Universidad Abierta
Interamericana

Susceptibilidad a insecticidas comerciales
reguladores del crecimiento en larvas y

pupas del mosquito Aedes Aegypti

Autor: Torrano Juan Martin

Tutor: Lucas Forlani

Co-Tutor: Cecilia Travella

Tesis presentada para optar al titulo de:
Medico

Universidad Abierta Interamericana
Facultad de Medicina y Ciencias de la Salud
Medicina
Rosario, Argentina
2019



RESUMEN

Aedes Aegypti es vector de virosis tales como dengue, zika, chikungunya, fiebre amarilla.
Dichas enfermedades impactan directamente sobre los seres humanos debido a que el ciclo
bioldgico de este insecto se desarrolla principalmente en areas urbanas. La Organizacion
Panamericana de la Salud (PAHO) instd a los paises de la region a que impulsen la
investigacion cientifica sobre nuevas herramientas técnicas y ejecuten evaluaciones
permanentes de las existentes para lograr el mayor impacto en el control vectorial. El control
de estadios acuaticos -larvas y pupas- del mosquito es una de las estrategias elegidas para
mitigar el impacto de las enfermedades que transmiten. Reguladores del Crecimiento de
Insectos (IGRs) han demostrado ser capaces de combatir mosquitos de importancia para la
salud publica, con una seguridad considerable para el ambiente y organismos no blanco,
incluyendo mamiferos. Para contribuir al control de los estadios inmaduros de los mosquitos
utilizando métodos con bajo impacto ambiental, evaluamos, bajo condiciones de laboratorio,
la eficacia dos formulados comerciales de IGRs en una poblacion colonizada de Ae. Aegypti
provenientes de huevos recolectados de la ciudad de Rosario. En los experimentos, larvas y
pupas del mosquito fueron expuestas a diferentes concentraciones de los insecticidas de
acuerdo a dosis recomendadas. La eficacia de las formulaciones fue expresada como
Porcentaje de Inhibicion del Desarrollo del Estadio Adulto (IE %). Los resultados mostraron
una diferencia en la susceptibilidad a ambos insecticidas entre larvas y pupas. En el presente
experimento se demostrd la efectividad de los dos formulados comerciales IGR contra una

cepa de Ae. Aegypti en concentraciones menores a las recomendadas.

PALABRAS CLAVE: Aedes Aegypti, Dengue, Control, Insecticidas, Susceptibilidad.
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INTRODUCCION

Los mosquitos representan los insectos mas conocidos como transmisores de enfermedades
alrededor del mundo. Entre las especies de mosquitos de mayor trascendencia, dada la
distribucion y el nimero de patologias que transmiten, se destacan las del género Aedes, en
particular Ae. Aegypti (Eldridge, 2004). En la actualidad se ha documentado la presencia de
estos insectos en diversos paises de América, en donde Ae. Aegypti es el principal vector del
Virus del Dengue (DENV), Virus de la Fiebre Amarilla (YFV), Virus Chikungunya
(CHIKV) y Virus del Zika (ZIKV) (Gubler & Trent, 1993; Roth et al., 2014).

El mosquito Ae. Aegypti es una especie urbana que se alimenta casi exclusivamente de
humanos. Su ciclo de vida incluye una fase acuatica -huevo, cuatro estadios larvales y pupa-
y una de vida libre -adultos-. El tiempo requerido desde la eclosidn de los huevos hasta la
aparicion de los adultos puede ser de 15 a 20 dias (Nelson, 1986; Eldridge, 2004).
Actualmente, la fiebre por dengue es considerada de mayor trascendencia en la salud publica
de diversos paises por ser una enfermedad infecciosa aguda, de etiologia viral, con cinco
serotipos: DEN-1, DEN-2, DEN-3, DEN-4 y DEN-5, el quinto serotipo DEN-5 se ha aislado
en octubre de 2013, este serotipo sigue el ciclo selvatico a diferencia de los otros cuatro
serotipos que siguen el ciclo humano (Gubler, 2002; World Health Organization [WHO],
2009; Normile, 2013; Mustafa, Rasotgi, Jain & Gupta, 2015). La infeccién en humanos surge
por la picadura de hembras de Ae. Aegypti infectadas con dicho virus, que, con base en el
serotipo, puede manifestarse solamente como Fiebre por Dengue (FD), verse acompafiado
por hemorragias (Fiebre Hemorragica por Dengue) o presentarse en su forma mas grave
como Sindrome de Choque por Dengue (SCD) (WHO, 2009). Debido a su alta morbilidad y
rapida expansién, la WHO ha estimado alrededor de 50 millones de infecciones debidas a
dengue anualmente en el mundo, y se calcula que 2.500 millones de personas se encuentran

en riesgo de ser infectadas por esta enfermedad (WHO, 2009,2012).



A partir del afio 1999, surgié la preocupacion por el restablecimiento del dengue en
Argentina, debido a factores como las altas densidades del vector, la presencia endémica del
virus en los paises vecinos y el deterioro de las condiciones de salubridad, sumado al clima
subtropical de la regiones norte y central del pais, que favorecen las condiciones para la

reemergencia de la enfermedad (Zambrini, 2011).

En Argentina se evidencid la circulacién del DENV en diversas regiones del pais: en 1998,
el DENV-2 fue detectado en el noroeste; en el 2000, se produjo un brote provocado por
DENV-1 en el noreste del; entre los meses de diciembre de 1999 y marzo del afio 2000, se
detectaron y trataron en Buenos Aires 38 casos importados desde Paraguay, que en ese mismo
periodo reporté 42.000 casos; posteriormente, en 2004, un nuevo brote se registro en
Tartagal, con un total de 487 casos sospechosos de dengue. En los afios 2007 y 2008, se
presentaron casos de dengue localizandose en las provincias de Salta, Corrientes y Formosa,
donde se confirmaron 53 casos de DENV 1, 2y 3 (Zambrini, 2011).

En Argentina, cerca del 87% de la poblacion vive en ambito urbano, de manera que la gran
mayoria de la poblacion habita en lugares donde el mosquito encontraria condiciones
favorables para su desarrollo. Desde el punto de vista temporal el riesgo seria maximo en los
meses de enero, febrero y marzo, con riesgo medio en los meses siguientes y casi nulo entre
junio y septiembre, los meses frios. Ademas, los meses de mayor infestacion coinciden con
la época de vacaciones en el pais, cuando los turistas regresan con el virus en su sangre e

incrementan la posibilidad de brotes epidémicos (Zambrini, 2011).

En Rosario, la humedad y la temperatura del medio ambiente, asi como, la densidad de
poblacion humana y la disponibilidad de reservorios de agua para oviposicion, constituyen
factores que ayudaron a la proliferacion del Ae. Aegypti. Las mayores tasas de oviposicion

del mosquito guardan correlacion con la época de precipitaciones, en verano.

En los meses finales del afio 2008, se desarroll6 en Bolivia una epidemia de dengue. En abril
se detectaron los primeros casos en Buenos Aires y en mayo ya se confirmaban mas de 24.000
casos autdctonos y cinco muertes por el dengue. A mediados del mes de junio se daba por
finalizada la epidemia de dengue con mas de 26.000 infectados y seis fallecidos oficiales
(Zambrini, 2011).



PROBLEMATICA

Con respecto a las virosis transmitidas por Ae. Aegypti, el dengue, zika y chikungunya han
tenido una rapida propagacion en varias regiones del mundo en las Ultimas décadas, en
especial en zonas tropicales y subtropicales hiumedas, donde se encuentra el mosquito vector.
Aln no existen tratamientos de eficacia comprobada para detener estas infecciones. La
continua expansion del vector esté facilitada por varios factores: la resistencia a insecticidas
usados para su control, las lluvias e inundaciones y el desarrollo urbano no controlado con
extensas areas de pobreza. El dengue ha aumentado 30 veces su incidencia mundial en los
ultimos 50 afios, y actualmente ya es endémico en mas de 100 paises. Cada afio ocurren unos
390 millones de infecciones, de las que unos 96 millones presentan manifestaciones clinicas
(Bhatt et al., 2013).

Por su parte, la ciudad de Rosario fue considerada de “mediano riesgo”, en funcioén de
factores socioambientales como presencia de puerto, elevada densidad poblacional y
temperaturas y humedad relativas elevadas favorables para el desarrollo del mosquito. En
esta ciudad se registra la presencia de Ae. Aegypti desde el afio 1997 mediante la colocacion
de ovitrampas en diferentes sitios, dirigidas por el Sistema Municipal de Epidemiologia

(Brote de Dengue en la ciudad de Rosario durante el afio 2009, 2009).

Si bien se han realizado esfuerzos para prevenir y controlar la transmision del dengue a través
de camparias para disminuir la abundancia del vector dentro de los hogares y sus alrededores
(Lacey & Lacey, 1990; Rodriguez, 2002), esto no ha sido suficiente ya que la transmision
del DENV se ha presentado con periodicidad (Kyle & Harris 2008; WHO, 2009, 2012).

Dada la envergadura del problema, el control de Ae. Aegypti es clave para mitigar la
propagacion del dengue, mientras continta el desarrollo de una vacuna recomendada para
los que ya han sido infectados en ciertos paises, y se producen avances en un tratamiento
antiviral especifico (Noble et al., 2010; WHO, 2017). En este contexto, actualmente el control
del insecto se enmarca en el denominado Manejo Integrado de Vectores (MIV), en donde es
necesaria la colaboracion de la comunidad local y otros sectores publicos y privados, a través
de la concientizacidn social, gestion ambiental, vigilancia epidemioldgica de la enfermedad

y vigilancia entomologica del mosquito, asi como varias estrategias de control quimico y



bioldgico del mismo, que permitan mejorar la eficacia, costo-efectividad y el nivel de
impacto ambiental del control de los mosquitos (Becker et al., 2010; WHO, 2012; Johnson
etal., 2018).

Los Reguladores de Crecimiento de Insectos (IGRs), son los grupos de compuestos quimicos
sintéticos eficaces contra estados inmaduros del Ae. Aegypti y poseen un buen margen de
seguridad para los organismos no blanco (Mulla, 1995). Esta seguridad y facilidad en el
manejo constituyen una ventaja para su uso regular como larvicidas alternos en un programa
de control del dengue (WHO, 2012).

En este trabajo final para carrera de grado se propone evaluar, mediante ensayos
toxicoldgicos de laboratorio, la susceptibilidad a dos IGRs comerciales -conteniendo
piriproxifen y triflumuron como principio activo- en una cepa de Ae. Aegypti recolectada en
la ciudad de Rosario. El tema de investigacion resulta novedoso y de interés sanitario, ya que
a la fecha son limitados los reportes pablicos que evallen la eficacia de formulados
comerciales de IGRs en cepas de mosquitos autdctonas. Se espera que los resultados
contribuyan a una seleccion adecuada y racional de los insecticidas, optimizando las
concentraciones y combinaciones que maximicen su accién contra el mosquito vector del

dengue.



MARCO TEORICO

Mosquito
El interés cientifico sobre los mosquitos del género Aedes comenzd a finales del siglo XIX,

debido a su papel como vectores en la transmision de la fiebre amarilla (Harbach & Kitching,
1998). Este género agrupa dos especies relacionadas con la transmisién de la fiebre del
dengue al humano: Ae. Albopictus (Skuse) y Ae. Aegypti. Son mosquitos urbanos que
comparten habitat con el ser humano y prefieren ambientes con agua estancada para su
reproduccién y crecimiento. En periodos de epidemia, los humanos sirven como reservorio
de las enfermedades para que los mosquitos las transmitan a otros humanos mediante su
picadura. Fuera de situaciones de epidemia, monos, aves y otros vertebrados sirven como
reservorio para el mosquito (Ng & Hapuarachchi, 2010). Ae. Albopictus, conocido como “el
tigre asidtico”, es originario del sudeste asiatico. Entro al continente americano en 1985,
desembarcando en Brasil, desde donde comenzd su dispersion. En 1998 se detectd por
primera vez en nuestro territorio de Misiones. Mientras que son especies urbanas, Ae.
Albopictus es también de ambientes silvestres, motivo por el cual su irrupcion en nuestro
medio podria servir de nexo entre ambos ambientes y favorecer asi la circulacion viral (Rossi
& Almirén, 2004).

La caracteristica mas llamativa de los artropodos es su exoesqueleto, secretado por la
epidermis subyacente. Este esqueleto externo es protector, impermeable y brinda puntos de
insercion a los masculos. El exoesqueleto no crece, por lo tanto, a medida que el animal
progresa y se desarrolla debe descartarlo y volver a formarlo, proceso conocido como muda;
el exoesqueleto descartado se lo denomina exuvia. Los mosquitos pertenecen a la Familia
Culicidae, dentro del Orden Diptera -insectos con un par de alas funcionales, es decir, que le
sirven para el vuelo; el otro par estd muy reducido y constituye el balance que actia como
organo para el equilibrio durante el vuelo-. Como todos los dipteros, los mosquitos pasan por
cuatro estados durante su ciclo bioldgico: huevo, larva, pupay adulto. Los estados inmaduros
-huevo, larva y pupa- son acuéticos, en tanto que el adulto es de vida terrestre. Se denomina
criadero a todo ambiente acuatico donde viven y se desarrollan las formas inmaduras de

mosquitos (Rossi & Almirén, 2004).



Huevo
Rara vez ha sido posible observar la oviposicion de los mosquitos en condiciones naturales.

Sin embargo, las hembras eligen la noche para oviponer. El tamafio de los huevos en general
no alcanza el milimetro de longitud. Los huevos se colocan individualmente en lugares
hamedos, fuera del medio liquido y eclosionan cuando el agua los cubre. Las hembras evitan
poner los huevos en piletas o colecciones de agua en el suelo, donde los bordes son de barro
o tierra; prefieren oviponer en lugares resguardados, especialmente donde los huevos pueden
adherirse a alguna pared. Nunca colocan los huevos sobre una superficie seca y prefieren
hacerlo sobre una superficie hiumeda a ponerlos directamente en el agua. Ademas, estos
huevos resisten la desecacion, pudiendo permanecer de 7 a 12 meses en criaderos secos. Las
cubiertas de vehiculos son importantes sitios de cria para esta especie, seguidos por
recipientes de formas cilindricas y abiertas, prefiriendo las formas grandes a medianas,
descartandose aquellos de boca angosta. El periodo de desarrollo embrionario varia de
acuerdo a ciertos factores externos, entre los cuales la temperatura tiene gran importancia.
En épocas célidas, el periodo de incubacion es corto, generalmente dos o tres dias (Rossi &
Almirdn, 2004).

Larva
El estado de larva es esencialmente acuatico y dotado de gran movilidad. La alimentacion se

basa en microorganismos y detritus organicos que se encuentran en el agua, y que la larva
puede llevar hacia la boca gracias al movimiento de sus cepillos bucales. Las larvas se dirigen
periddicamente a la superficie del agua para respirar, pero cuando estan sumergidas el
proceso continla a través del tegumento. EI abdomen posee un par de espiraculos (orificios
respiratorios) en el extremo posterior, situados en el extremo del sifén dorsal. Son
fotofdbicas, es decir, prefieren lugares sombreados. En lineas generales, la duracion del
periodo larval de los mosquitos varia entre ocho y diez dias cuando las condiciones
ambientales son favorables. Numerosos factores influyen sobre el crecimiento, algunos
inherentes a la propia especie y otros dependientes del ambiente, como temperatura,
disponibilidad de elementos nutritivos, densidad larval y presencia de depredadores. A
medida que las larvas crecen y se desarrollan deben mudar su exoesqueleto tres veces,
pasando en consecuencia por cuatro estadios larvales. Las larvas de primer estadio -las que

emergen del huevo- son pequefias, pero a medida que pasan por los sucesivos estadios



larvales van aumentando de tamafio, hasta alcanzar en el cuarto estadio aproximadamente 1

cm. La larva de cuarto estadio muda al estado de pupa (Rossi & Almirén, 2004).

Pupa
El estado de pupa es un periodo de transicion en el que ocurren profundas transformaciones

que llevan a la formacion del adulto y al cambio del habitat acuatico por el terrestre. Durante
este estado el individuo no se alimenta, por lo que los cambios que ocurren son posibles
gracias a la energia acumulada durante el estado larval. La cabeza y el trax constituyen una
estructura Unica, llamada cefalotorax, en la que se destacan las trompetas respiratorias -
estructuras tubulares para la respiracion-. Los movimientos de la pupa estan limitados al
abdomen, siendo éstos muy enérgicos y activos, aunque tienden a permanecer inmaviles,
colocando la abertura de las trompetas respiratorias en contacto con la superficie del agua
para respirar. Al final del estado de pupa, y en preparacion para la emergencia del adulto, las
pupas extienden el abdomen casi paralelo a la superficie del agua. En general, la duracion
del estado pupa es de alrededor de dos dias en condiciones favorables (Rossi & Almirén,
2004).

Adulto
Los adultos presentan una apariencia general de insectos pequefios, de porte delgado y patas

largas. Los machos son generalmente de menor tamario que las hembras y se reconocen a
simple vista por sus antenas mucho mas pilosas, como un cepillo. El largo del cuerpo de las
hembras oscila alrededor de 1 cm. Luego de la emergencia, los mosquitos adultos
generalmente buscan lugares himedos y sin corrientes de aire en los que permanecer en
reposo. Los machos se alimentan de sustancias azucaradas como néctar y frutos, a partir de
las cuales obtienen la energia que necesitan para volar hasta encontrarse con las hembras de
su especie y aparearse. Las hembras también ingieren sustancias azucaradas, pero en general
necesitan ingerir sangre -hematofagia- para poder desarrollar los huevos. Cuando un
mosquito hembra pica al hospedador buscando una fuente de sangre, primero inyecta saliva
en el lugar de la picadura. Esta tiene efecto anestésico, anticoagulante e histaminico, de modo
que el hospedador no perciba al mosquito mientras pica, la sangre no coagule como producto
de la lesion ocasionada, y mucha sangre llegue rapidamente a la zona para que el mosquito

esté el menor tiempo posible en contacto con el hospedador. Pican a las primeras horas de la



mafiana y al final de la tarde, especialmente en los tobillos. Luego de ingerir sangre, buscan
un refugio donde descansar y asi ciertas especies tienden a permanecer en las habitaciones.
Como ocurre con otros animales, los mosquitos pueden ser clasificados de acuerdo al periodo
en gue se muestran activos en diurnos y nocturnos. EI Ae. Aegypti es un mosquito de actividad
diurna a diferencia del mosquito comun de las habitaciones -Culex Pipiens Quinquefasciatus-
que es nocturno. La longevidad de los mosquitos adultos esté sujeta a condiciones climaticas
y también esta relacionada con el sexo, siendo las hembras méas longevas que los machos.
Cuando aumentan las precipitaciones aumenta el numero de criaderos y por lo tanto el
tamafio de la poblacion de adultos. El Ae. Aegypti vive en promedio un mes. Las principales
funciones del estado adulto son la reproduccion y la dispersion. En general, se considera que
una hembra puede poner entre 100 y 300 huevos luego de una comida sanguinea. A partir de
la sangre ingerida, la hembra formara las reservas nutritivas de los huevos que permitiran el
desarrollo de los embriones. Cabe recordar que, a lo largo de su vida, una hembra puede
alimentarse varias veces con sangre y en consecuencia puede depositar una cantidad
importante de huevos. Se han registrado hasta 750 huevos colocados por una hembra. La
dispersion tiene gran importancia para el conocimiento epidemiol6gico de las enfermedades;
puede ser activa, efectuada con esfuerzo propio del mosquito, o pasiva, debida a factores
independientes del mosquito como corrientes de aire. El vuelo de un mosquito depende de
varios factores tales como la presencia de criaderos, condiciones de humedad y temperatura,
direccion y velocidad de los vientos, como también de la existencia de fuentes para la
provision de sangre y lugares de refugio. La dispersion espontanea o activa de las hembras
alcanza los 100 m, por lo que durante su vida visitan pocas residencias, tendiendo a
permanecer proximas al lugar donde se desarrollaron hasta adulto. Sin embargo, la
disponibilidad de recipientes de cria condiciona la dispersion, de modo que cuando estos
resultan escasos, el rango de dispersion puede extenderse hasta los 800 m. Por otro lado, la
dispersion a través de distintos medios de transporte, como autos, trenes, barcos o aviones,
es uno de los factores mas importantes de diseminacion de estos mosquitos y de los virus

dengue de una region a otra (Rossi & Almirén, 2004).



Figura 1. Ciclo de vida del mosquito Aedes Aegypti (Centro Nacional de Programas

Preventivos y Control de Enfermedades, 2014).



Bases fisiologicas del crecimiento

El exoesqueleto confiere al insecto una estructura determinada, pero que le impide aumentar
de tamario de forma continuada. Por este motivo, para desarrollarse y alcanzar el estado de
adulto, el insecto debe liberarse de su exoesqueleto, mediante la muda o ecdisis y el acto por
el que los insectos cambian elementos de su exoesqueleto durante su crecimiento
postembrionario. En el control de la muda intervienen células neurosecretoras de
ecdisotropina -neurohormona- y glandulas secretoras. Aparecen dos tipos de glandulas, que
son los cuerpos alados, que liberan neotenina -hormona juvenil-, y las glandulas ecdisiales,
gue sintetizan ecdisona, que es la hormona responsable de la muda. El estimulo que dispara
el proceso de la muda es la presion que ejercen los tejidos sobre la pared del cuerpo cuando
se alcanza la maxima capacidad del exoesqueleto. Los estimulos son recibidos por el cerebro.
Las células neurosecretoras, que alli se encuentran, liberan ecdisotropina a la hemolinfa. Esta
neurohormona actda sobre las glandulas. Durante el estadio larvario, las glandulas de los
cuerpos alados liberan neotenina y asi se mantienen las caracteristicas larvarias. Al
desencadenar el proceso de la muda, la ecdisotropina inhibe la liberacion de neotenina y
posteriormente, estimula la produccion de ecdisona por las glandulas ecdisiales. Estos
cambios hormonales provocan la muda y el desprendimiento del exoesqueleto. La sintesis y
arreglo de la quitina en el exoesqueleto de los insectos es regulado por las hormonas de la
muda o ecdisonas y se realiza con la intervencion de numerosas enzimas que catalizan las
reacciones organicas a partir de la glucosa para terminar en la quitina. La quitina sintetasa es
la enzima méas importante del proceso. Durante el proceso de la muda el endoesqueleto es
digerido por quitinasa (Villareal, 2012).

Reguladores del crecimiento de insectos (IGRS)
Los IGRs, entre los que se destacan el piriproxifeno y el triflumuron, difieren notablemente

de otros insecticidas, ya que ejercen su efecto a través de su accion sobre el desarrollo, la
metamorfosis y la reproduccion de los insectos, perturbando la actividad normal del sistema
enddcrino (Pener & Dhadialla, 2012). Se encuentran dentro de la categoria de larvicidas,
separandose de los adulticidas, como algunos compuestos organofosforados -COFA-.
Recientemente, formulados comerciales de IGR, conteniendo piriproxifeno o triflumuron,
han sido evaluados en cepas de Ae. Aegypti mediante ensayo de laboratorio y pruebas a
campo con resultados alentadores (Vythilingam, Luz, Hanni, Beng & Huat, 2005; Martins,
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Belinato, Lima & Valle, 2008; Al-Azab, Al-ghamdi, Shaheen & Zaituon, 2013; Oo et al.,
2018). Sin embargo, la eficacia de los IGRs puede variar debido a la formulacidn, dosis
empleadas y las cepas de los mosquitos, entre otros factores (Mulla et al., 2003; Seccacini et
al., 2008a; Parashar & Prakash, 2010; Pener & Dhadialla, 2012). Por lo tanto, evaluar la
eficacia de los formulados comerciales es fundamental para promocionar el uso de estos
productos como herramientas para el control del insecto (Belinato et al., 2009; Al-Azab et
al., 2013).

Debido a las limitaciones de los tratamientos disponibles para la mayoria de las enfermedades
transmitidas por mosquitos, el control vectorial mediante el uso de agentes quimicos,
bioldgicos y métodos fisicos sigue siendo la principal forma de prevencion (WHO, 2012). El
empleo de insecticidas quimicos es un método preventivo que ha sido de gran importancia
en los ultimos 40 afios principalmente para el control de formas inmaduras del mosquito -
larvas y pupas- (Becker et al., 2010). Entre los insecticidas, el temefos -un COFA- es uno de
los més utilizado a nivel mundial en campafias de salud publica. A pesar de su eficacia
probada, en los Gltimos afios se ha detectado la aparicion de resistencia a este compuesto en
poblaciones de Ae. Aegypti en distintos paises de América latina incluyendo la Argentina
(Braga et al., 2004; Rodriguez, Bisset & Fernandez, 2007; Seccacini, Lucia, Zerba, Licastro
& Masuh, 2008; Llinas, Seccacini, Gardenal & Licastro, 2009; Lima et al., 2011; Conde et
al., 2015). En este contexto, en los ultimos 20 afios se ha avanzado en la busqueda de
insecticidas mas seguros, con modos de accion mas selectivos y menor riesgo para los
organismos no blanco -incluyendo los humanos- y el medio ambiente (Becker et al., 2010;
Licastro et al., 2010). Dentro los insecticidas sintéticos desarrollados que cumplen con estas
caracteristicas encontramos a los IGRs (Invest & Lucas, 2008). La seguridad y facilidad en
el manejo de los IGRs constituyen una ventaja para su uso regular como insecticidas alternos
en un programa de control del dengue y ademas de tener el aval de la WHO, tienen registro
World Health Organization Pesticide Evaluation Scheme (WHOPES) (WHO, 2001).

Se reconocen dos grupos de IGR: los miméticos de hormonas juveniles y los inhibidores de
la biosintesis de la quitina. En los insectos ocurre la metamorfosis desde huevo a adulto
regulada por un sistema hormonal complejo en el que intervienen principalmente la ecdisona
y la neotenina. Las concentraciones relativas de estas hormonas del insecto son muy

importantes para determinar la muda a adulto (Villareal, 2012).
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Piriproxifeno
El piriproxifeno es una hormona juvenil, que interfiere en la transformacion de la pupa al

estado de adulto; consecuentemente actlan durante un corto periodo en el estado larvario. Es
un regulador del crecimiento de insectos que afecta a la fisiologia de la morfogénesis,
reproduccion y embriogénesis de los insectos. El efecto morfogenético del piriproxifeno se
observa principalmente durante la transformacion de larva a pupa. Por lo tanto, la muerte se
produce en la fase de pupa y los mosquitos adultos no emergen. Presenta un alto nivel de
actividad frente a la emergencia de adultos del mosquito en la inhibicion de las larvas a muy
bajas dosis (Mulder & Gijswijt, 1973).

La toxicidad del piriproxifeno fue evaluada por la FAO/WHO vy por la Joint Meeting on
Pesticide Residues (JMPR) y se concluy6 que la toxicidad oral aguda, dérmica y por
inhalacion es baja. El piriproxifeno no representa un riesgo carcinogénico para los humanos,
no es genotoxico en una gama adecuada de las pruebas de mutagenicidad in vitro e in vivo y
no es teratogenico. El piriproxifeno tiene un bajo impacto ambiental y es adecuado para el
control de larvas de mosquitos (WHOPES, 2001). Se emplea en contenedores de agua potable
para Ae. Aegypti a concentraciones de 0,05 ppm, es decir, 10 g de producto formulado al
0.05% en 1000 litros de agua (Villareal, 2012).

Triflumuron
El triflumuron no regula el crecimiento de los insectos, sino que inhibe el proceso de la

disposicion de la quitina en el insecto. Esto ocurre en todos los estadios larvales y basado en
su modo de accion, es adecuado clasificarlo como un inhibidor de sintesis de quitina. Los
productos que interfieren en el proceso de la biosintesis de la quitina solo actian durante la
muda. EIl triflumuron pertenece a la familia de las benzoilureas. Al tratar las larvas con el
triflumuron, estas pierden la capacidad de mudar (Mulder & Gijswijt, 1973) y son incapaces
de escapar de las exuvias y con frecuencia mueren al dafiar el exoesqueleto nuevo (WHOPES,
2001). Los efectos letales por triflumuron generalmente no se producen antes de la muda,
sino posteriormente, cuando el exoesqueleto de los sucesivos estadios se encuentra
seriamente debilitado por la falta de quitina, lo que resulta en la muerte durante la muda o

poco después. Este es el resultado de la perturbacion de la disposicion de quitina en las nuevas
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capas cuticulares, que cada vez dificulta la locomocion y la alimentacion adecuada de la
larva. Como consecuencia de su modo de accion, las benzoilureas no son de accion rapida.
A diferencia de la hormona juvenil, las benzoilureas estan presentes en todos los estadios
larvales, aunque en general la eficacia disminuye con la edad. Con base en estas dos
propiedades, el triflumuron debe aplicarse preferentemente en una fase temprana del ciclo de
vida del insecto, especialmente en la fase larvaria (Mulder & Gijswijt, 1973). La toxicidad
de este IGR fue evaluada por la FAO/WHO Yy establecio6 que el triflumuron es un producto
con bajas probabilidades de riesgo de intoxicacion, en el uso normal en los depdsitos de agua
de uso en la vivienda. (WHOPES, 2001).

Dengue
Se reconoce dentro del grupo arbovirus a los virus que son transmitidos por artropodos,

dentro de este grupo se encuentra de la familia Flaviviridae el DENV. Tipicamente, los
individuos infectados por el dengue son asintomaticos (80%). En las formas sintomaticas,
después de un periodo de incubacion de una semana aparece un cuadro caracterizado por
fiebre, dolores de cabeza, dolor detras de los ojos, dolor intenso en las articulaciones y
musculos -fiebre rompehuesos- y erupciones en la piel puntiformes de color rojo brillante.
La forma mas grave de la enfermedad, el Sindrome de Choque por Dengue, en el que hay
una disfuncion capilar que permite el traspaso de sangre por fuera del compartimento
vascular, ocurre con mayor frecuencia ante una reinfeccion al exponerse la persona a un
serotipo diferente del virus al que fue sensibilizado previamente. EI mecanismo exacto que
esta detras no esta del todo claro (Whitehorn & Farrar, 2010; Reiter, 2010). Una vacuna para
prevenir el dengue (Dengvaxia®) ha sido autorizada y esta disponible en algunos paises para
las personas de entre 9 y 45 afios. La WHO recomienda que la vacuna solo se administre a
las personas que hayan tenido una infeccion anterior por el virus del dengue confirmada. El
fabricante de la vacuna, Sanofi Pasteur, anunci6 en el 2017 que las personas que reciban la
vacuna y no hayan estado infectadas por el virus del dengue anteriormente podrian estar en
riesgo de presentar dengue grave, si contraen el dengue despueés de ser vacunadas (Centers

for Disease Control and Prevention, 2019).
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Fiebre amarilla

El YFV, también flavivirus dentro del grupo arbovirus, tiene un tiempo de incubacion de
cinco dias, después del cual se distinguen dos formas clinicas de fiebre amarilla. La forma
leve tipica en situaciones de epidemia, en la que hay fiebre elevada, escalofrios y dolor de
cabeza asociados con dolores musculares y vomitos. La forma grave incluye inicialmente
sangrado nasal y de las encias con temporal remision de la fiebre, para luego reaparecer con
ictericia -piel amarillenta- insuficiencia hepatica y/o renal y agravamiento de las hemorragias
Ilegando a causar vomitos negros de sangre coagulada -hematemesis-. Se destaca la presencia
de una vacuna efectiva para esta patologia debido a la ausencia de un tratamiento especifico
(Tolle, 2009).

Zika

El ZIKV, otro flavivirus del grupo arbovirus, es de dificil diagnostico clinico porque sus
sintomas pueden llegar a confundirse con el dengue. En un 80% de los casos son
asintomaticos y cuando se desarrolla la enfermedad hay una erupcién cutanea maculopapular
acompafada de fiebre, dolores articulares y musculares, dolor de cabeza y conjuntivitis no
purulenta en los 0jos. La relacion de este virus con el desarrollo de microcefalia en bebés de
mujeres que se encontraban embarazadas al momento de la infeccion continGa en
investigacion (Duffy et al., 2009; Oliveira Melo et al., 2016).

Chikungunya
ElI CHIKV, de la familia Togaviridae dentro del grupo arbovirus, se caracteriza por una fuerte

fiebre, a menudo superior a 40°C, de unos tres dias de evolucion seguido por erupciones
cutaneas maculopapulares e importantes dolores articulares durante cinco dias que pueden
reaparecer hasta varios meses después de la primera crisis. Puede estar asociado a dolores de

cabeza, conjuntivitis, vémitos y diarrea (Thiberville et al., 2013).
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OBJETIVOS

OBJETIVO GENERAL

Se propone como objetivo general de este trabajo final para carrera de grado evaluar la
susceptibilidad, mediante ensayos de laboratorio, de una cepa del mosquito Ae. Aegypti
recolectada en la ciudad de Rosario a dos formulados comerciales de insecticidas reguladores

del crecimiento (IGRs).

OBJETIVOS ESPECIFICOS

En relacion a lo enunciado en el objetivo general, para este trabajo final para carrera de grado

se proponen los siguientes objetivos especificos:
e FEvaluar la susceptibilidad en larvas y pupas de Ae. Aegypti a diferentes
concentraciones de dos IGRs conteniendo piriproxifen y triflumuron como principio

activo.

e Determinar el grado de toxicidad de los insecticidas mediante el calculo de la

concentracion de inhibicion del desarrollo del estadio adulto (I1Eso, 90).

e Analizar y comparar los datos entre ambos IGRs.
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MATERIALES Y METODOS

Procedencia de los mosquitos
Los mosquitos utilizados en los ensayos procedieron de una colonia de Ae. Aegypti mantenida

en el insectario de la UALI. La colonia fue desarrollada 12 meses antes de los procedimientos
de laboratorio. Se inicid a partir de huevos colectados en la ciudad de Rosario mediante el
uso de trampas de oviposicion colocadas en diferentes puntos de la ciudad. Los muestreos
fueron efectuados por la Direccidn de control de Vectores de la Municipalidad de Rosario.
Las larvas fueron criadas utilizando una dieta estandarizada a base de levadura en la que se
provey6 0,5-1 mg/larva/dia. La crianza de los mosquitos se llevo a cabo a 25 + 1°C, 80 + 5%
de humedad relativa y un ciclo constante de 12h/12h de fotoperiodo. Para los experimentos
se emplearon lotes de huevos provenientes de hembras alimentadas con una solucion de
sacarosa al 10% (100 g/L de azucar en agua desionizada) ad libitum y sangre humana. Los
huevos fueron sumergidos en vasos plasticos de 250ml conteniendo 50ml de agua declorada

y levadura en polvo disecada como alimento hasta la obtencion de los estadios inmaduros

(larvas y pupas).

Figura 2. Insectario de la UAL.



Boias

Figura 3. Larvas y pupas en medio de desarrollo.

Insecticidas
Se realizaron experimentos utilizando los siguientes insecticidas: Dragon® (Chemotecnica

S.A., Argentina; (2% ingrediente activo PPF, [4- Fenoxifenil (R/S)-2-(2-piridiloxi) propil
eter] solvente y emulsificador quantum satis) y Starycide® (triflumuron, 40%. [Bayer, S.A.]).
Los insecticidas fueron disueltos por separado en agua destilada para obtener una solucion
madre de 10 mg/L y 12 mg/L para Dragon® y Starycide® respectivamente. Estas soluciones
fueron sujetas a diluciones seriadas para alcanzar las concentraciones finales de 0,002-100
ug/L en agua corriente. Para los respectivos calculos las concentraciones de insecticidas

fueron convertidas a ppb (partes por billon), equivalente a ug/L (microgramos por litro)
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Figura 4. Procedimiento de dilucion de los formulados.

Bioensayos de toxicidad
Los experimentos se efectuaron en larvas y pupas de Ae. Aegypti en base a protocolos

preestablecidos (Bisset et al., 2005). Como grupo control se emplearon larvas y pupas
crecidas en los mismos medios excepto por los larvicidas.
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Figura 6. Box con las muestras ya separadas y listas para su crecimiento.
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La eficacia del insecticida a dosis recomendadas

Se realizé el experimento siguiendo los métodos preestablecidos (Seccacini et al., 2008a; Su,
Cheng, Melgoza & Thieme, 2014) y con leve modificacién de acuerdo a nuestras
capacidades. Dos estadios inmaduros, larvas en cuarto estadio y pupas melanizadas (6-15
horas de formacion), fueron evaluadas simultaneamente en ensayos separados. Entre 5y 8
especimenes fueron colocados en vasos que contenian 40 mL de agua declorada y 3
concentraciones de insecticida (1, 10 y 100 ug/L) de acuerdo a concentraciones utilizadas en
campo (Belinato et al., 2009; Al-Azab et al., 2013; Rubio, Cardo, Junges, Carbajo & Vezzani,
2018; Fonseca et al., 2019). Se coloco la comida de las larvas en cada vaso en intervalos de
2 dias. Tres y cuatro réplicas fueron usadas para cada concentracién. Todos los vasos fueron
examinados diariamente para detectar cualquier muerte de larva, pupa o adulto, y la
mortalidad acumulada fue registrada al finalizar la evaluacion cuando el desarrollo del
estadio adulto fue completado en los vasos de control y ninguna larva o pupa quedaron vivas.
El desarrollo exitoso del estadio adulto fue reconocido contando las exuvias libres de las
pupas en los vasos. Los bioensayos fueron llevados a cabo en el insectario de la UAI con
temperatura y fotoperiodos descritos anteriormente. Todas las pruebas fueron replicadas 3

VECES.

La eficacia de los insecticidas fue valorada como el porcentaje de inhibicion de desarrollo
del estadio adulto (IE %) y ajustado con cualquier mortalidad de larva o pupa en los

correspondientes controles con la formula (Mulla, et al., 1974):
IE % =100 - 100(T/C)
T: Porcentaje de desarrollo de estadio adulto en vasos expuestos al larvicida

C: Porcentaje de desarrollo de estadio adulto en vasos controles.

20



Figura 7. Larvas muertas para su recuento.

Evaluacion del grado de Toxicidad de los insecticidas

Para determinar el grado de toxicidad de los insecticidas fueron estimados los valores de
inhibicion de emergencia 50 y 90(IEso-95) Y Sus respectivos errores estandares en larvas de
cuarto estadio empleando concentraciones de los insecticidas entre 0,01 y 10 ug/L (Seccacini
et al., 2008a). Se propuso un método de regresion logistica para analizar la relacion entre las
dos variables (IE % y Concentraciones de insecticida) (Seefeldt, Jensen & Fuerst, 1995). El
Gréafico 1 muestra una curva tedrica de la regresion logistica. De acuerdo al modelo, la

relacion entre IE % (YY) y concentracion de insecticida (X) viene dada por la ecuacion:
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Cuyos parametros representan:

a: Valor minimo de IE % que se puede obtener (0%)
b: Pendiente de la curva en el punto de inflexion

c: Concentracion que causa IE %so

d: Valor maximo de IE % que se puede obtener (100%)
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Gréfico 1. llustracion teorica de la funcion de regresion logistica(con los respectivos

parametros) empleada para determinar la concentracion d insecticida que causa la IEsqo.

Los valores de los pardmetros fueron estimados usando el método de maxima verosimilitud
(Ritz, Baty, Streibig & Gerhard, 2015). Adicionalmente, se realiz6 un andlisis de la varianza
(ANOVA) para determinar si la curva obtenida se ajusta a los datos de los experimentos. La

totalidad de los datos fueron analizados utilizando el software R, Version 3.4.0.
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RESULTADOS

Eficacia de los IGRs a dosis recomendadas

Los resultados mostraron una diferencia en la susceptibilidad a los insecticidas entre larvas
y pupas de Ae Aegypti en las diferentes concentraciones evaluadas (tabla 1y 2). En las larvas,
concentraciones iguales y mayores a 10 ppb (dosis recomendadas para el uso a campo) se
reportan valores de IE del 100% (93% de las larvas llegaron a su estadio adulto en los
controles). Para dosis de 1 ppb se observa una disminucion de la IE del orden del 5%. En los
experimentos, la mayoria de las larvas murieron como pupas o preadultos deformados,
mientras que algunos pocos murieron en el estadio de larva, particularmente en las
concentraciones mas elevadas. Por su parte, los ensayos efectuados con pupas muestran una
elevada tolerancia de este estadio a ambos insecticidas. Se observa que practicamente el 95%
de las pupas expuestas a los insecticidas pudieron convertirse en mosquito adulto (tabla 1y
2).

Determinacién de los parametros de toxicidad

Los datos en la Tabla 3 muestran los valores IEso.g0 para los insecticidas probados con sus
respectivos errores estandares asociados. Para la formulacion comercial Dragon®, se
determinaron concentraciones de IEso-90 de 0,175y 0,919 ppb respectivamente. Por su parte,
en larvas expuestas al insecticida Starycide® se determinaron concentraciones de IEsp.go de
0,037 y 0,914 ppb.

Basado en los parametros estimados por la logistica de regresion, se obtuvieron las curvas de
concentracion-respuesta para cada insecticida. Se observa que las graficas predicen un ajuste
razonable a los datos (graficos 2 y 3). En tabla 4 se describen los parametros del modelo y su
correspondiente nivel de significancia(p<0,05). Adicionalmente usando el F-test de falta de
ajuste evaluamos si la curva describe los datos satisfactoriamente (tabla 5). El F-test
estadistico no es significante (p>0,05), entendiéndose que los pardmetros determinados en el
modelo de regresion logistica proveen de una aceptable descripcion de la variabilidad de los
datos y pueden usarse para predecir las concentraciones que causan el 50 y 90% de IE
(Seefeldt et al., 1995).
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Tabla 1. Porcentajes de Inhibicion de Emergencia de Adultos (IE %) para larvas y pupas de

mosquitos expuestos a diferentes concentraciones de piriproxifeno.

Piriproxifeno (ppb)” Larvas Pupas
100 100% <5%

10 100% <5%

1 91,28 + 15,40 % <5%

* Concentracion del ingrediente activo del formulado.

Tabla 2. Porcentajes de Inhibicion de Emergencia de Adultos (IE %) para larvas y pupas de

mosquitos expuestos a diferentes concentraciones de triflumuron.

Triflumuron (ppb) Larvas Pupas
100 100% <5 %

10 100% <5%

1 86,48 + 16,33 % <5 %

Tabla 3. Determinacion de parametros de toxicidad de los insecticidas en Ae. Aegypti.

Insecticida IEso ppb IEgs ppb
Piriproxifeno 0,175 + 0,024 0,919 + 0,288
Triflumuron 0,037 £ 0,010 0,914 + 0,66
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Tabla 4. Parametros estimados por el modelo de regresion logistica y sus correspondientes

niveles de significancia.

Insecticida | Parametro | Valor Error P
Piriproxifeno | pendiente -1.326 0.211 1.905e-08
Piriproxifeno | IE 50 0.175 0.024 5.328e-10
Triflumuron | pendiente -0.68 0.140 2.844e-05
Triflumuron | IE 50 0.037 0.010 0.001166
Tabla 5. F-Test de falta de ajuste para ambos insecticidas.
Grados de F P
libertad

Piriproxifeno 0,24 0,86
Triflumuron 0,28 0,75
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Gréfico 2. Curva dosis (ppb) - respuesta (IE %) para el insecticida piriproxifeno. Los circulos

representan los valores medios para cada concentracion evaluada.
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Grafico 3. Curva dosis (ppb) — respuesta (IE %) para el insecticida triflumuron. Los circulos

representan los valores medios para cada concentracion evaluada.
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DISCUSION

Aedes Aegypti es vector de virosis tales como dengue, zika, chikungunya, fiebre amarilla.
Dichas enfermedades impactan directamente sobre los seres humanos debido a que el ciclo
biolégico de este insecto se desarrolla principalmente en &reas urbanas. Segun la
Organizacion Panamericana de la Salud (PAHO), en el continente americano durante los
afios 2017 y 2018 se registraron respectivamente: 483.208 casos de dengue con 253 muertes
(PAHO/WHO, 2017a), 123.087 casos de chikungunya con 107 muertes (PAHO/WHO, 2017
b), y 223.336 casos de Zika con 20 muertes y 3.720 casos confirmados de sindromes
congénitos asociados a la infeccion del Zika durante el embarazo, como microcefalia y
sindrome de Guillain-Barré (PAHO/WHO, 2018). En este contexto la PAHO instd a los
paises de la region a que impulsen la investigacion cientifica sobre nuevas herramientas
técnicas y ejecuten evaluaciones permanentes de las existentes para lograr el mayor impacto
en el control vectorial (PAHO/WHO, 2018).

El control de estadios acuaticos -larvas y pupas- del mosquito es una de las estrategias
elegidas para mitigar el impacto de las enfermedades que transmiten. El insecticida méas
usado en los ultimos 40 afios ha sido el COFA temefos. Sin embargo, ha sido reportado que
este insecticida implica una seria amenaza al ambiente al matar especies no blanco y atacando
la biodiversidad (Becker et al., 2010).

Los IGRs son una nueva clase de insecticidas que alteran el balance hormonal en los estadios
inmaduros de los insectos, afectando el crecimiento y desarrollo (Pener & Dhadialla, 2012).
Ademas, se ha determinado que estos compuestos tienen un bajo impacto ambiental y en
organismos no blanco. En general, los IGRs han mostrado un buen margen de seguridad para
el personal que los aplica y para los organismos no blanco, incluyendo peces y aves (Miura
& Takahashi, 1973, 1975). Estos atributos de los IGRs aumentan el potencial de ser usados
mas frecuentemente para el control de vectores, especialmente del mosquito (Mulla, 1995)
Piriproxifeno y triflumuron son dos IGRs muy efectivos disponibles para el control de las
larvas de mosquito, pero no se han reportado demasiados datos comparativos para sus
diferentes formulaciones (Licastro et al., 2010). Para contribuir al control de los estadios
inmaduros de los mosquitos utilizando métodos con bajo impacto ambiental, evaluamos, bajo
condiciones de laboratorio, la eficacia comercial de dos formulados IGRs en una poblacion

colonizada de Ae. Aegypti provenientes de huevos recolectados de la ciudad de Rosario.
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En bioensayos, el estadio larval del mosquito mostré una alta susceptibilidad a los dos
insecticidas, incluso a dosis 10 veces menores a las recomendadas para su uso a campo
(WHO, 2012). Hay una fuerte evidencia que tanto el piriproxifeno como el triflumuron
compuestos inhiben la emergencia de los mosquitos adultos cuando las larvas son expuestas
a concentraciones menores a 10 ug/L (Belinato, Martins, Lima & Valle, 2013; Maoz et al.,
2017). No obstante, los efectos no suelen ser los mismo cuando otros estadios del mosquito
son expuestos a los IGRs. En nuestro experimento, las pupas expuestas hasta 100ug/L no
mostraron mortalidad alguna en ellas o en el estadio adulto siguiente. Resultados similares
fueron reportados en pupas de otras especies de mosquitos mantenida en diferentes
concentraciones de IGR. Se ha sugerido que la tolerancia observada en pupas no estaria
relacionada con cambios estructurales de sus cuticulas (esclerotizacion) sino que podria estar
influenciada principalmente por una disminucion de la sensibilidad celular (Kono, lwabuchi
& Takahashi, 1997; Lan & Grier, 2004).

Los IGRs se comercializan en formulados que, ademas del compuesto activo, presentan el
agregado de otras sustancias con el fin de mejorar su eficacia. El grado de toxicidad de los
formulados se determina calculando las concentraciones IEso.90 de acuerdo a protocolos
establecidos. De acuerdo a los resultados obtenidos en nuestros experimentos el formulado
Starycide® resulto méas potente (menor valor de 1Eso) para la cepa de Ae Aegypti provista por
el municipio que la formulacion Dragon® (tabla 3). Es importante recalcar que, si bien estos
parametros (IEso-90 %) son Utiles para comparar la eficacia de los productos, es conocido que
las concentraciones de campo utilizadas para las estrategias de control son mas altas que los

valores de IEso obtenidos en el laboratorio (Paul, Harrington & Scott, 2006).

Respecto al piriproxifeno, la mayoria de los experimentos reportados en la bibliografia se
Ilevan a cabo empleando el ingrediente activo puro o en formulado sélido (granulos). A la
fecha, son limitados los estudios que examinan la eficacia del piriproxifeno sobre mosquitos

utilizando las formulaciones liquidas (Maoz et al., 2017).

En esta tesis evaluamos la eficacia de un concentrado emulsionable (liquido) desarrollado en
Argentina (Dragon®, piriproxifeno 2%). Los ensayos de toxicidad arrojaron un valor de I1Eso
= 0.17ppb. Dicha concentracién resultd menor a la reportada con otras formulaciones de
piriproxifeno comunmente usadas para el control de mosquitos. Por ejemplo, Marina et al.
(2018), utilizando la formulacion comercial Knack CE, (11.2% piriproxifeno) obtuvieron una

IEso de 20 ppb en una cepa de Aedes recolectada en la ciudad de México y colonizada durante
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6 meses en insectario. Por su parte, Berti, Manzo, Ramos & Guerra (2013) evaluaron la
eficacia del producto Sumilarv G de formulacién granulada con el 0,5% de piriproxifeno
contra una cepa de Aedes colonizada durante 5 afios obteniendo IE superiores al 90% con
una concentracion de 2ppb. Asi mismo, Al-Azab et al. (2013), empleando el mismo producto
reportaron una IEso de 3ppb en cepas de Aedes recolectadas en la ciudad de Yeda (Arabia
Saudita). Por el contrario, Sihuincha et al. (2005), reportaron una extrema efectividad de
Sumilary G en una poblacion local de Ae. Aegypti (IEso = 0.012ppb). Respecto a la
formulacién de piriproxifeno empleada en esta tesis (Dragon®), a la fecha no hay reportes
sobre su eficacia en cepas de Ae. Aegypti. La IEso determinada en nuestros experimentos
sugiere una alta efectividad del producto, no obstante, debemos considerar que el grado de
susceptibilidad al piriproxifeno puede variar entre diferentes poblaciones de una misma

especie de mosquito (Andrighetti, Cerone, Rigueti, Galvani & Macoris, 2008).

En relacion a los efectos fisioldgicos que el piriproxifeno ejerce sobre el mosquito, se ha
sugerido que podria actuar como un analogo de la hormona juvenil (HJ) (Pener & Dhadialla,
2012). En los insectos, las mudas tienen lugar de un estadio larval al otro, en presencia de
altos valores de las hormonas HJ y ecdisona (otra hormona implicada en el desarrollo). Un
exceso de ecdisona causa la muda. En cambio, valores muy altos de HJ mantienen al
mosquito en su estado larval. Cuando el insecto alcanza el punto critico de su metamorfosis
para pasar de larva a la fase pupa, los valores de la HJ bajan. En larvas del cuarto estadio,
que presentan niveles bajos de HJ, el insecticida interfiere en la metamorfosis mediada por
ecdisona y por consiguiente en el desarrollo, lo que resulta en la inhibicion del desarrollo del
adulto (Invest & Lucas, 2008).

Los procesos bioquimicos implicados en la muda de un insecto requieren de una 6ptima
biosintesis y degradacion de la quitina, uno de los componentes principales de la cuticula.
Dado que la cuticula cumple funciones claves en el intercambio de gases y nutrientes una
falla en su estructura resulta en la muerte del insecto (Reynolds, 1987). El triflumuron es un
tipo de IGR que interfiere con la sintesis de quitina alterando la formacién de la nueva
cuticula (Pener & Dhadialla, 2012). Adicionalmente, se ha comprobado que la exposicion de
larvas a dosis subletales de triflumuron afectan la viabilidad y capacidad reproductiva del

mosquito adulto, sugiriendo maltiples efectos del triflumuron (Belinato et al., 2009).
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Starycide® SC 480 es un formulado comercial de IGR con elevada concentracion de
triflumuron (48%) recomendado para el control de mosquitos (WHO, 2009). La dosis
sugerida por el fabricante esta en el orden de los 0.12 g/L (Bayer CropScience, 2016). Los
resultados obtenidos en este trabajo indican que el producto result6 altamente efectivo contra
la cepa de Ae Aegypti colonizada en nuestro laboratorio (IEsp = 0.037ppb = 0.010). La
elevada susceptibilidad de Ae. Aegypti al Starycide® reportada en esta tesis podria estar
determinada por factores genéticos o epigenéticos asociados a la cepa. Investigaciones
efectuadas en diferentes cepas de Ae. Aegypti con el mismo producto comercial reportaron
valores de IEso % sensiblemente mas altos. Por ejemplo, Martins, Belinato, Lima & Valle
(2008), determinaron una IEso del orden de 0.8 ppb en una cepa de referencia mantenida
continuamente en laboratorio. Por su parte, Batra, Mittal, Adak & Ansari (2005) trabajando
con otra cepa demostraron que dosis de 4ppb inhiben completamente la emergencia del

mosquito.
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CONCLUSIONES

En Argentina, desde la gran epidemia de dengue del 2009 (Zambrini, 2011; Tarragona et al.,
2012), las acciones para controlar al mosquito han sido intensificadas por el Ministerio de
Salud de la Nacién (MSN) en casi todas las provincias del centro y norte del pais.
Actualmente, el Programa de Control de Vectores recomienda el uso de dos diferentes
larvicidas para controlar las poblaciones de mosquitos: temefos y Bacillus Thuringiensis var.
Israelensis (MSN, 2015). Sin embargo, resistencia al temefos ha sido reportada en Clorinda
y en Iguazu, Argentina, asi como en paises limitrofes (Lima et al., 2003; Macoris et al., 2003;
Braga et al., 2004; Biber et al., 2006; Seccacini et al., 2008b). En este contexto, las
evaluaciones de formulaciones IGRs en poblaciones de mosquito de campo es esencial para
proveer herramientas de bajo impacto ambiental para los programas de control de vectores
ayudando a reducir el uso convencional de insecticidas por las autoridades de salud publica
(Seccacini et al., 2008a).

Ae. Aegypti es una especie que no respeta fronteras y que puede ser encontrado en los mismos
contenedores de area urbana y periurbana. Informacién sobre la susceptibilidad de los IGRs
podria ayudar a mejorar futuras actividades de control y a generar una linea base de
susceptibilidad que permita monitorear la resistencia a estos insecticidas (Seccacini et al.,
2008a). En Rosario la presencia del Ae. Aegypti se registra desde 1997. Las condiciones
climaticas y socioeconémicas son propicias para la proliferacion del mosquito. Considerando
esto, la ciudad se considera de mediano riesgo para la propagacion del virus del dengue

(Brote de Dengue en la ciudad de Rosario durante el afio 2009, 2009).

En el presente experimento demostramos la buena efectividad de dos formulados comerciales
IGRs contra una cepa de Ae. Aegypti recolectada a campo a dosis menores que las
recomendadas. Si bien, estos productos podrian considerarse una alternativa para el control
de mosquitos en la ciudad, es importante recalcar que los resultados provienen de
experimentos realizados en laboratorio y, por este motivo, no pueden utilizarse para predecir
la eficacia de las formulaciones en condiciones reales ya que la exposicion a factores
ambientales no controlables como la luz solar, temperatura, humedad y concentraciones de
materia orgénica pueden reducir la accion de los insecticidas. En este sentido, se sugiere la

necesidad de una prueba de campo a gran escala para determinar la eficacia de los productos
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y garantizar su correcto uso en programas de control, priorizando su empleo en cumulos de

aguas urbanas de plazas y parques de la ciudad.
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Rosario, 15 de octulbre de 2019
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Rowmew, 25 de octobre 40 2019

i cosidad Alvorts Inleramprionga
Sale regiomal Rosaria

Sr. Dirvctar de B carrera de Medicing
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Rosario, 12 de abril de 2019

Universidad Abierta Interamericana

Centro de Altos Estudios en Cicencias Humanasy de la Salud
Sra. Dircectora
Dra. Agostini Marcela

S / D

De mi mayor consideracion por medio de la presente, me dirijo a Ud. A
fin de solicitar su autorizacién para realizar mi trabajo final en el Bioterio de la Universidad
“Susceptibilidad a insecticidas comerciales reguladores del

, bajo la supervision del Dr. Lucas

Abierta Interamericana, titulado

crecimiento en larvas y pupas del mosquito Aedes Aegypli”

Forlani, quien esta a cargo de la tutoria.

Sin otra particularidad, saludo atentamente.

TohTape  Suen hustif\
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