOLA RESPUESTA

Demasiado seguido / deberia hacerse con menor frecuencia

El tiempo justo y necesario

Muy espaciado en el tiempo / deberia hacerse con mayor frecuencia
Ns/Nc (NO LEER)

Al WO N =
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BLOQUE CAPACITACION

17. ¢ Ha asistido a la capacitacién que se hizo, en la cual se explicé cémo usar la pastilla fumigena?

1 |Si
2 |No
9 | No sabe/No contesta (NO LEER)

A QUIENES NO ASISTIERON (CODIGO 2) SEGUN PREGUNT ANTERIOR. RESTO PASA A
PREGUNTA 19

18. ¢Por qué razones no ha asistido a la capacitacién? ESPONTANEA — MULTIPLE - REGISTRAR
RESPUESTA EN EL CODIGO DE LA GRILLA QUE CORRESPONDA

Porque no llegué

Porque no sabia donde era/ a qué hora era

Porque no podia

Porque no me parecia que fuera a ser util

Porque no me enteré / no me avisaron

| O | W N =

Porque no me interesa

Otras, Especificar:

8 Ns/Nc

ATENCION: LUEGO DE PREGUNTA 18 PASAR A “BLOQUE DENGUE” (PREGUNTA 21)

A QUIENES ASISTIERON A LA CAPACITACION SEGUN PREGUNTA 17.
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19. ;,Como evaluaria Ud. la capacitacién? Utilice por favor una escala del 1 al 10 donde 1 es muy mala y
10 que es muy buena. ESPONTANEA - UNA SOLA RESPUESTA - REGISTRAR PUNTAJE EN
GRILLA NUMERICA

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

99. Ns/Nc

20. ¢Por qué razones la evalia Ud. con un...? ESPONTANEA - PROFUNDIZAR - REGISTRAR
TEXTUAL

99. Ns/Nc

BLOQUE DENGUE

21. Ahora pensando en la enfermedad del Dengue. ¢Cuanto le preocupa a Ud. la enfermedad?
Utilizaremos nuevamente un puntaje de 1 a 10 donde 1 es que no le preocupa nada y 10 que le
preocupa muchisimo. ESPONTANEA - UNA SOLA RESPUESTA - REGISTRAR PUNTAJE EN GRILLA
NUMERICA

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

99. Ns/Nc
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22. Ahora voy a leerle una serie de frases y me gustaria que me diga en qué medida esta Ud. de
acuerdo con cada una de ellas, utilizando nuevamente la escala de 1 a 10 donde 1 significa que Ud. esta
nada de acuerdo con la frase y 10 que estda muy de acuerdo con ella. LEER FRASES - UNA SOLA
RESPUESTA POR FRASE - REGISTRAR PUNTAJE EN CADA GRILLA SEGUN CORRESPONDA

El dengue es una enfermedad que puede afectar a cualquier persona

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

99. Ns/Nc

El dengue solo puede prevenirse si todos los vecinos hacemos algo en conjunto

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

99. Ns/Nc

El dengue solo puede prevenirse si cada uno cuida bien su casa

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

99. Ns/Nc

El dengue solo puede combatirse si el gobierno se hace cargo del problema

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

99. Ns/Nc

23. Ademéas de la pastilla fumigena, qué otras cosas hace / hizo para prevenir el dengue?
ESPONTANEA - MULTIPLE - REGISTRAR RESPUESTA EN EL CODIGO DE LA GRILLA QUE
CORRESPONDA

No acumulo cacharros en la casa

Limpio bien la casa

No acumulo basura

Charlo con otros vecinos sobre el tema / me junto con otros vecinos a charlar sobre el tema

Fumigo

Quemo basura

Tapo todo para que no se acumule agua
Nada

Otras, Especificar:

O N| O O | W N =

10 Ns/Nc
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24. ;Qué cosas cree Ud. que deberian hacer las autoridades para evitar que haya una epidemia de
dengue? ESPONTANEA — MULTIPLE - REGISTRAR RESPUESTA EN EL CODIGO DE LA GRILLA
QUE CORRESPONDA

Repartir pastillas fumigenas méas seguido

Fumigar mas seguido

Que organicen charlas informativas mas seguido

Que nos entreguen folletos

Que nos expliquen / ensefien mas

Se tienen que hacer cargo de todo
Nada

Otras, Especificar:

N O o A WO M| =

9 Ns/Nc

25. ;Piensa Ud. que podria haber aqui una epidemia de dengue?

1 |Si
2 |No
9 | No sabe/No contesta (NO LEER)

26. ¢Y quién cree Ud. que es el principal responsable de evitar una epidemia de dengue? LEER -
REGISTRAR UNA SOLA RESPUESTA

1 | El gobierno nacional

2 | El gobierno provincial

3 | El municipio

4 | Los vecinos

5 |Todos (NO LEER)

6 | Nadie (NO LEER)
Otro, Especificar:

7

8 |Ns/Nc
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Pastillas con pyriproxyfen solo

ANEXO I1

Pastillas con cis-permetrina solo

LYT

Humos Restos Total
Pastilla N° % KCIOj; final en la pastilla % % %
1 12,8 51,8 22,6 74,4
2 14,1 63,9 28,0 91,9
3 15,3 53,2 24,4 77,5
4 15,3 56,5 7,5 64,0
5 16,0 63,2 5,0 67,8
7 16,0 53,7 4.6 58,3
8 20,0 93,4 5,3 98,7
9 20,0 92,5 8,5 101,0
Humos Restos Total
Pastilla N° % KCIO; final en la pastilla % % %
1 16,0 53,1 1,1 54,2
2 16,0 50,5 0,1 51,6
3 20,0 56,7 1,3 58,0
4 20,0 61,5 1,1 62,6
5 20,0 55,3 0,7 56,0




Pastilla pyriproxyfen - cis-permetrina

8T

pyriproxyfen cis-permetrina
Pastilla N° % KCIOs final en la pastilla Humos (%) Restos (%) Humos (%) Restos (%)
1 15,5 48,5 22,4
2 15,5 42,7 16,9
3 15,5 42,3 7,7 21,8 0,5
4 20,0 91,2 50,1
5 20,0 95,9 6,1 56,3 1,1

Las pastillas con permetrina se prepararon directamente con 20%

recuperacion son los presentados en la tesis.

de KCIO; y los resultados de
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