TESIS DE LA UNIVERSIDAD 2024
DE ZARAGOZA 463

Ronald Vladimir Oropeza Velasquez

La eficacia de biocidas
microencapsulados a modo de
pinturas y emulsiones para el
control del Aedes (Stegomya)
albopictus (Skuse, 1894)
(Diptera: Culicidae) en
condiciones de laboratorio

Lucientes Curdi, Javier

IS5N 2254-T606




Universidad de Zaragoza
Servicio de Publicaciones

@ @ @ ISSN 2254-7606



s Universidad

101  Zaragoza

n
1
4

Tesis Doctoral

LA EFICACIA DE BIOCIDAS
MICROENCAPSULADOS A MODO DE PINTURAS Y
EMULSIONES PARA EL CONTROL DEL AEDES
(STEGOMYA) ALBOPICTUS (SKUSE, 1894)
(DIPTERA: CULICIDAE) EN CONDICIONES DE
LABORATORIO

Autor

Ronald Vladimir Oropeza Velasquez

Director/es

Lucientes Curdi, Javier

UNIVERSIDAD DE ZARAGOZA
Escuela de Doctorado

98-Medicina y Sanidad Animal

2023

Repositorio de la Universidad de Zaragoza — Zaguan http://zaguan.unizar.es







Universidad
Zaragoza

TESIS DOCTORAL

EFICACIA DE BIOCIDAS
MICROENCAPSULADOS A MODO DE
PINTURAS Y EMULSIONES PARA EL

CONTROL DE Aedes (Stegomyia) albopictus

(Skuse, 1894) (Diptera: Culicidae), EN
CONDICIONES DE LABORATORIO

Autor

Ronald Vladimir Oropeza Velasquez

Director

PhD. Javier Lucientes Curdi

FACULTAD DE VETERINARIA

2022

1




i2s  Universidad
A0l Zaragoza

Facultad de Veterinaria
Universidad Zaragoza

TESIS DOCTORAL

PROGRAMA DE DOCTORADO EN MEDICINA Y SANIDAD
ANIMAL

EFICACIA DE BIOCIDAS
MICROENCAPSULADOS A MODO DE
PINTURAS Y EMULSIONES PARA EL

CONTROL DE Aedes (Stegomyia) albopictus
(Skuse, 1894) (Diptera: Culicidae), EN
CONDICIONES DE LABORATORIO

TESIS PARA OPTAR EL GRADO DE DOCTOR EN CIENCIAS
VETERINARIAS

Ronald Vladimir Oropeza Velasquez

Director: PhD. Javier Lucientes Curdi

FACULTAD DE VETERINARIA

2023



«2s  Universidad
A0l Zaragoza

aAN Departamento de
11 Patologia Animal
1542 Universidad Zaragoza

D. Javier Lucientes Curdi, Catedratico Emérito del Departamento de
Patologia Animal (Sanidad Animal) de la Facultad de Veterinaria de la
Universidad de Zaragoza, y como Director del Trabajo de Tesis Doctoral

Informa:

Que el presente trabajo de investigacion del programa de Doctorado
de Medicina y Sanidad Animal, que lleva por titulo: “EFICACIA
DE BIOCIDAS MICROENCAPSULADOS A MODO DE PINTURAS
Y EMULSIONES, PARA EL CONTROL DE Aedes (Stegomyia)
albopictus (Skuse, 1894) (Diptera: Culicidae), EN CONDICIONES DE
LABORATORIO”, presentado por el Licenciado en Veterinaria D.
Ronald Vladimir Oropeza Velasquez, ha sido realizado bajo su Direccién,
cumpliendo las condiciones exigibles para ser presentado y defendido
como Tesis Doctoral.

Director: PhD. Javier Lucientes Curdi

2023






Un insecto que estuvo vivo hace aproximadamente siete millones de afios
fue encontrado en la fosilizada resina de un arbol.
El descubrimiento fue realizado en la isla de Java, Indonesia.
Por: UNIVISION®. Publicado 8 FEB 2019 — 03:21 PM EST | Actualizado 8 FEB 2019 — 03:21 PM EST.



AGRADECIMIENTOS

En primer lugar, deseo expresar mi mas sincero agradecimiento al Director de
esta tesis doctoral PhD. Javier Lucientes Curdi por la dedicaciéon y apoyo que me
ha brindado, por haber dedicado con mucha paciencia sus sugerencias e ideas, por la
direccién y el rigor que ha facilitado a las mismas. Gracias por la confianza ofrecida
desde que llegué a esta Facultad y por permitirme ser participe en uno de sus tantos
proyectos dentro de la Universidad.

Asimismo, agradezco al PhD. Carlos Calvete Margollés, por su apoyo desinteresado,
personal y humano, sus aportaciones, correcciones, sus conocimientos rigurosos y
precisos que me han dejado ver la luz en la construccion del trabajo.

Un trabajo de investigacién es siempre fruto de la constancia, ideas en los proyectos
y esfuerzos previos, tomar el conocimiento de quienes lo tienen es también una
forma de reconocerlos. En este caso, mi agradecimiento al profesorado de la Facultad
de Veterinaria de la Universidad de Zaragoza, con cuyo trabajo estaré siempre en
deuda. Gracias por su amabilidad para formarme en las Ciencias Veterinarias, una
tan apasionante carrera. Mi agradecimiento a la Comisién de Doctorado del Sistema
de Gestién de la Calidad (Programa de Doctorado en Medicina y Sanidad Animal)
coordinador PhD. Cristina Acin Tresaco, por la orientacion facilitada y las sugerencias
recibidas.

Un trabajo de investigacion es también fruto del reconocimiento y del apoyo vital
que nos ofrecen las personas que nos estiman, sin el cual no tendriamos la fuerza y la
energia que nos anima a crecer como personas y como profesionales. Por lo tanto, nunca
dejaré de agradecer a mi familia, a mis padres Gonzalo y Amalia por su ejemplo a la
dedicacién, por su sacrificio, su comprension y apoyo en brindarme las herramientas
necesarias en la vida y asi seguir la profesién de la Medicina Veterinaria. Gracias por
alentar mis aspiraciones poniendo fé en mis suenos. A mis hermanos Alvaro, Christhian,
Boris y Erland, porque con ellos comparti una infancia feliz, que guardo en el recuerdo;
me alentaron y me siguen brindando el apoyo necesario en los momentos dificiles.
Gracias a ellos por apoyarme siempre, por eso, este trabajo es también el suyo.

Gracias a mis amigos, en especial a Esther y Helen, gracias por su aliento y el tiempo
muy especial que me han concedido. Gracias a todos los companeros de la Facultad,

que siempre me han prestado su amistad y amabilidad desde el inicio.

A todos, muchas gracias!!!

IT



EFICACIA DE BIOCIDAS
MICROENCAPSULADOS A MODO DE
PINTURAS Y EMULSIONES PARA EL

CONTROL DE Aedes (Stegomyia) albopictus
(Skuse, 1894) (Diptera: Culicidae), EN
CONDICIONES DE LABORATORIO

RESUMEN

PRUEBA 1.- La eficacia de polimeros enriquecidos con insecticidas
microencapsulados PI (pinturas insecticidas) Inesfly® contra Aedes albopictus se
evalué en condiciones controladas de laboratorio, utilizando la técnica de contacto
forzado (OMS). Se analiz6 tres formulados con diferentes ingredientes activos (i.a.)
combinados con piriproxifeno (PPF): una contenia dos piretroides (PY) y dos
contenfan organofosforados (OP). Se aplicé las pinturas sobre dos tipos de superficies
y a dos concentraciones. Se utilizé hembras adultas nuliparas sin ingestion de sangre
para determinar el efecto knock-down (KD) en los primeros 30 minutos, la tasa
de mortalidad y el tiempo para alcanzar el 50% (la media) de mortalidad (TDj)
hasta las 72 horas. Se realizd diez bioensayos durante 27 meses después de un tinico
tratamiento inicial de las superficies.

Se observé un mayor efecto cuando la superficie era mas porosa y con una doble
concentracion de formulado que contenia PY: KD=1C 25,4 % p>(0,05) y TD5o= 16,1 %
IC 95 % p>(0,05). Cada formulado mostré un grado diferente de probabilidad para KD
y TDs5q basados en los i.a.

Las implicaciones para el control de vectores se discuten con base en estudios de
diferentes formulados y concentraciones de biocidas microencapsulados en el laboratorio
y en bioensayos de campo en diferentes superficies.

Palabras clave— Aedes albopictus, pinturas insecticidas, microencapsulados,

Inesfly®.

PRUEBA I1.- Para esta prueba se compararon tres concentraciones emulsionables
(lacas) Inesfly® EM HOUSE IGR NG de piriporxifeno (PPF) al 0,0063 %, 0,063 % y
0,2 %, cada una por triplicado y con un control. Se compard la eficacia en la mortalidad
acumulada contra larvas y pupas, el % de IE, el efecto de la hormona juvenoide (HJ)
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contenida en las tres concentraciones y su relacion con las consecuentes alteraciones
morfogenéticas ocurridas en los estadios larvarios y las pupas y la consiguiente
alteracion del ciclo gonotréfico normal de la siguiente generacion F2.

La prueba duré dos anos y medio, que fueron distribuidos en distintos intervalos
de bioensayos independientes con una sola aplicacion inicial, para lo cual se utilizoé dos
tipos de materiales comtinmente encontrados en entornos sinantrépicos y disponibles
para que las hembras puedan realizar la ovoposicién y se realice el desarrollo larval:
pequenos contenedores o macetas de plastico y otro sustrato utilizado como ovitrampas
y deteccién de especies: varillas de Masonite® denominado (tablex®) .

La mortalidad para los contenedores de plastico (macetas) en la fase de pupa para
las tres concentraciones, fue significativamente distinta respecto a los demas estadios
(100 %). La inhibicién de la emergencia ( % IE) para la concentracién al 0,2 % (E3) se
observé hasta los 21 meses y con un porcentaje del 93 %, 7 meses para 0,0063 % (E1) y
10 - 18 meses para 0,063 % (E2) con el 90 % y 92 % respectivamente. Del mismo modo
para las tablillas de Masonite (tablex®) la mortalidad en las pupas (95% - 100 %)
en la concentracién de PPF al 0,2% (E3) fue significativamente distinta a las demés
concertaciones.

El comportamiento de la mortalidad en todos los estadios larvales se mantuvo
constante a la concentracién del 0,2 %, por lo que el % IE fue significativamente diferente
de las otras concentraciones (100 %). Sin embargo, se observé una mayor mortalidad
en las concentraciones de PPF moderadamente bajas durante la etapa larvaria inicial.

La relacién ovicida de las concentraciones de PPF fue efectivamente
dosis-dependiente, ya que se registr6 un mayor % IE de adultos (F2) cuando la
concentracién aplicada fue més alta (2%). En las tres concentraciones y en ambos
materiales, se observé mayor tasa de alteraciones morfogenéticas en pupas melanizadas
o pupas blancas, y estadios de larvas LL4 a pre - pupa, atribuidas a la accion de la
hormona juvenil (HJ) de PPF que alteré determinados procesos fisiolégicos ligados al
desarrollo o crecimiento de los mecanismos de comunicacién a la siguiente generacion
(F2), evidenciando el anormal ciclo gonotréfico.

Se discute el tratamiento de superficies de materiales tinicamente con biocidas
que no contengan insecticidas convencionales, especialmente aquellas que pueden ser
utilizadas como transportadores de huevos (neuméticos de desecho...), sustratos aptos
para la ovoposicién, lugares aptos para el desarrollo larvario (imbornales) y utensilios
domésticos como recipientes o contenedores ubicados en habitats cripticos ocultos o
abiertos que pueden almacenar agua en entornos urbanos y suburbanos.

Este método de accién (larvicida) podria proporcionar una estrategia
complementaria para el control y manejo de los sitios de ovoposicion, que podrian estar
rezagados de los programas de control vectorial, o aportar una mejor comprension del

efecto de toxicidad en los estadios inmaduros y pupas de Ae. albopictus

Palabras clave— Aedes albopictus, microencapsulados, IGR.
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SUMMARY

TEST I.- The efficacy of polymers enriched with PI microencapsulated insecticides
(insecticidal paints) Inesfly was evaluated under controlled laboratory conditions,
using the forced contact technique (WHO). Three formulations with different active
ingredients (a.i.) combined with pyriproxyfen (PPF) were tested: one contained two
pyrethroids (PY) and two contained organophosphates (OP). The paints were applied
on two types of surfaces and at two concentrations. Adult nulliparous females without
blood ingestion were used to determine the knock-down (KD) effect in the first 30
minutes, the mortality rate and the time to reach 50 % (mean) mortality (TDsg) up
to 72 hours. Ten bioassays were conducted for 27 months after a single initial surface
treatment.

A greater effect was observed when the surface was more porous and with a double
concentration of PY-containing formulate: KD= CI 25.4% (0.05) and TDso= 16.1%
CI 95% (0.05). Each formulated showed a different degree of probability for KD and
TDspbasedonthea.i.’s.

Implications for vector control are discussed based on studies of different
formulations and concentrations of microencapsulated biocides in the laboratory and
in field bioassays on different surfaces.

Keywords— Aedes albopictus, insecticidal paints, microencapsulation, Inesfly®.

TEST II.- For this test, three emulsifiable concentrations (lacquers) of Inesfly®
EM HOUSE IGR NG, at concentrations of pyriporxyfen (PPF) at 0.0063 %, 0.063 %
and 0.2 %, respectively, were compared in triplicate and with a control. It was applied
against eggs and larvae of Aedes albopictus, and two types of materials commonly found
in synanthropic environments and available to females for oviposition were used: plastic
pots and coatings of rough materials: mansonite® rods (tablex®). The test lasted two
and a half years, which were distributed in different bioassay intervals with a single
initial application.

Mortality for the plastic material (pots) at the pupal stage for the three
concentrations was significantly different from the other stages (100 %). The inhibition
of emergence (% EI) for the concentration 0.2 % (E3) was observed up to 21 months
with a percentage of 93%, 7 months for 0.0063% (E1) and 10 - 18 months for
0.063% (E2) with 90% and 92 % respectively. Similarly, for the coating material
(tablex®), mortality in pupae (95% - 100 %) at the PPF concentration of 0.2 % (E3)
was significantly different from the other concentrations.

The behavior of mortality in the larval stages was constant at the 0.2%

concentration, thus significantly different from the other concentrations, and almost
zero percentages of emerged adults were observed. However, in the initial larval
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stages, higher mortality was observed at moderately low concentrations. The ovicidal
relationship of the PPF concentrations was effectively dose-dependent, since a higher %
IE of adults (F2) was recorded when the concentration applied was the highest (2 %).
In all three concentrations and in both materials, a higher rate of morphogenetic
alterations was observed in melanized pupae or white pupae, and larval stages L,
to pre-pupae attributed to the action of the juvenile hormone (JH) of PPF.

The efficacy of PPF altered certain physiological processes linked to development
or growth, and of the mechanisms of communication to the next generation (F2),
evidencing the abnormal gonotrophic cycle.

The treatment of surfaces of materials only with biocides that do not contain
conventional insecticides is discussed, especially those that can be used as egg
transporters (waste tires ...), substrates suitable for ovopposition, places suitable for
larval development (scuppers) and household utensils such as containers or containers
located in hidden or open cryptic habitats that can store water in urban and suburban
environments. This method of action (larvicidal) could provide a complementary
strategy for the control and management of oviposition sites, which may be lagging
behind vector control programs, or provide a better understanding of the effect of
toxicosis on the immature stages and pupae of Ae. albopictus.

Key words— Aedes albopictus, microencapsulated, IGR.
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Capitulo 1

Introduccion y Objetivos

Quizdas ninguin otro animal sea més danino para los seres humanos que los mosquitos,
éstos, transmiten agentes infecciosos de diferentes enfermedades y se han convertido
en un flagelo colosal en la historia de la humanidad. Ademas de la Malaria y la
Filiariasis, transmiten otras enfermedades, algunas causadas por virus. Inicialmente,
éstas infecciones virales se limitaban a entornos silvestres, pero han pasado y contintian
causando problemas de salud publica para las personas que viven en entornos urbanos
y periurbanos y ahora se han diseminado a casi todo el mundo (Lwande y cols., 2020)

Actualmente, las enfermedades emergentes y reemergentes transmitidas por insectos
vectores en el contexto de la globalizacién, el desarrollo urbano y los estilos de vida
cambiantes, contintian siendo variables de una amenaza para la salud publica. Pero
ademas, el incremento de la temperatura media y el consiguiente cambio climatico
ha hecho que las enfermedades transmitidas por mosquitos vectores sigan siendo
una de las mayores preocupaciones por el impacto en la mortalidad y morbilidad,
principalmente porque representan alrededor del 17% de la carga mundial estimada
de las enfermedades transmisibles y que causan méas de 700.000 muertes al ano
(A. M. WHO, 2017)

Este panorama, hace que los métodos para su control se centren cada vez mas
en el comportamiento sinantrépico de las distintas especies de mosquitos y més ain
con la marcada tendencia antropofilica de Aedes albopictus (Delatte y cols., 2010).
Las hembras de esta especie entran voluntariamente al interior de las viviendas para
alimentarse de sangre y reposar, sobre todo, si no cuentan con abundante vegetacion
durante el dia para permanecer al aire libre. Ademads, en areas urbanizadas Ae.
albopictrus coloniza los sistemas de alcantarillado, lo que le proporciona abundantes
sitios de reproduccion y reposo que facilitan el contacto con superficies artificiales
(Montalvo y cols., 2022)

Uno de los sistemas utilizados para el control de estos vectores es la pulverizacion
insecticida de nebulizacién residual y térmica de insecticidas denominado Indoor
Residual Spraying (IRS) (Wahid y cols., 2019). Aunque la OMS recomienda aplicar
este tratamiento en interiores y exteriores, el IRS no pudo producir la residualidad



esperada. Ademas, si persisten los brotes de mosquitos los tratamientos necesariamente
se tendrian que repetir a intervalos que coincidan con el ciclo gonotréfico de esta
especie (WHO y cols., 2019). Por lo tanto, dado que el sistema de aplicaciéon IRS
es muy limitado en algunos paises, especialmente en los paises occidentales (UE, EE.
UU.) debido a su impacto en la salud humana, una composicién de control integrado
de plagas compuesto por metodologias simultaneas combinadas con recubrimientos
insecticidas (PI) puede generar un enfoque alternativo mas eficiente (Erlanger, Keiser,
y Utzinger, 2008)

Como hemos mencionado, Ae. albopictus como insecto vector, se ha diseminado
a nivel mundial, principalmente debido entre otros, al comercio de bienes como por
ejemplo los neuméticos usados (Knudsen, 1995) o el bambui de la fortuna Dracaena spp
(Madon, Mulla, Shaw, Kluh, y Hazelrigg, 2002); (Scholte y cols., 2008) facilitando asf
en gran medida su transporte entre los diferentes continentes, tanto de los adultos
como sus huevos, éstos ultimos, resistentes a largos periodos con poca humedad
(P. R. D. Sprenger, 1987). Un estudio reciente (Carrilho, 2021) mostré que Ae,
albopictus se ha asentado en las principales areas urbanas de Europa. Esta afirmacién
esta basada en el uso de modelos estadisticos de registros de la presencia de esta especie
en Europa, asi como en las variables relacionadas mas relevantes para su distribucién
y basada en el elevado grado de antropofilia de la especie.

Otros parametros de su propagacion, son también la abundancia y diversidad de los
sitios de ovoposicion adecuados, ya que Ae. albopictus primero desarrolla su ciclo fuera
de las habitaciones humanas y los lugares mas comunes de ovoposiciéon o desarrollo
de sus estadios ocurren en contenedores, ya sean naturales o artificiales, pequenos o
medianos, que pueden contener agua (macetas, jarrones, platos, botellas, etc.) y que
suelen encontrarse también en zonas ajardinadas, especialmente en zonas urbanas o
periurbanas. De acuerdo a esto, una vez que la especie ha colonizado una nueva area,
estas variables dificultarian en gran medida las medidas de control.

Pero ademas de la preferencia de la especie hacia los humanos, no se puede dejar
de lado las molestias que causa su picadura, por supuesto no menos importante
en las explotaciones ganaderas. Pero ain es mayor su importancia como vector
de enfermedades conocidas como arbovirosis. Sus agentes se denominan arbovirus
y presentan diferentes caracteristicas moleculares y antigenas. Entre las arbovirosis
transmitidas por mosquitos del género Aedes con mayor incidencia en el entorno
urbano, destacan el Dengue (DENV), Chikungunya (CHIKV), Zika (ZIKV), Fiebre
amarilla (YFV), Fiebre del Oeste del Nilo (WNV) y otros arbovirus causantes de
algunas encefalitis en las regiones tropicales y templadas de todo el mundo (Mitchell
y cols., 1995); (Gratz, 2004); (Eritja y cols., 2005); (Kumar y cols., 2008); (La Ruche
y cols., 2010). Tanto el DENV, ZIKV, YFV, CHIKV son transmitidos por el mismo
vector (Ae. aegypty y Ae. albopictus).

El DENV ha sido uno de los principales problemas de salud publica mundial desde
la década de 1980 y la reciente propagacion de los virus CHIKV y ZIKV en paises
donde ya se tenia casos de DENV ha desestabilizado ain més sus sistemas de salud.
La OMS estima que mas de 2500 millones de personas viven con el riesgo de contraer
una de estas enfermedades, por lo que la rapida aparicion de casos de ZIKV en varios



paises del continente americano a llevado a declararlo una emergencia de salud publica
internacional, debido principalmente a la asociacién de ZIKV con casos de microcefalia
congénita y otras complicaciones neurolégicas durante la epidemia de 2015 en Brasil
(Castro y Castro, 2020).

En los mosquitos de la especie Ae albopictus una vez eclosionada la fase adulta
es cuando se inicia la busqueda de fuentes de sangre, ya que en condiciones
naturales las hembras se alimentan de forma oportunista y de una amplia variedad
de vertebrados (Chaves, Harrington, Keogh, Nguyen, y Kitron, 2010); (Richards,
Ponnusamy, Unnasch, Hassan, y Apperson, 2006), pero con igual disponibilidad de
huéspedes tienen una preferencia significativa hacia los humanos (Delatte y cols., 2010);
(Curcé y cols., 2008); (Pombi, Costantini, y Torre, 2003); (Deichmeister y Telang,
2011); (Tandon y Ray, 2000). Por lo tanto, Ae. albopictus se adapta bien al interior
de las viviendas (Dieng y cols., 2010), lo que puede implicar que esta adaptacién a
sitios con un alto grado antropofilico es beneficioso para un ciclo gonotréfico de mayor
rendimiento, ademés de favorecer al ciclo reproductivo del vector.

Con lo cual, independientemente de su efectividad y residualidad, los controles
generales como son los IRS en el interior y el exterior de las viviendas, que consiste en
recubrir las paredes y otras superficies con un insecticida residual (incluidos los sistemas
de alcantarillado) continden utilizindose. Estas acciones (IRS), tienen repercusiones
en la contaminacion ambiental y en la tendencia a la aparicién de resistencia a los
insecticidas, por lo que han resultado en un cambio de politicas respecto a la fumigacion

generalista en espacios al aire libre a un uso més especifico y duradero (Erlanger y cols.,
2008).

El uso de recubrimientos que incorporan PI, sugiere el aumento de la persistencia de
los plaguicidas, lo que ampliaria su residualidad o disminuiria el niimero de aplicaciones,
reduciendo asi los costes generales en las campanas de control. A este respecto un
trabajo (Schigler, Alifrangis, Kitron, y Konradsen, 2016) hace mencién sobre el empleo
de pinturas a los que se ha incorporado insecticidas (PI) que podrian resultar en
una herramienta adicional de control de los estadios inmaduros o de la fase adulta,
aumentando la persistencia de los ingredientes activos (i.a.) insecticidas (quimicos o
no), ampliando su periodo de accién, disminuyendo el nimero de veces que se tienen
que aplicar, abaratando costes globales de las campanas de control y resaltando su facil
aplicacion a distintas superficies, ya que no seria necesario un entrenamiento especifico
y de planificacién logistica a gran escala como se requiere para el IRS.

Por lo tanto, en este estudio, para analizar la eficacia de las PI microencapsuladas
en Aedes albopictus se ha considerado la seleccion dentro de una variedad de opciones
de superficies y composicién de materiales, basados en los tipos y diferencias de varios
aspectos relacionados con el comportamiento sinantropico de la especie y su interaccién
y/o relacién con los mismos, argumentado en que los mosquitos, al tener una fuente
potencial de alimentacién y con mayor preferencia antropofilica indican que la relacion
de los materiales o sustratos, ademas de ser comunmente utilizados en la construccién
de las viviendas y en su mayoria de elementos de madera y de materiales mas porosos
(hormigén, adobe, escayola. . . entre otros) podrian resultar determinantes a la hora de
que las hembras eligen el lugar que este estrechamente relacionado con la presencia de



fuente de alimento, reposo, sitios adecuados para la ovoposicién y el desarrollo larvario.

Es asi, que esta investigacion se ha fundamentado en la evaluacion de la eficacia
residual de biocidas microencapsulados para el control de Ae. albopictus mediante
el diseno de bioensayos comparativos que permitan obtener conclusiones de los de
distintos i.a. microencapsulados en base a formulados y concentraciones que sean
aplicados a distintas superficies o tipo de materiales y bajo condiciones controladas
de laboratorio.

Las PI para este estudio estdn basadas en la tecnologia Inesfly® que se trata de
una tecnologia de microencapsulacién de los i.a. elaborada en base a una cadena de
polimeros vinil VeoVa en los que se ha microencapsulado el o los i.a. insecticidas, lo
que se denomina microcapsula polimérica insecticida (MPI), que en su composicién
incluyen insecticidas convencionales en bajas dosis y un regulador del crecimiento de
insectos (IGR), cuyo objetivo es que sean transportados a los sitios de ovoposicién y de
desarrollo larval por los mismos mosquitos adultos al tener contacto con la superficie
tratada.

De acuerdo con la tecnologia Inesfly®, la microcdpsula posee una estructura
morfologica relativamente simple y estd compuesta por dos elementos claramente
diferenciados: el nicleo activo y un fino armazén polimérico que envuelve al primero.
Por el contrario, el proceso de obtencion es un procedimiento bastante complejo por el
cual los i.a. (los insecticidas y el IGR) son introducidos en la matriz o sistema de pared
de naturaleza polimérica, lograndose por las propiedades del polimero una liberacién
gradual de los i.a., insertados en funcién de los requerimientos concretos de aplicacién
del sustrato en el que se depositen las microcapsulas. Este nticleo estd compuesto por
sustancias de naturaleza liquida que se incorporan los i.a. insecticidas (Herrero, 2009).

Estos insecticidas e IGR son efectivos cuando se aplican en cantidades muy pequenas
y generalmente tienen poco o ningun efecto sobre los humanos y la vida silvestre, ya que
en lugar de matar a los insectos, directamente interfieren en los mecanismos normales
de su desarrollo y hacen que mueran antes de llegar a adultos. Es asi, que las PI
que son polimeros en base a una sustancia quimica compuesta por macromoléculas,
generalmente organicas que se han formado por la uniéon de moléculas mas pequenas
que se repiten llamadas mondémeras.

El polimero es un copolimero obtenido por polimerizacién en emulsién de acetato
de vinilo y el VeoVa tipo 10 (un écido mono carboxilico saturado sintético con una
estructura altamente ramificada que contiene diez dtomos de carbono). El primero
nos darfa un polimero excesivamente rigido (Tg>30 °C), es decir, una temperatura de
transicion vitrea (Tg) que es la temperatura a la que se da una pseudo transicién
termodindmica en algunos materiales. Como en este caso, los polimeros son muy
sensibles a la hidrélisis, descompondrian al grupo éster. Por su parte, el VeoVa 10,
un éster del dcido versético, se caracteriza por su mayor flexibilidad (Tg <3 °C) y
resistencia a la hidrolisis, debido a que el carbono adyacente al grupo éster se encuentra
completamente unido a radicales alquilicos, lo que impide el ataque y degradacion del
grupo éster.



El peso molecular de este polimero es de 850 g/mol aproximadamente y con un
tamano de particula: 280 nm (nanémetros) o 0,280 micras. Esta macromolécula estd
formada por cadenas que contienen 7,5 moles de acetato de vinilo (CH3 - CHOO - CH -
CH2) por cada mol de VeoVa 10 (R - C00 - CHO = CH2) (relacién 7,5/1). Se sintetiza a
través de un proceso de polimerizacién en medio acuoso, por lo que las macromoléculas
de polimero Vinil - VeoVa se encuentran emulsionadas en agua en una concentracion
del 55 % de sélidos. Ademas, confiere a la estructura final la elasticidad necesaria para
que se produzca la liberacién de los i.a. insecticidas incluidos en el polimero (Fig.
1.1). Su resistencia al agua y a la intemperie es importante, siendo un polimero que
no presenta toxicidad alguna. El resultado final es un polimero vinil - VeoVa que se
encuentra emulsionada en agua y sélidos.

Figura 1.1: Representacién de la liberacién gradual de los i.a. microencapsulados de la PI.
(Modificado a partir de: http://www.inesfly.com)

Asi pues, la microcapsula, como hemos mencionado posee una estructura
morfoldgica relativamente simple, en funciéon de los requerimientos concretos de
aplicacién del substrato en el que se depositen las microcapsulas (Prueba I). En tanto
para las emulsiones que contienen IGR (Prueba IT) poseen las mismas caracteristicas
que los polimeros (pinturas), pero no poseen insecticidas convencionales, por lo que
toda la actividad biocida se apoya en la presencia de IGR (Fig. 1.2). Por lo cual, la
nula toxicidad de esta tecnologia (IGR) radica en no incorporar ingredientes activos
convencionales, actuando de manera que las particulas IGR antes de su aplicacion
estan dispersas en el agua, donde tras la aplicacién, el solvente (agua) se evapora y
las particulas se aproximan hasta unirse unas con otras. Con el paso del tiempo y la
accién de los agentes externos (calor y humedad) las particulas més préximas a la
superficie se van liberando al ambiente y se forma una pelicula estable, donde los IGR
son protegidos y liberados muy lentamente.
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Figura 1.2: Biopolimeros de liberacién lenta. Otorgan un elevado poder residual manteniendo la no
interaccién de los i.a. (Modificado a partir de:http://www.inesfly.com)



Objetivos

Objetivo 1

Prueba I.- Comparar la eficacia de la mortalidad y la residualidad de tres distintos
formulados insecticidas que contienen combinaciones de alfa-cipermetrina, d-aletrina,
diazinén, clorpirifés y piriproxifeno, basados en la tecnologia de microencapsulacién
Inesfly® y que son contenidos en polimeros con base de pinturas, con una tnica
aplicacion inicial, en distintos bioensayos independientes, a dos concentraciones y en dos
tipos de superficies: una superficie de material mas poroso (escayola) y una superficie
de material menos poroso (madera de pino).

Evaluar las interacciones de los formulados insecticidas con respecto a sus
ingredientes activos, la concentracién aplicada y la superficie en que se los aplica.

Estimar los valores de tiempo en el que ocurre el efecto konck—down (KD) y la
posterior mortalidad retardada en el menor tiempo del 50 % de los individuos (TDs)
y/o supervivencia hasta las 72 h de ser expuestas al contacto forzado (30 min) segun
el protocolo estandarizado de la OMS.

Objetivo 11

Prueba 2.- Comparar la eficacia y residualidad en tres concentraciones de
piriporxifeno basado en la microencapsulacion de la tecnologia Inesfly® contenidos
en forma de emulsiones con base acuosa (lacas) y con una tnica aplicacién inicial y
en distintos bioensayos independientes en dos tipos de materiales: 1) revestimiento de
virutas de madera (tablillas de masonite®) denominado (tablex®) y 2) y un contenedor
pequeno de plastico (macetas).

Determinar la eficacia de las concertaciones de piriproxifeno en ambos materiales:

— Los pardametros de viabilidad y eclosién de huevos (unicamente tablillas de
masonite)

— La mortalidad a partir del estadio larval inicial L; hasta la fase de pupa
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(contenedores de plastico y tablillas de masonite)

— La capacidad de eficacia residual de las concentraciones consecutivamente en
cada bioensayo; la consiguiente inhibicién de la emergencia (% IE) atribuidas
al efecto de piriporxifeno y el andlisis de las posibles nuevas generaciones que
puedan completar el desarrollo gonotréfico normal y (o) atribuidas al efecto
de piriproxifeno en los dos materiales (contenedores de plastico y tablillas de
masonite)

— Obtener evidencias de las malformaciones morfogenéticas de los distintos estadios
larvales y pupas, atribuidas al efecto de las concertaciones del i.a. (piriproxifeno)
en contenedores de plastico y tablillas de masonite.



Capitulo 2

Revision Bibliografica

2.1. Taxonomia y Morfologia de Aedes albopictus

Los mosquitos se encuentran entre los insectos mejor evolucionados (Goma, 1966);
(Clements y cols., 1999) con aproximadamente 3500 especies divididas en 41 géneros
y mas de 135 subgéneros (Clements y cols., 1992); (Reinert y cols., 2000); (Foster y
Walker, 2019). Especificamente el género Aedes de la tribu Aedini es uno de los tres
géneros mas conocidos (junto con Culex y Anopheles) y muchas de sus especies son
importantes vectores de arbovirus y patégenos. En una revisiéon (Reinert, Harbach, y
Kitching, 2004) de su taxonomia (tribu Aedini) propusieron cambiar el nombre de la
especie a Stegomyia albopicta.

Ae. albopictus fue descrito inicialmente como el mosquito a “bandas de bengala”
por Skuse (1894) (Skuse, 1899) sobre los ejemplares capturados en Calcuta (India).
Aunque debido a la pérdida de individuos originales su neo tipo fue nombrado por
Huang (1968) (Huang, 1968). Pertenece al orden Diptera, suborden Nematdcera,
familia Culicida, tribu Aedini, género Aedes, subgénero Stegomyia, grupo scutellaris
y subgrupo albopictus SKUSE, 1894 (Hawley, 1988).

Imago— Las caracteristicas generales de Ae. albopictus en su morfologia son mas
obvias a la hora de identificar a los mosquitos adultos con la de otros dipteros. Por
ejemplo, en la combinacién de escamas en las venas alares, en el margen posterior de
las alas, en la probdscide y en las antenas, que son largas y filamentosas, conteniendo
14 o 15 artejos (Robertson, Hu, y cols., 1935). Anatémicamente el cuerpo se compone
de tres partes principales: Cabeza, torax y abdomen. En el térax se encuentran los
apéndices locomotores comprendidos de tres pares de patas, un par de alas y un par
de alterios. Ademads, presentan dos pares de espiraculos laterales por donde respiran.
Sin embargo, es precisamente en el torax donde se encuentran las caracteristicas
morfolégicas externas para diferenciarlas de otras especies Aedes (Aedes aegypti y
Aedes polynisiensis), en Ae. albopictus se muestra una nitida banda longitudinal de
escamas blancas sobre el escudo toracico de tonalidad negruzca (Fig. 2.1)
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Figura 2.1: Diferencia de la cabeza y Scutum Aedes albopictus y Aedes aegypti (A)= Dorsum de
la cabeza y Scutum con conspicuos de Ae. albopictus, raya media blanca plateada; The Connecticut
Agricultural Experiment Station (2005). (B)= Diferencia entre Dorsum de la cabeza y Scutum con
Conspicuous de Aedes aegypti. Modificado a partir de Rueda LM, Magnolia Press. (2004)

En el abdomen (lado dorsal) de Ae. albopictus se encuentran y se observa una
banda formada por manchas de escamas blancas situadas lateral y transversalmente.
Las patas presentan segmentos revestidos de escamas oscuras intercalados con otros
de escamas blancas. En la cabeza se localizan los principales érganos sensoriales: un
par de ojos compuestos, un par de antenas, un par de palpos maxilares y los palpos
labiales (éstos ultimos ubicados en la punta de la probédscide).

Los ojos estan formados por un conjunto de omatidios capaces de detectar la luz,
cada omatidio posee su cristalino, su cornea propia y un nervio 6ptico individualizado
responsable de conducir la informacién al cerebro. El cerebro forma parte de sistema
nervioso central y esta conectado con le resto del cuerpo a través de la cadena ganglionar
ventral, compuesta por tres pares de ganglios en el torax y seis pares en el abdomen.
Las antenas se componen de 15 a 16 segmentos y son esencialmente 6rganos sensoriales;
en los machos son exuberantes, mientras que en las hembras son discretas. Entre los
ojos y debajo de las antenas se ubica un par de palpos maxilares (més cortos en las
hembras).

Poseen un aparato bucal adaptado solo para la ingestién de alimentos liquidos o
facilmente solubles en saliva, cuyas mandibulas y maxilas no son funcionales y las partes
restantes forman una probdscide fina (Fernandez Rubio, Moreno Ferndndez-Caparros,
y Soriano, 2014) donde se distinguen dos estructuras: el labio y el labelo, el primero
es una estructura en forma de canal alargado y flexible que sirve para albergar los seis
elementos alojados longitudinalmente en su interior, éstos son: un par de maxilas, un
par de mandibulas, el canal alimenticio y la hipofaringe. A lo largo de esta ltima, pasa
el canal donde fluye la saliva. La saliva tiene accién anticoagulante y vasodilatadora,
ademads sirve para lubricar el conjunto de estiletes del aparato bucal y de ese modo
facilitar la alimentacién. El canal salivar esta conectado a la bomba salivar y a las
glandulas salivales, donde la saliva es producida y almacenada. El canal alimenticio
esta conectado a los 6rganos del tracto digestivo, que son: el aparato cibario (conocido
también como trompa o probdscide a contar de afuera hacia adentro) y la bomba
cibariana, la faringe y la bomba faringea, el eséfago, los diverticulos dorsales, el
diverticulo ventral, el estémago o intestino medio, la valvula pilérica, los tubos de
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Malpighi (implicados en la excrecién y reabsorciéon de agua), el ileon, el colon, el
recto y el ano. El aparato reproductor femenino consta de: vagina, glandula accesoria,
espermatecas, oviducto comin, oviductos laterales, y una par de ovarios (compuestos
por conjuntos de ovariolas) (Macias, 1968).

La alimentacion de la forma adulta o alada tiene como principal objetivo suministrar
nutrientes para su metabolismo energético. Tanto los machos como las hembras
dependen de los carbohidratos que obtienen del néctar de las flores o de la pulpa
de las frutas. A medida que ingieren el alimento, éste, se almacena en el diventriculo
ventral para ser utilizado de acuerdo con las necesidades energéticas del mosquito.

La alimentacion sanguinea o hematofagia es exclusiva de las hembras, la sangre es
de vital importancia, tanto para la reproduccién de la especie como para la propagaciéon
de los virus. Las hembras se alimentan de sangre para garantizar la maduracién de los
ovocitos, y es precisamente durante ésta actividad que se transmiten agentes patogenos
de enfermedades. La alimentacion sanguinea ocurre generalmente tras la cépula, y la
hembra introduce en su huésped el conjunto de estiletes del aparato bucal en busca
de los capilares sanguineos localizados en la dermis. Si el huésped picado contiene
patogenos en la circulacién sanguinea, éstos, seran ingeridos junto con la sangre.
Una vez saciada, la hembra buscara refugio en un lugar oscuro, himedo y protegido
de corrientes de aire para realizar la digestiéon de los nutrientes necesarios para la
ovogénesis. Posteriormente, a medida que los ovocitos maduran, la hembra buscard un
lugar adecuado para la ovoposicion, y después de la puesta regresara nuevamente en
busca de sangre para un nuevo ciclo de maduracién y ovoposicion. Este comportamiento
se repite aproximadamente cada tres o cuatro dias (Hawley, 1988); (Diniz, s.f.).

Huevos— Inicialmente (realizada la ovoposicién) miden aproximadamente 1 mm
de longitud, son de color blanco, alargados y en forma de habano. Posteriormente se
oscurecen, llegando a ser negro azabache brillante y bastante duros, son capaces de
resistir la desecacién y pudiendo permanecer viables por meses e incluso anos una
vez completado el desarrollo embrionario (Nelson, 1986); (Linley, 1989); (Schlaeger
y Fuchs, 1974); (Chadee y Beier, 1996). No poseen un volante ni flotadores (Goma,
1966) y si las condiciones ambientales son adecuadas (himedas y célidas) el desarrollo
embrionario se completard en 48 h y las larvas eclosionarédn en un lapso de dos a tres
dias, prolongandose hasta cinco cunado las temperaturas son mas bajas.

Larvas— Son acuaticas, apodas, poseen torax en forma de bulbo que es mas ancha
que la cabeza y el abdomen, tienen una capsula cefalica completa y un solo par de
estigmas funcionales dorsales en el octavo segmento abdominal. El tamano de las larvas
de Ae. albopictus y la duraciéon de su desarrollo estd determinada por la temperatura, el
alimento, la densidad y el sexo (Hawley, 1988). Aunque se ha informado que el aumento
de la densidad de larvas y la reduccion de la disponibilidad de alimentos aumentan el
riesgo de mortalidad y reducen el tamano corporal (Laird, 1959).
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En la etapa larvaria inicial (L) la longitud promedio varfa de 1 mm hasta alcanzar
6 a 7mm en Ly. En L; (la forma que emerge del huevo) después de la ecdisis inicial la
capsula cefalica y el sifén son transparentes y blandos, posteriormente se endurecen y
oscurecen. El estadio L es la etapa que suele ocurrir posterior a la primera alimentacion
y después de uno a dos dias de crecimiento sin cambios en el tamano de la capsula
cefalica y el sifon. Sin embargo, el térax y el abdomen crecen durante cada etapa
(Laird, 1959). Entre el tercer (Ls) y cuarto estadio (L4), son més robustos (Figura 2.2)
debido al desarrollo de yemas toréacicas y la acumulacion de grasa corporal, donde se
muestran los rudimentos de las trompetas respiratorias de la pupa (Hawley, 1988).

Figura 2.2: Larva de cuarto estadio de Ae. albopictus, dorsal-izquierda, ventral derecha. (A)=
Cabeza; (B)= Térax y abdomen; (C)= Segmentos abdominales terminales. A= antena, C= cabeza,
CS= dientes del peine, M= mesotorax, MP= mentén, P= protérax, PT= espina del pecten, S=
sifén, T= metatérax, I-X= segmentos abdominales. Modificado a partir de Huang (1971 y 1972)
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Pupas— Al final del desarrollo del estadio L, se observa una morfologia cada vez
més gruesa y turgente (Goma, 1966) y cesa la alimentacién, quedando en reposo en
la superficie del agua, que es donde se produce la ecdisis emergiendo la pupa (Fig.
2.3). Cuando la pupa emerge por primera vez es blanca, pero en un corto periodo de
tiempo mostrard cambios en la pigmentacién, volviéndose negra (Chadee y Beier, 1996)
y tomando una morfologia peculiar en forma de “coma”(Goddard, 2016). Esta etapa
es corta, dura uno o dos dias y suele ser mas activa que las pupas de la mayoria de las
demés especies de mosquitos (Bates y cols., 1949); (Harwood y James, 1987).

trompas respiratorias

~ abdomen

cefalotorax

paletas natatorias

Figura 2.3: Morfologia de una pupa de Ae. albopictusvisién dorsal y lateral (modificado a partir de
Hawley, 1988)

Es en ésta etapa donde se producen importantes modificaciones anatémico
fisiologicas hasta la emergencia del adulto. Estos cambios, son posibles gracias a la
energia acumulada durante el estadio de larva. Reaccionan inmediatamente a estimulos
externos, como vibraciones y se desplazan activamente por las paletas natatorias que
poseen. Se mantienen en la superficie del agua debido a su flotabilidad, propiedad
que contribuye a la emergencia del adulto (Goma, 1966). En la Figura 2.4 se observa
algunas pautas donde se puede identificar a los machos segun las claves de identificacion
publicadas por Belkin (Belkin, Heinemann, y Page, 1970) y Huang (Huang, 1968).
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Figura 2.4: Pupa y genitalia del macho de Ae. albopictus (A)= abdomen pupal, dorsal a la izquierda,
ventral a la derecha, P= paleta; (B)= cefalotérax de la pupa, (C)= cefalotérax; C= genitalia macho,
CL= claspete. Modificado a partir de Belkin et al. (1970) y Huang (1968)
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2.2. Bioecologia de Aedes albopictus

Ademas de la pupa, los primeros cuatro estadios larvarios se desarrollan en el agua
como se ha descrito anteriormente, pero los adultos son insectos alados que se alimentan
de sangre (solo hembras) y de la savia azucarada de las plantas (tanto machos como
hembras) (Burgess, Cowan, y cols., 1993). Luego de la eclosién del adulto, por lo
general procuran lugares hiimedos y sin corrientes de aire donde puedan reposar y si
una hembra completa su alimentacion (2 — 3 mg de sangre) se inicia la ovogénesis y
ovopositaran aproximadamente 200 huevos dispersos en distintos sitios (Goma, 1966).

2.2.1. Ovoposicion

Ae. albopictus prefiere realizar la ovoposiciéon en zonas que estén provistas de
contenedores con agua que ejercen una influencia sobre la decision de los sitios donde
se realice y la cantidad ovopositada, la cual es significativamente mayor especialmente
si éstas estan dotadas de una gran variedad de plantas con flores (Davis, Kaufman,
Tatem, Hogsette, y Kline, 2016). Ademaés, se ha informado que la textura, la reluctancia
y la presencia de otros sustratos presentes en el recipiente de almacenamiento de agua
afectan el comportamiento de ovoposicién tanto para Ae. aegypti y Ae. albopictus
(O’gower y cols., 1957a; 1957b, 1963).

Es asi, que la conformacion del habitat del sitio de ovoposicion y la presencia de
otras especies también tienen influencia significativa en los patrones de la ovoposicién
(Rey y O’Connell, 2014). Sin embargo, estudios previos sefialan que la preferencia del
héabitat se basa y destaca variables a nivel de parametros de calidad, relacionadas con
entornos urbanos y periurbanos (Rey, O’Meara, O’Connell, y Cutwa-Francis, 2006) y
debido a que los huevos de Ae. albopictus son mucho méas vulnerables a la desecacién
que los de Ae. aegypti seria de esperar que la frecuencia de la ovoposicion en presencia
de agua de Ae. albopictus seria mayor a la de Ae. Aegypti, sin embargo, esto no ocurre
(Juliano, O’Meara, Morrill, y Cutwa, 2002).

Otros factores importantes que pueden afectar la capacidad de ovoposicion son
genéticos, bidticos y abidticos (Mayr, 1961). Dentro de estos factores el tamano corporal
del adulto, la edad gonotréfica, el volumen de sangre ingerida y la fuente de sangre
son determinantes en la ovogénesis (D. Gubler y cols., 1970); (Mori y cols., 1979);
(Grimstad y Haramis, 1984); (Blackmore y Lord, 2000). Una vez iniciada la ovogénesis,
la ovoposicion suele ocurrir hacia el final de la tarde, y cuando las hembras gravidas
son atraidas a un recipiente oscuro o con sombra, los huevos son depositados en grupos
separados, adhiriéndose a las paredes del recipiente a unos milimetros por encima de
la superficie del agua y eclosionando sélo al contacto con ésta (Goma, 1966).

Bajo condiciones éptimas de laboratorio Ae. albopictus desarrolla un promedio de
42 a 88 huevos por cada ingestion de sangre para el primer ciclo gonotréfico y tiene
una fecundidad media de por vida de 300 — 345 huevos (Hawley, 1988). Como ya se
ha mencionado, estudios de laboratorio han encontrado que la limitacién de alimentos
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en las larvas podria reducir el tamafio de los adultos afectando la ovogénesis (Mori y
cols., 1979).

2.2.2. Biologia larvaria

Requieren de cinco a 10 dias para la finalizacién de la fase larvaria, aunque podria
variar dependiendo de la temperatura (Ponce, Flores, Badii, y cols., 2004) o la dieta
(Hawley, 1988). Otras variables relacionadas con su abundancia (como cobertura
arbdrea o la precipitacién) juegan un papel importante, aunque la temperatura afecta
la densidad larvaria, ésta, tiene poco efecto (Franco Morales, 2020).

Las larvas no se encuentran en aguas turbulentas, debido a que no pueden soportar
la accién de la corriente (Bates y cols., 1949), asi que se encuentran en todo tipo de
hébitats acudticos estancados y mas comunmente en las aguas que contienen flora y
fauna o conteniendo residuos de origen vegetal y animal (Clements, 2013). Se mueven
de una forma caracteristica y de dos maneras: por sacudidas del cuerpo por propulsion
con los cepillos de la boca y mediante el buceo para ir al fondo cuando la superficie del

agua es alterada o si de repente pasa una sombra sobre ellos o hay algiin movimiento
repentino (Goma, 1966); (WHO y cols., 1967).

Su alimentacién se basa en microorganismos como bacterias, levaduras, protozoos
y detritos orgdnicos (animales y vegetales) que la larva lleva hacia la boca gracias
al movimiento de sus cerdas bucales (Rossi y Almirén, 2004). El agua que contiene
aminodacidos, amoniaco de acidos grasos y en general un alto contenido de nitrégeno
organico (resultado de una alta oxidacién) parece ser el habitat ideal para Ae. albopictus
(Laird, 1959). El desarrollo de las larvas de Ae. albopictus en condiciones naturales
puede ser en aguas con turbieza baja y un amplio rango de pH que va de 5,2 a 7,6
siendo el pH éptimo entre 6,8 y 7,6.

En la fase alada las hembras se alimentan de una amplia variedad de vertebrados
(Chaves y cols., 2010), también se ha informado que de vez en cuando lo realizan en
presencia de aves (Richards y cols., 2006). En el comportamiento de la alimentacién
podria suponerse que Ae. albopictus tiene una preferencia significativa hacia los
humanos, atin con igual disponibilidad de huéspedes (Tandon y Ray, 2000). Cuando
las hembras suelen alimentarse de sangre, generalmente, para acudir a dicha fuente
vuelan en sentido contrario al viento, siguiendo la corriente de didxido hasta su huésped
objetivo, ya estando cerca utilizan estimulos visuales mientras sus receptores térmicos
las guian.

En los machos, las partes bucales no estan adaptadas para la succiéon de sangre,
por lo que procuran su alimento de carbohidratos como el néctar. Las hembras
también se alimentan de jugos de plantas y después de cada alimentacién sanguinea se
desarrolla un lote de huevos, pero si ésta es perturbada antes de estar completamente
repleta puede realizarlo mas de una vez entre una y otra ovoposicién (Nelson, 1986).
Debido a la estrecha relacion entre el apareamiento y la alimentacion de sangre, los
machos pueden obstaculizar el comportamiento alimentario de las hembras. Es asi,
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como tanto los machos de Ae. aegypti como los de Ae. albopictus se localizan cerca
de los hospedadores, probablemente para aumentar la probabilidad de apareamiento
(Hartberg, 1971); (Cator, Arthur, Ponlawat, y Harrington, 2011).

2.3. Distribucién de Aedes albopictus

Se encuentra ampliamente distribuido, sin embargo, las consecuencias de su
presencia son diferentes en los paises mas desarrollados, y pese a que algunas variables
como la globalizacién, el cambio climatico y sus efectos lleguen a ser iguales en paises
menos desarrollados, el riesgo de su propagacion ha ido aumentando mucho mas
(Juliano y Philip Lounibos, 2005); (Hales, De Wet, Maindonald, y Woodward, 2002);
(Liu-Helmersson y cols., 2016); (McMichael, 2013); (Murray, Quam, y Wilder-Smith,
2013).

Su distribucién original incluia el sudeste de Asia, las islas del Pacifico y el fndico,
el norte de China, Japén y Madagascar. Desde entonces se ha extendido a todos
los continentes (Lounibos, 2002); (Kraemer y cols., 2015). Un estudio realizado por
Pasquiali (Pasquali y cols., 2020) podria prever la presencia de la especie en Europa
e indica que las caracteristicas favorables permitieron su establecimiento alcanzado la
distribucién potencial maxima en Europa tomando en cuenta la simulacion del proceso
de diapausa y hace que la supervivencia y el establecimiento de la especie ocurra
durante todo el ano, relativa e independientemente de las condiciones climaticas. En
Europa, cinco especies de mosquitos Aedes invasoras se han establecido hace tiempo:
Ae. albopictus; Ae. aegypti; Ae. japonicus japonicus; Ae. koreicus y Ae. atropalpus
(Baldacchino y cols., 2015). La figura 2.5 muestra la distribucién actual en Europa, el
mapa muestra la distribucion actual conocida de Ae. albopictus a nivel administrativo
“regional.? partir de marzo de 2021. Se presentaron 5706 nuevos informes desde la
actualizacion anterior (Octubre de 2020).

Con el fin de apoyar y armonizar las actividades de vigilancia el ECDC puso en
marcha la produccién de directrices para la vigilancia de los mosquitos invasores en
Europa (ECDC y cols., 2018). Ya que desde hace tiempo su llegada a Espana se
consideraba inevitable, puesto que el pais reine las condiciones adecuadas para esta
especie.

En Espana, Sant Cugat del Vallés en la provincia de Barcelona fue la primera
localidad donde se identificé su presencia (Aranda, Eritja, y Roiz, 2006). Posteriormente
se detecté en otras regiones y provincias: Pais Vasco (Guiptuzkoa 2014), Cataluna
(Girona 2008, Tarragona 2005), Comunidad Valenciana (Castellén 2010, Valencia
2013, Alicante 2005), Islas Baleares (Mallorca 2014), la Region de Murcia (Murcia
2011) y Andalucia (Almerfa 2014, Granada 2014, Malaga 2014) (Roiz y cols., 2007);
(Alarcén-Elbal y cols., 2013); (Alarcon-Elbal y cols., 2014); (Delacour-Estrella y cols.,
2014); (Barcel6 y cols., 2015); (Collantes y cols., 2015); (Delacour Estrella y cols.,
2015); (Miquel y cols., 2019). La distribucién conocida en Espana se ha incrementado
a partir de 2014 en 70 municipios 3 provincias (Huesca, Lleida y Cadiz) y las islas de
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Menorca e Ibiza (Islas Baleares) (Delacour Estrella y cols., 2015).

En Cataluna, los hallazgos més notables fueron, por un lado, los de la provincia
de Lleida, que incorporan definitivamente esta provincia a la lista de colonizados. En
2008, en el municipio de Maials (Collantes y cols., 2015). En el Pais Vasco e Irin
en 2014 (provincia de Gipuzkoa) (Delacour Estrella y cols., 2015). El hallazgo de 2015
ocurrido en la ciudad de Huesca (Aragén) (Delacour-Estrella y cols., 2016). En las Islas
Baleares, ademas de la expansion en las islas de Mallorca e Ibiza, y los acontecimientos
mé&s notables fueron que la tltima de las tres islas principales (Menorca) ha sido
colonizada (Bengoa y cols., 2018), asi como en la isla menor de Formentera. Después de
la revisién de Collantes y cols. (2015), los tltimos muestreos desde 2015 han aumentado
draméticamente el rango conocido de esta especie en Espafa (Fig. 2.6).

En Andalucia, se han detectado nuevos municipios positivos especificamente en la
provincia de Almeria (Bueno-Mari y Garcia-Mujica, 2015), ademés de los municipios
costeros también se estudié la ciudad de Granada, en referencia a las alertas del
proyecto “Mosquito Alert”, y algunos puntos resultaron positivos (Collantes y cols.,
2015). Recientemente se ha informado su deteccién en cuatro municipios diferentes
en Extremadura (Bravo-Barriga y cols., 2019). Asi como la invasién progresiva en el
norte de Espana (Goiri y cols., 2020) y en casi todos los municipios de la regién han
observado la presencia de Ae. albopictus en la regién de Murcia (Collantes, Méndez,
Soto-Castejon, y Muelas, 2020). En la comunidad de Madrid dos ciudadanos enviaron
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en 2018 fotos de mosquitos tigre adultos encontrados en Velilla de San Antonio y
Rivas-Vaciamadrid que fueron confirmados en el laboratorio de entomologia de una
universidad. Las fotos fueron confirmadas como Ae. albopictus por el departamento de
biologia de la Universidad Complutense de Madrid. El seguimiento posterior de estos
municipios mostré que aunque Rivas-Vaciamadrid no confirmé ningun ejemplar de Ae.

albopictus en 2018, sin embargo, se produjo otra reintroduccién alli en 2020 (Iriarte y
cols., 2021).

Asi mismo, durante el periodo 2016 - 2018 se notificaron y gestionaron un total de
21 casos de enfermedades arbovirales en el municipio de Valencia: 8 casos de DENV, 7
casos de CHIKV y 6 ZIKV, en 8 de los cuales (38 %) se detecté actividad del vector Ae.
albopictus (Bueno Mari y Quero de Lera, 2021). En el verano de 2020, en la Comunidad
Auténoma de La Rioja, se detecté por primera vez la presencia de huevos en un area
urbana, el primer registro de esta especie en la regién (Ruiz-Arrondo, Delacour-Estrella,
Santibanez, y Oteo, 2021).

En otros continentes, mas especificamente en América del Norte, el primer registro
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oficial en los EE. UU. se realiz en Texas (1985) (Sprenger y Wuithiranyagool, 1986)
con excepcion de Hawai, donde se considera que habita desde principios del siglo XX
(Mitchell y cols., 1995). Sin embargo, se ha indicado que pudo haberse establecido anos
antes (Reiter y Darsie Jr, 1984). Dos anos después de haberlo detectado en Texas se
reporté en 26 de los 50 estados norteamericanos, especialmente en Florida (Moore y
Mitchell, 1997); (Parker, Ramirez, y Connelly, 2019).

En América del Sur, el primer registro se realizé en Brasil en 1986 (Forattini, 1986)
donde se ha distribuido ampliamente y donde ha llegado a colonizar 20 de los 27 estados
(Santos, 2003). Otros paises donde se habia detectado han sido, cronolégicamente,
Bolivia en 1995 (OPS, 1987), Colombia en 1998 (Vélez y cols., 1998), Argentina,
Uruguay (Rossi, Pascual, y Krsticevic, 1999); (Rossi y Almirén, 2004) y Venezuela en
el 2009 (Navarrro, Zorrilla, y Moncada, 2009). Aunque no se incriminé como un vector
importante del DENV, CHIKV y ZIKV en América del Sur, su importancia a este
respecto ha sido ampliamente discutida desde que se estd propagando rapidamente y la
tendencia es alta a migrar a entornos selvaticos y urbanos. Por lo tanto, las iniciativas de
monitoreo de resistencia a los insecticidas también tienden a extenderse a Ae. albopictus
en Brasil para mantener los compuestos quimicos como una herramienta eficiente de
control de vectores cuando sea necesario (Aguirre-Obando, Martins, y Navarro-Silva,
2017); (Ferreira-de Lima, Camara, Honorio, y Lima-Camara, 2020)

Actualmente la distribucion geografica de Ae. albopictus en las regiones tropicales y
subtropicales ha provocado varios brotes (Rodriguez-Morales, 2015); (Zanluca y cols.,
2015), seguido de otros 29 paises que reportaron transmisiéon del ZIKV antes de 2016
(Hennessey, Fischer, y Staples, 2016) siendo Brasil el pais més afectado (Ventura y
cols., 2016); (Petersen y cols., 2016); (Mlakar y cols., 2016); (Rubin, Greene, y Baden,
2016); (Musso y cols., 2015) y desde entonces se ha experimentando una superposicién
de epidemias, especialmente en las dreas urbanas (Vicente, Silva, Pereira, y Miranda,
2021).

2.4. Control de Aedes Albopictus

El control de este vector es de importancia sanitaria a nivel global, dado que Ae.
albopictus es (junto a otras especies de Aedes) vector de varios arbovirus (Bueno Mari y
Jiménez Peydré, 2010) incluyendo el DENV (Simmons, Farrar, y van Vinh Chau, 2012),
Fiebre amarilla (Jentes y cols., 2011), CHIKV (Leparc-Goffart, Nougairede, Cassadou,
Prat, y De Lamballerie, 2014), y puede infectarse naturalmente o en el laboratorio
con numerosos arbovirus (Marques, Marques, y Degallier, 1998); (Lambrechts, Scott, y
Gubler, 2010); (Mitchell y Gubler, 1987). Por lo tanto, esta especie podria establecer un
enlace entre formas selvaticas y urbanas de varias enfermedades, incluida la encefalitis
equina venezolana (Lambrechts y cols., 2010).

Ae. albopictus es también un vector conocido de la Dirofilariosis (D. immitis y D.

repens). La evidencia ha demostrado la transmisién del pardsito por las poblaciones
italianas (Cancrini, Romi, y cols., 2003); (Cancrini, Di Regalbono, y cols., 2003) junto
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con un aumento en la prevalencia de la Dirofilariosis humana en Italia (Pampiglione
y cols., 2001). Por otra parte, es un vector competente de CHIKV y bajo ciertas
circunstancias puede ser mejor trasmisor que Ae. aegypti (Vazeille y cols., 2007). Los
virus del DENV, ZIKV y CHIKV son transmitidos a los seres humanos durante la
picadura de mosquitos hembra del genero Aedes y dentro de éste la especie Ae. aegypti
es el principal implicado en la transmisiéon de estos virus, sin embargo, otra especie de
mosquitos del genero Aedes como Ae. Albopictus y Ae. polynisiensis han sido descritos
como transmisores de uno o mas de los citados virus.

A nivel mundial, principalmente en paises en vias de desarrollo, la principal arma
utilizada contra los mosquitos es la aplicacion de insecticidas mediante nebulizacién
de ultra-bajo-volumen (ULV) disenado y dirigido exclusivamente contra los mosquitos
adultos. Por otro lado, uno de los factores mas importantes en la mortalidad de las
larvas es la presién que ejercen sus propias poblaciones sobre los criaderos por el
consumo de nutrientes cuando la densidad es alta. Por esta razén, las medidas de
control estan mas dirigidas a controlar a los adultos (Service, 1992); (D. J. Gubler y
Clark, 1996).

A pesar de las campanas de fumigacion a gran escala, ésta situacién muestra un
progreso en las poblaciones de mosquitos, aunque algunos estudios sugieren que la
erradicacién de la especie Aedes es imposible una vez que se ha asentado en un area
(Hernandez Chavarria y Garcia, 2000). Entonces, se puede decir que son solo medidas
de control en lugar de medidas de eliminacién, ya que esto aparentemente no se puede
lograr. Sin embargo, al menos un estudio ha demostrado lo contrario (Kay, Marten, y
Reid, 1998).

Desafortunadamente, esta reduccion de la densidad de los adultos suele ser solo
temporal, porque en primer lugar, la fumigacién no afecta a las larvas que atin estan
vivas en los criaderos, y en segundo lugar, la fumigacion generalmente se realiza fuera
de las viviendas, lo que significa que algunos mosquitos pueden sobrevivir porque se
encuentran reposando o escondidos en el interior de las viviendas (Brown, Williams,
Gwinn, y Melson, 1998). Por lo tanto, existe la necesidad de optimizar el despliegue
de la fumigacion residual en interiores con nebulizaciéon de ultra-bajo-volumen para la
respuesta a brotes de enfermedades (Cavany y cols., 2020).

Erlanger y cols. (2008) concluyeron que el control integrado de vectores puede ser
mas efectivo, argumentando que la gestién ambiental por si sola puede tener un impacto
minimo. Dos revisiones posteriores (Pilger, De Maesschalck, Horstick, y San Martin,
2010) y (Esu, Lenhart, Smith, y Horstick, 2010) se centraron en la pulverizacién
espacial peri-doméstica y concluyeron que no habia evidencia para respaldar su uso
como intervencion independiente o junto con otras para controlar los brotes de Dengue.

Por otro lado, entre los factores negativos asociados con el control quimico de las
poblaciones de mosquitos estan: la falta de especificad, la seleccion de cepas resistentes,
los efectos nocivos, los efectos corrosivos y coste. .. entre otros (Herndndez Chavarria
y Garcia, 2000); (Service, 1992), y se ha sugerido que un enfoque més efectivo podria
efectuarse mediante la auto-difusion por las hembras adultas que se impregnan con los
insecticidas y su posterior propagacion a nuevos lugares de reproduccién (ovoposicién
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y desarrollo larval) (Caputo y cols., 2012); (Ranson, Burhani, Lumjuan, y Black IV,
2010); (Vontas y cols., 2012).

Por lo cual, el control basado en compuestos de origen natural ha demostrado que
ain tienen potencial para controlar la proliferacion de vectores, como por ejemplo,
los compuestos aromaticos simples, que son efectivos contra los vectores adultos y
sus larvas, e incluso sus huevos (Soares, Silva-Junior, Moreira, y Aquino, 2022), y
se consideran una alternativa mucho més segura y menos téxica a los compuestos
sintéticos, aunque una variedad de extractos de plantas tienen actividad mosaginosa o
repelente contra los mosquitos vectores y su eficacia depende de pruebas de laboratorio,
y su aplicabilidad en campo es limitada (Sengiil Demirak y Canpolat, 2022).

Otro método de control es el biolégico, que durante mucho tiempo ha logrado
mayores avances en las estrategias de reduccién del vector, incluida la produccién
de cepas de mosquitos manipulados genéticamente Sterile Insect Technology, (SIT).
Un estudio de aplicacion del SIT para el control de Ae. albopictus en la Isla Reunién
(Gouagna y cols., 2020) se ha realizado exitosamente en cada uno de los periodos de las
liberaciones de campo para evaluar el rendimiento de los machos estériles. Concluyendo,
que los machos liberados son capaces de aparearse con hembras salvajes, lo que
proporciona datos alentadores para futuras pruebas piloto. Aun asi, para respaldar la
evaluacion de riesgos y el analisis de riesgos y beneficios antes de cualquier liberacién
en campo, especialmente para organismos no nativos, existe la Norma Internacional
para Medidas Fitosanitarias (NIMF) (Mason, Everatt, Loomans, y Collatz, 2017);
(Barratt y cols., 2021) y aunque existen diferencias entre paises, el riesgo podria ser
importante si la liberacion de insectos no son completamente estériles, también podrian
ser determinantes parametros como la afeccién de depredadores que interactiian
(Bonds, Collins, y Gouagna, 2022), la resistencia a la radiacién, liberacién errénea
de hembras fértiles y el aumento de la densidad de las especies objetivo. Sin embargo,
una evaluacién integral de los riesgos ambientales asociados con SIT y la necesidad de
hacer que sea mas rentable, es aconsejable y esencial (Kapranas, Collatz, Michaelakis,
y Milonas, 2022); (Oliva y cols., 2021).

En cuanto a el control larvario, se han definido una gama amplia de organismos
que actian como una forma bioldgica alternativa para reducir la densidad, que
incluye copépodos, otros artrépodos, planarias, nematodos, peces de agua dulce
y tortugas, entre otros...(Sulaiman, Pawanchee, Wahab, Jamal, y Sohadi, 1997);
(Schaper, Hernandez, y Soto, 1998); (Soto, Schaper, Angulo, y Heméandez, 1999);
(Zouache y cols., 2009); (Mason y cols., 2017) (Minard y cols., 2013); (Soumare y
Cilek, 2011); (Nyamah, Sulaiman, Omar, y cols., 2011). Bacillus thuringiensis un
larvicida (Avignone-Rossa y Mignone, 1995) que refleja las desventajas de los pesticidas
quimicos mostrando el uso beneficioso de los productos a base de toxinas Cry (Rao,
Goswami, y Rawal, 2021), como se habria comprobado que varias cepas de Wolbachia,
incluyendo (wRi), (wMelPop), (wPip), y (wMel) se han transferido correctamente en
Ae. albopictus a través de micro inyeccién embrionaria (Xi, Khoo, y Dobson, 2006);
(Fu y cols., 2010); (Calvitti, Moretti, Lampazzi, Bellini, y Dobson, 2014); (Blagrove,
Arias-Goeta, Failloux, y Sinkins, 2012).

En Europa, los IGR y los piretroides son los productos quimicos mas utilizados
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en las estrategias de control como larvicidas y adulticidas, respectivamente. Aunque
también se ha estudiado la autopropagaciéon de IGR (Caputo y cols., 2015); (Ohba
y cols., 2013); (Snetselaar y cols., 2014); (Suman, Wang, Bilgrami, y Gaugler, 2013).
El control en Espana esta basado en parametros generales como el control para las
zonas periurbanas y en la informacién a la poblacién sobre los riesgos que implican
su presencia en los municipios donde se ha establecido (Laycock, Paniego, y Javier,
2022). En el plan nacional de preparacién y respuesta se ha estructurado planes de
vigilancia epidemioldgica, que incluyen gestion e informacién de casos mediante la
sanidad ambiental y sobre todo el control del vector e identificacion de su presencia,
su densidad, los parametros entomoldgicos y otros datos de estudios especificos como
son la duracion del ciclo gonotréfico, la actividad bioldgica del vector y el habitat
larvario. Estos datos de vigilancia se realizan mediante métodos de muestreo ttiles
para la identificacion de la presencia del vector en nuevas zonas de Espana, tales
como, la utilizacién de trampas de ovoposicién y muestreos larvarios (Lucientes Curdi
y Collantes Alcaraz, s.f.); (Rodriguez Villa y cols., 2020).

Tales medidas de control, no han de pasar de manera necesaria por la aplicacién
de productos biocidas, sino por llevar a cabo acciones de control fisico o mecénico,
como la destruccion de posibles objetos que acumulen pequenas cantidades de agua o
la renovacion constante del contenido hidrico de diversos recipientes (Mari y Peydrd,
2012). Sin embargo, el uso de productos quimicos tiene la desventaja del desarrollo de
resistencia y bioacumulacion. Por lo tanto, en los ultimos tiempos, se ha visto un cambio
de accién hacia los bioplaguicidas. Varios extractos de plantas y aceites esenciales se
encuentran en estudio y parecen ser efectivos contra el control de mosquitos (Singh y
cols., 2018).

A este respecto Abramides y cols. (Abramides y cols., 2011), observaron que la
fumigacion de alfa-cipermetrina de la vegetacién en los parques publicos fue eficaz
para controlar Ae. albopictus, mientras que Bengoa (Bengoa, Eritja, y Lucientes, 2014)
encontraron que un formulado de deltametrina (aplicada en ULV) mostré mayores
tasas de mortalidad contra Ae. albopictus y tuvo un efecto residual mas efectivo
sobre la vegetacion que un formulado de alfa-cipermetrina. Sin embargo, los enfoques
cualitativos de las estrategias de control de arbovirus basadas en la educacion, tales
como: acciones de control de vectores dirigidas a desarrollar la capacidad de la
comunidad, movilizaciéon social que combina el control de arbovirus con el control
biologico y acciones integradas de control de arbovirus, sugieren que, la educacién en
salud es un elemento esencial del control de arbovirus y debe usarse junto con otras
estrategias de control de vectores (I K. R. Dias, Martins, Sobreira, Rocha, y Lopes,
2022).

2.5. Insecticidas

Son mezclas de productos quimicos organicos o inorganicos de sustancias de
naturaleza sintética o productos naturales, cuya funcién es prevenir, matar, repeler
o mitigar la accién de cualquier insecto (volador o no). Pueden actuar tanto en
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insectos adultos como en etapas inmaduras, por lo que se denominan adulticidas y
larvicidas respectivamente. Se han utilizado en agricultura, salud publica, horticultura o
almacenamiento de alimentos (Achudume, 2012). Fisioldgicamente pueden llegar hasta
el lugar donde ejercen su accion sobre el insecto por varias vias, a ser por contacto:
al depositarse el producto sobre el insecto y penetrar a través de la cuticula; por
ingestion: a través del tracto digestivo al alimentarse de liquidos o sélidos que contienen
el producto y por respiraciéon: desde el aire a través de la cuticula o la traquea.

2.5.1. Organofosforados

Los organofosforados (OP), son un derivado del écido fosférico, son una de las
principales clases de insecticidas en uso desde mediados de la década de 1940 (Gallo
y Lawryk, 1991). Los mads utilizados son: el malatién, el paratién, el clorpirifés
y el diazinén (Manjarres y Olivero, 2013); (Mangas, Vilanova, Estévez, Franca, y
cols., 2016). El objetivo principal de los OP es la interferencia irreversible con la
actividad de la acetilcolinesterasa (AChE). Esta inhibicién de la AChE por OP
provoca la acumulacién de acetilcolina en las sinapsis colinérgicas, lo que sobre-estimula
los receptores muscarinicos y nicotinicos con un consiguiente sindrome colinérgico
(Caro-Gamboa, Forero-Castro, y Dallos-Béez, 2020). En insectos, el efecto de los OP
y carbamatos es principalmente afectar el sistema nervioso central desde la unién
neuromuscular no colinérgica. La tnica sinapsis colinérgica conocida en insectos es
en el sistema nervioso central (Ware, 1983).

Los OP se han utilizado para controlar Ae. aegypti en las Américas durante los
ultimos 15 - 20 anos. Sin embargo, son los piretroides (PY) uno de los insecticidas
més utilizados actualmente para el control del genero Aedes (Zimmerman y Voorham,
1997). A diferencia de Ae. aegypti, ha habido s6lo unos pocos informes de resistencia a
los insecticidas en Ae. albopictus en todo el mundo (Ranson y cols., 2010); (McAllister,
Godsey, y Scott, 2012). Sin embargo, varios estudios realizados en la década de 1960 y
resumidos por Mouchet (1972) (Mouchet, 1972) mostraron que varias poblaciones de
Ae. albopictus procedentes del Sudeste Asiatico y la India eran resistentes a algunos de
los insecticidas utilizados en el momento para el control del vector, es decir, temefds y
malation (Bharati, Saha, y cols., 2021). A este respecto, la prevalencia de la resistencia
a insecticidas en el género Aedes estda en aumento y se informa que los mecanismos de
resistencia estan asociados con mutaciones en el sitio objetivo como la desintoxicacién
metabdlica, reduccion de la penetracion de insecticidas a través de la cuticula y cambios
de comportamiento de los mosquitos (Gan y cols., 2021).

Clorpirifés (O, O - dietil O - 3,5,6 - trichloropyridin - 2 - ilfosforotioato)
— Es un insecticida OP no sistémico que actiia como un inhibidor de la colinesterasa
con el contacto, la ingestién y la accién respiratoria (Kamt Quezada, 2020). En insectos
actia inhibiendo la AChE y causando envenenamiento por colapso del sistema nervioso.
Figura como una de las diez principales sustancias peligrosas que presentan un alto
riesgo para los ecosistemas acudticos (Johnson y cols., 2017) y aunque recientemente
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se prohibi6o en algunos paises, todavia se usa en grandes cantidades a nivel mundial
(Rahman y cols., 2021). En 2020 venci6 la actual autorizacién para su uso en Europa,
y por lo tanto, la EFSA ha llevado a cabo la evaluacion tanto del clorpirifés como del
metil-clorpirifés. Su estudio de toxicidad en mosquitos relacionada con el calentamiento
global también es considerada actualmente (Meng, Delnat, y Stoks, 2020); (Meng, Tran,
Delnat, y Stoks, 2021); (Meng, Delnat, y Stoks, 2022).

Los formulados microencapsulados de clorpririfés han tenido un mejor desempeno
en distintas superficies como insecticida residual en artréopodos (Rust, Reierson, y
Hansgen, 1991); (Llacer, Dembilio, y Jacas, 2010)... Sin embargo, debido al riesgo
ambiental y la resistencia al uso de clorpirifés para Ae. albopictus es complejo y el
principal desafio para esta especie es desarrollar e implementar medidas de control
efectivas adaptadas a entornos urbanos y suburbanos. Segtin un informe de la calEPA
de 2020 (Agencia de Proteccién Ambiental de California) para reemplazar el clorpirifés
existen algunas alternativas como opciones, pero no brindan una solucién adecuada,
porque la alternativa puede ser menos efectiva para controlar la plaga objetivo o porque
puede ser demasiado costosa, y aunque el uso de estas alternativas conocidas es legal,
éstas podrian presentar ciertos riesgos para otros intereses publicos, incluida la salud
publica y el medio ambiente.

Diazinon (0,0 - Diethyl O - [4 - methyl - 6 - (propan - 2 - yl)pyrimidin - 2 -
yl]) — Insecticida no sistémico, miticida y nematicida con contacto estémago y accién
respiratoria. Utilizado para controlar una amplia gama de plagas de insectos en cultivos
alimentarios sobretodo de invernadero. Es eficaz contra insectos voladores, insectos
rastreros, dcaros, garrapatas y aranas (WHO y cols., 1998). La mayoria de su uso ha
sido restringido en los EE. UU., Canada y la Uniéon Europea desde la década de 1980
(IARC y cols., 2017). Al igual que clorpirifés, es un inhibidor de la AChE, bloqueando
la accién de la enzima AChE e interrumpiendo la transmisién de impulsos entre las
células nerviosas. Debido a que diazinén y clorpirifés actiian por inhibicién irreversible
de la colinesterasa, fue imprescindible contar con productos seguros para su aplicacién,
por lo que se ha microencapsulado al fosforado para un uso mas seguro logisticamente
para su aplicacion y eficaz contra el vector objetivo (Adams y cols., 2001). Su uso
microencapsulado se ha enfocado especialmente en el control de cucarachas (Stejskal,
Aulicky, y Pekar, 2009); (Bueno-Mari, Bernués-Baneres, Peris-Felipo, Moreno-Mari, y
Jiménez-Peydro, 2013).

2.5.2. Piretroides

Son derivados sintéticos de Piretrinas naturales extraidas de Chrysanthemum
cinerariaefolium. Comprenden ésteres del dcido de crisantemo: (etil 2,2 - dimetil -
3 - (1 -isobutenil) ciclopropano - 1 - carboxilato) y derivados halogenados de sus
acidos y alcoholes (Bradberry, Cage, Proudfoot, y Vale, 2005); (Soderlund, 2012). Los
piretroides fueron conocidos durante anos como productos naturales, comprenden el
25 % del mercado mundial de insecticidas, debido a su baja toxicidad para los seres
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humanos y alta toxicidad para los insectos (Hemingway, Hawkes, McCarroll, y Ranson,
2004). Afectan el sistema nervioso central y el periférico de los insectos, inicialmente
estimulan a las células nerviosas para producir descargas repetitivas y eventualmente
causar paralisis, un efecto similar, pero mas pronunciado que el del DDT. Sin embargo,
con los piretroides (PY) el insecto produce una reaccién incapacitante, un efecto
subletal, afectando la generacién y conduccién de los impulsos nerviosos que produce
el efecto knock-down (KD) (Bloomquist, 1996). Se clasifican en dos tipos: los PY tipo
I, que carecen del grupo alfa-ciano, y los PY tipo II, los cuales poseen un grupo alfa -
ciano - 3 - fenoxilbencil (Smith, Kasai, y Scott, 2016).

En particular, tres compuestos PY, a saber, deltametrina, permetrina y
alfa-cipermetrina se usan comunmente como insecticidas y se recomiendan para el
control de insectos en el hogar porque se consideran relativamente no toxicos para los
humanos (Bradberry y cols., 2005). Sin embargo, uno de los principales mecanismos de
resistencia a los PY en los mosquitos, es el aumento de la desintoxicacion a través de
las monooxigenasas del citocromo 450, una enzima oxidasa responsable de una amplia
desintoxicacién (Smith y cols., 2016). Algunos estudios también han investigado los
factores biol6gicos que resultan en la resistencia a los PY en Ae. aegypti (Kawada y
cols., 2014); (Campbell y cols., 2019). Se a informado que los niveles de resistencia en
adultos de Ae. albopictus son generalmente mas bajos en Asia, Africa y EE. UU, y
mas alta en América Latina, aunque hay excepciones de poblaciones susceptibles que
existen todavia, especialmente en Asia y América del Sur (Vazquez Orrego, 2021).

Alfa-cipermetrina (RS) - alfa - ciano - 3 - fenoxibencil(1RS) - cis, trans -
3 - (2,2 - diclorovinilo) - 2,2 - dimetilcloropropanocarboxilato— Pertenece
al grupo de PY que poseen un grupo alfa-ciano en su molécula con un par de isémeros
enantioméricos PY de tipo II debido a su grupo ciano (Kumar Singh, Nath Tiwari,
Prakash, y Pratap Singh, 2012); (WHO y cols., 2014); (El Okda, Abdel-Hamid, y
Hamdy, 2017). Son 2250 veces més téxicos para los insectos que para los vertebrados
debido al tamano més pequeno de los insectos, a la menor temperatura corporal y a los
canales de sodio mas sensibles. Actiia por contacto a través de la cuticula por ingestion
y por inhalaciéon. Su efecto se basa en la similitud estructural de éstas moléculas
con componentes de la membrana celular de las fibras nerviosas, para que penetren
y asi provoquen un cambio en la permeabilidad al calcio. Como resultado, se evita
la despolarizacién de la membrana y la transmision de los impulsos nerviosos que
se producen sucesivamente en el insecto: alteracion del movimiento, descoordinacién,
pardlisis y muerte (Rivas Esteban, 2016).

Algunos usos de su aplicaciéon de nebulizacién de ultra-bajo-volumen (ULV) se
realizé contra Ae. albopictus (Bengoa y cols., 2014), y aunque este tipo de operaciones
son muy relevantes en muchos programas de control, su eficacia real es a menudo
desconocida. Para obtener una mejor aceptacién y cumplimiento en el uso de sustratos
impregnados de insecticida, éstas deberan tener un impacto notable en la reduccién
de esta molestia de plagas, por lo cual, alfa-cipermetrina realiza mejor efectividad
cualquiera que sea la especie de mosquito (Hougard y cols., 2003).
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2.5.3. Reguladores del crecimiento IGR

Se incluye a todos aquellos compuestos que alteran el crecimiento y desarrollo de
los insectos, y todos ellos parecen interferir de alguna manera con la normal formacién
de la cuticula (Chen y Mayer, 1985), aunque todavia en muchos casos no se conoce
con exactitud la forma de su actuacién (Vinuela, Budia, y Del Estal, 1991). En
mosquitos, Moreno (1997) (7, ?7) sostuvo en que si la concentracién en el medio de
cria es baja antes del estadio de pupa su efectividad se reduce significativamente.
También conduce a la aparicion de individuos intermedios entre larva y pupas, que
siempre son inviables e interrumpen la formacién de embriones. Causan esterilizacion
e infertilidad en adultos, otra caracteristica es que son compuestos aceleradores de
la muda de naturaleza esteroidea (molécula parecida a la ecdisona= hormona de la
muda) que penetran dificilmente a través de la cuticula actuando principalmente por
ingestion, seguido de anomalias en el exoesqueleto (7, 7).

El principal efecto de los IGR es perturbar el desarrollo y la metamorfosis y por
lo tanto, su accion es mucho mas lenta que la de los insecticidas convencionales.
Estos compuestos afirman ser seguros para los enemigos naturales y proporcionan una
alternativa a los insecticidas convencionales, ya que los efectos letales y subletales de
estos 1ultimos se consideran generalmente de mucho riesgo para las especies beneficiosas
(Ruberson, Nemoto, y Hirose, 1998).

Piriproxifeno— Es un analogo de la hormona juvenil, con baja toxicidad para los
mamiferos que altera el crecimiento y desarrollo en los insectos. Actia de tres maneras:
como hormonas juveniles, como precocenos, y como inhibidores de la sintesis de quitina.
Las hormonas juveniles (HJ) incluyen: ecdisona, el imitador de la HJ, el andlogo de la
HJ, y se conocen por sus sinénimos mas amplios como son los juvenoides y juvegenos,
ellos alteran el desarrollo inmaduro y la emergencia como adultos. Los precocenos
interfieren con la funcién normal de las glandulas, que producen las hormonas juveniles
y los inhibidores de la sintesis de la quitina: benzoiliireas convencionales, buprofezin
y ciromazina, afectan la habilidad de los insectos para producir nuevos exoesqueletos
durante la muda.

Especificamente piriproxifeno (PPF) es un IGR que inhibe la metamorfosis y la
embriogénesis en varias familias de insectos (Dhadialla, Carlson, y Le, 1998). Cuando
se aplica en los habitats de cria de larvas de mosquitos a bajas concentraciones es
altamente eficaz en la inhibicién de emergencia de adultos (Estrada, Mulla, y cols.,
1986); (Hirano, 1998). Sin embargo, el uso de PPF contra los vectores del Dengue, se
ve dificultada por el gran nimero de hébitats larvarios cripticos. Por lo tanto, se ha
considerado su utilidad en la autodifusién del producto en los criaderos de larvas de
mosquitos (Itoh, 1994); (Devine y cols., 2009); (Gaugler, Suman, y Wang, 2012).

La eficacia de la utilizacién de Ae. albopictus como un vehiculo para la transferencia

de PPF en hembras adultas a los habitats larvarios se ha evaluado en condiciones
de campo en Roma (Achudume, 2012); (Caputo y cols., 2012) y se demostré una
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reduccion significativa en la fecundidad de las hembras después del contacto tarsal con
una superficie tratada con PPF (Ohba y cols., 2013). Por lo tanto, pueden existir
dos posibles efectos de supresién reproductiva mediada por PPF: (1) las hembras
alimentadas con sangre expuestas a PPF pueden llevar el producto a los hébitats
de larvas, lo cual inhibe la emergencia de los adultos, y (2) el contacto tarsal con
PPF puede inhibir la maduracion de los 6vulos en los mosquitos adultos. Estos efectos
representan partir de este estudio posibles medidas para combatir los vectores del
DENV resistentes a los PY (Itoh, 1994); (Itoh y cols., 1994).

Otro método de control observado en el efecto de mosquiteros tratados con PPF
sobre poblaciones de Ae. albopictus en condiciones semi-campo (Ohba y cols., 2013) han
dado como resultado que el nimero de huevos y pupas generados a partir de la primera
generacion de adultos liberados en dos experimentos fueran menores en el tratamiento
con PPF que en el control sin tratar. Este efecto de accién lenta es una caracteristica
de PPF y podria permitir que los mosquitos adultos actiien como vehiculo para la
transferencia a los habitat de cria.

Estos estudios dan como resultado e indican que PPF puede reducir
significativamente el ntimero de huevos, pupas, larvas y la préoxima generacion de
adultos por: (1) la inhibicién de la produccién de huevos de las hembras adultas,
tras el contacto con PPF y/o (2) provocar la muerte de las larvas inmaduras, tras la
transferencia de las hembras adultas. En el contacto tarsal con PPF se ha demostrado
que puede suprimir la maduracién del évulo en hembras adultas de Aedes aegypti, antes
o hasta 24 h después de la alimentacién con sangre (Judson y de Lumen, 1976).

Pero por otro lado, existe la preocupacion de que PPF podria afectar el desarrollo
de las larvas de los organismos no objetivo que coexisten con las larvas de especies de
mosquito objetivo (Hirano, 1998); (Axtell, Rutz, y Edwards, 1980); (Mulla, Darwazeh,
Kennedy, y Dawson, 1986). Un ejemplo sobre la efectividad de PPF fue una revisién
sistematica de estudios la hormona juvenil contra Aedes spp. Maoz (2017) (Maoz y
cols., 2017) sugiere que PPF podria controlar efectivamente la emergencia adulta y las
etapas inmaduras de los mosquitos en una variedad de habitats. Por cuanto el debate se
referiria a la concentracion y la frecuencia de la aplicacion en los diversos tratamientos.
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2.6. Microencapsulacion de insecticidas

Fueron desarrollados entre los anos 1930 a 1940 por la NCR (National Cash
Register) para la aplicacion comercial de un tinte a partir de gelatina como agente
encapsulante mediante un proceso de coacervaciéon (que son métodos fisicoquimicos,
definido como la separacién de un coloide muy solvatado en dos fases liquidas, una de las
cuales contiene una alta proporcién de coloide (capa de coacervado) y la otra, una baja
proporcion) (Florence y Attwood, 2016); (Popplewell, Balck, Norris, Porzio, y Pszczola,
1995). La microencapsulacién de compuestos de actividad biolégica (ADN, farmacos,
proteinas, probidticos, enzimas, etc.) desde el punto de vista tecnolégico podria definirse
como el proceso de recubrimiento de dichos compuestos bajo la forma de moléculas,
particulas soélidas o glébulos liquidos, con materiales de distinta naturaleza y para
dar lugar a particulas de tamano micrométrico. El producto resultante de este proceso
tecnolégico recibe la denominacion de microesfera o microcapsula, dependiendo de cual
sea su morfologia y estructura interna (Lopretti y cols., 2007) y se clasifican segin el
tipo de estructura formada (Sparks y Jacobs, 1999).

Los formulados microencapsulados comerciales de insecticidas se diferencian por
el tipo de formulados contenidos y sus ingredientes activos, pudiendo presentarse
mediante varios tipos (Gonzélez, 1999) y cada formulado tiene caracteristicas
particulares y distintas destinadas a un mejor uso especifico o especie objetivo (Pardey,
s.f.). La liberacién de sus ingredientes activos es realizada por difusién a través de su
bicapa o por destruccién de la vesicula por medio de una concentracion critica de iones
calcio o por un cambio de pH o presiéon osmotica, hidrélisis, degradacion térmica o
enzimatica (Chiappetta, 2006).

2.6.1. Caracteristicas de la microcapsula polimérica (MPI)
Inesfly®

Tiene una estructura morfolégica relativamente simple, conformada por un ntcleo
activo y un esqueleto de polimero delgado que rodea al primero. El proceso de
produccién es complicado en el cual los principios activos (insecticidas e IGR) se
introducen en la matriz o sistema de pared con propiedades poliméricas, que debido a
las propiedades del polimero, estos se liberan gradualmente.

El i.a. se inserta de acuerdo con los requisitos de aplicacién especifica de la matriz
sobre la que se deposita las microcapsulas. El niicleo consta de una sustancia liquida
mezclada con los i.a. insecticidas. Su formacién se puede obtener mediante suspensiones
de microcapsulas que van desde un micrometro hasta varios cientos. Como se observa
(Fig. 2.7 al 2.14) la imagen tomada por microscopia éptica y microscopia electrénica
de barrido (Departamento de Farmacia y Tecnologia Farmacéutica, Facultad de
Farmacia de la Universidad Complutense de Madrid), el polimero envuelve a los i.a.
en microcapsulas de distinto tamano en funcién de la naturaleza de su contenido.
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Figura 2.7: Vista a microscopio éptico de micro cdpsulas en suspensién acuosa. (A)= liquido
con componentes disueltos en el que se encuentran en suspensién las microcdpsulas; (B)=
microcapsulas: cubierta de resina que atrapa en su interior los insecticidas. (Modificado a partir de:
http://www.inesfly.com)

Figura 2.8: Aspecto de las microcapsulas al evaporarse el solvente (agua) al microscopio éptico (A)=
cubierta de resina; (B)= interior con los insecticidas. (Modificado a partir de: http://www.inesfly.com)

Figura 2.9: Detalle de las microcépsulas a 40 aumentos con la muestra himeda. Se observan
perfectamente microcdpsulas redondeadas con las particulas de activos en su interior. (Modificado
a partir de: http://www.inesfly.com)
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Figura 2.10: Detalles de las microcdpsulas a 40 aumentos con la muestra seca. Al evaporarse el
solvente (agua) las microcdpsulas se juntan compactandose, lo que dard a la formacién de una pelicula
estable con liberacién controlada de los activos. (Modificado a partir de: http://www.inesfly.com)

Figura 2.11: Detalles de las microcdpsulas a 40 aumentos con la muestra himeda. En este
caso los pigmentos y cargas enmascaran la presencia de microcdpsulas. (Modificado a partir de:
http://www.inesfly.com)

Figura 2.12: Muestra a 25°C en estufa a 1000 aumentos. Detalle de los cristales del
polimero sometidos a desgaste por temperatura (100 pm). Las cargas y pigmentos se mueven
agrupandose y las microcapsulas se abren liberando los ingredientes activos. (Modificado a partir
de: http://www.inesfly.com)
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Figura 2.13: Detalle de los cristales del polimero (50pm), sometidos a desgaste por temperatura. Las
cargas y pigmentos se mueven agrupandose y las microcapsulas se abren liberando los ingredientes
activos. Detalle de la muestra a 1000 aumentos tras un proceso de liofilizacién que simula las
condiciones ambientales reales al eliminar la totalidad del solvente (agua). (Modificado a partir de:
http://www.inesfly.com)

B 5

Figura 2.14: Detalle de los cristales (200 pm) del polimero a 200 aumentos, en una muestra 25
oC; (B)= detalle del cristal (50 pm) a 1000 aumentos a T° ambiente. (Modificado a partir de:
http://www.inesfly.com)
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2.6.2. Polimeros biocidas microencapsulados a modo de
pinturas

El ingrediente basico de todas los formulados son las microcapsulas de polimero
insecticida, que también pueden contener otros ingredientes. Ademas de MPI, los
recubrimientos también contienen pigmentos, cargas y polimeros en un vehiculo volatil
(siempre agua). El pigmento principal es el diéxido de titanio de alta luminosidad, la
carga principal es el carbonato célcico y el polimero es el vinilo VeoVa 10. El insecticida
por incorporarse es segun el tipo de vector a controlar, lugar de aplicacién, la estrategia
de control y las distintas normativas y leyes que existen en cada pais.

En este caso, siempre son i.a. insecticidas y acaricidas con una amplia gama de
efectos, y se utilizan a menudo en muchos formulados insecticidas. Por lo tanto, los
piretroides se pueden usar para un control inmediato y lograr buenos efectos de choque
o KD sin necesidad de una residualidad mayor. Y si se precisa que un efecto prolongado
es mas valioso que obtener un efecto mas directo, se emplean OP. En todos los casos, la
pintura contiene IGR, que interfiere con el proceso normal de maduracion o desarrollo
en diferentes etapas del ciclo de los insectos. Estos compuestos son inofensivos para los
vertebrados porque son especificos del metabolismo de los insectos.

2.6.3. Desarrollo quimico de los formulados Inesfly®

Esta macromolécula (Fig. 2.15) consta de cadenas que contienen 7,5 moles de
acetato de vinilo (CH3 - CHOO - CH - CH2) por mol de VeoVa 10 (R - C00 - CHO =
CH2) (relacién 7,5 / 1). Se sintetiza mediante un proceso de polimerizacién en medio
acuoso, por lo que el contenido de sélidos emulsionados de macromoléculas de polimero
Vinil-Veova en agua es del 55 %. Su proceso quimico se muestra en la siguiente figura.

6] (0]
Va V4
CH—C + R—C
\O—CH=CH2 \O—CH=CH2
Acetato de Vinilo Veova 10

l Q (calor de activacion)

CH, CTZ CH, R
C(—0 (C—o0 (|:=o (|:=o
/S S /)
T
C

CH /CH\CH/ \CH /CH\CHa/CH\CH

Figura 2.15: Proceso quimico de polimerizacién de Inesfly® (Modificado a partir de
http://www.inesfly.com)
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2.6.4. Solucién acuosa emulsiones Inesfly® EM HOUSE

Las principales caracteristicas de la tecnologia radican fundamentalmente en:
1) utilizacion de la técnica de microencapsulacién para la incorporaciéon de los
elementos activos, con lo que se consigue una mayor eficacia y durabilidad de los
mismos, disminuyendo al mismo tiempo la posibilidad de contacto de los mismos
con personas y animales durante la aplicacién de la pintura y con ello la toxicidad.
2) la utilizacién de sustancias modificadoras del crecimiento de insectos, inocuas
para mamiferos y por tanto para personas y animales. 3) su aplicaciéon a modo de
pinturas (polimeros) o emulsionados. EM HOUSE es un formulado liquido blanquecino
compuesto principalmente por la microcapsula polimérica insecticida con el polimero
VeoVa 10 y agua como diluyente. Se puede decir que es como la pintura, pero sin
pigmentos ni cargas.

Por tanto, la obtencién de un formulado con una liberacion gradual y eficaz depende
en gran medida de la relacién de estos dos monémeros para formar el resultado, asi
como de otros factores inherentes al proceso de fabricacién. La incorporacién del
insecticida activo, la temperatura alcanzada y la temperatura de transicion vitrea
(Tg) de diferentes fases (preparacién, aplicacion, etc.) de diferentes tipos de polimeros.
Primero, en la etapa de preparacion, el polimero se dispersa en agua y su Tg desciende
por debajo de la temperatura ambiente, después de su aplicacion y secado, su Tg
aumenta (Fig. 2.16). En el caso de los polimeros duros, las microcapsulas serdn tan
duras que no permitiran una facil liberacion del i.a. Por el contrario, en el caso
de los polimeros blandos, la liberacion de las microcapsulas serda tan rapida que la
eficacia persiste también seria baja. En el caso del polimero Inesfly®, debido a la
liberacion controlada del i.a., se logra un adecuado equilibrio entre dureza y flexibilidad,
obteniendo mayor residualidad.

Tg (°C
45 ;

Polimero duro
40

35 6limero Inesfly®
30 4
25 4

Temperatura ambiente
20

Polimero blando

Preparacion Aplicacién Secado Tiempo

Figura 2.16: Dureza del polimero Inesfly durante el proceso de fabricacién y aplicacién. (Modificado
a partir de http://www.inesfly.com)
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El mecanismo de estabilizacién se puede ver que proviene de una estructura liquida
a base de agua en la que el i.a. esta incrustado con la matriz polimérica y después de
la aplicacién, el agua evaporada concentra la compacidad de las particulas (Fig. 2.17).
De esta forma se regula el polimero vertido del pesticida al exterior. La estructura final
es completamente estable y compacta, dando a la férmula un residuo caracteristico. De
esta forma, son la abrasién y las condiciones ambientales (temperatura, humedad) de
la propia pintura las que regulan la descarga de los i.a. insecticidas, lo que prolonga en
gran medida la eficacia insecticida del formulado.

Pintura INESFLY antes de la aplicacion ® [ L ® « ®% o %% @ ...
las particulas de las materias activas estan .. T e0e e .:T_" 9

dispersas en el agua { | - ,
I TILILI

Tras la aplicacion el solvente (agua) se
evapora y las particulas se aproximan
hasta unirse unas con otras

Con el paso del tiempo y la accion de los ® Py ¢ ® .
&

agentes externos -temperatura, humedad,

desgaste- las particulas mas préoximas a la

superficie se van liberando al ambiente.

Se va formando una pelicula cada vez mas

lentamente l

Pelicula estable con difusién regulada de
los activos insecticidas

@ Micro cépsula IGR
®® Micro capsula Insecticidas convencionales

Cargas y pigmentos
O Emulsion

Figura 2.17: Mecanismo de estabilizacién de los i.a. Inesfly. (Modificado a partir de
http://www.inesfly.com)
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2.6.5. Pintura Iesfly® IGR SIN

Tiene la misma composicion que la pintura, pero no existe un pesticida
convencional, por lo que la existencia de IGR puede respaldar todas las capacidades de
control de vectores. Esta formula es muy adecuada para situaciones que no requieren un
control inmediato de plagas. Su ventaja es que no anade i.a. insecticidas convencionales,
por lo que no es téxico. En este caso, el proceso de estabilizacion es similar al de la
pintura (Fig. 2.18).

L . R
Pintura INESFLY SIN antes de la aplicacion - 'm of P o°
las particulas de IGR (Piriproxifeno o Diflubenzurén) r — .‘. Him
estas dispersas en el agua. o —» L L J 57 Tl |
L
k] ™ b

L — | |
Tras la aplicacion, el sovente (agua) se evapora y las ]_.' I ‘ 'J_

particulas se aproximan hasta unirse unas con otras.

Con el paso del tiempo y la accion de agentes externos l
r 4 J . L]
las particulas mas préximas a la superficie se van o ® e a E

liberando al ambiente. s

Se va formando una pelicula cada vez mas estable en | I]—v\l_,

la que los IGR s se encuentran protegidosy son
liberados cada vez mas lentamente. 1

Pelicula estable con difusion regulada de los IGR’s /{_%J/;'(%

Figura 2.18: Mecanismo de estabilizacién de los i.a. Inesfly SIN. (Modificado a partir de
http://www.inesfly.com)

Estas microcapsulas tienen en cuenta las recomendaciones de la OMS a través de sus
informes OMSPES: (http://www.OMS.int/OMSpes/pdtunderOMSPESevalSep2010.pdf)
por lo que respecta a tipos y porcentaje de activos en la composicién. La metodologia
toxicologica esta constatada cientificamente en algunos estudios, para la cual, se ha
realizado ensayos de toxicologia aguda, analiticas sobre poblacion y personal aplicador.
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Capitulo 3

Materiales y Métodos

El estudio se realiz6 con una cepa de Aedes(Stegomyia) albopictus (Skuse,
1894) (Diptera: Culicidae) establecida y mantenida desde 2009 en el Laboratorio de
Parasitologia de la Facultad de Veterinaria de la Universidad de Zaragoza, Espana. Para
su mantenimiento se utilizé los protocolos de cria habituales (Elbal y cols., 2010). La
colonia de mosquitos se ha utilizado en varias investigaciones y no ha estado expuesta
previamente a insecticidas.

3.1. Manejo de Aedes albopictus en el laboratorio

Para un mantenimiento 6ptimo y continuo de la colonia se utilizé camaras
climatizadas (Radiber, Barcelona, Spain) con pardmetros de temperatura y humedad
relativa constantes a 25 +1 °C y HR 75 +5 % respectivamente, y con un foto-periodo de
12 h deluz y 12 h de oscuridad (Elbal y cols., 2010). Como mencionamos anteriormente,
la colonia estudiada ha sido utilizada en varios trabajos de investigacion, y dado que no
fue expuesta previamente a insecticidas puede considerarse como no resistente, ya que
en poblaciones naturales al quitar la presion selectiva de insecticidas en el ambiente se
acaba generando poblaciones susceptibles (HiangHao, Zairi, y cols., 2013).

Los mosquitos adultos se mantuvieron cohortes con numero de aproximadamente
400 adultos, criados en cajas de retencién de 30 x 30 x 30 cm BugDorm 1® (Mega
View Science Education Services Co. Ltd., Taichung, Taiwan) con la misma edad e
igual nimero de machos y hembras. Se les aliment$ diariamente con una soluciéon de
sacarosa al 10 % (100 g de azicar/1000 ml de agua declorada) previamente almacenada
y congelada a -5 °C para uso continuo, con intervalos de tres cambios semanales,
evitando de esta forma cualquier tipo de contaminacién. En cada caja de cria se colocod
un matraz Erlenmeyer (100 ml) y se introdujo una pieza de papel de filtro doblada
en forma de “abanico” por la cual la soluciéon azucarada ascendia por capilaridad,
quedando la solucién de sacarosa a disposicién de los mosquitos en toda la superficie
del papel (Fig. 3.10 B) y éste se remplazé aproximadamente cada dos a tres dias
(Mahmood y Maramorosch, 1999).
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Para la ingestién de sangre por parte de las hembras se utiliz6 el método de
alimentacién por membrana (membrane—feeding) y se utilizé el sistema Hemotek PS5
Power Unit, (Discovery Workshops. England) (Fig. 3.1) proporcionando una fuente de
sangre (desfibrinada) de cerdo, obtenida del matadero porcino de la plataforma logistica
Mercazaragoza del Valle del Ebro, Zaragoza, Espana. Esta metodologia consistié en la
version original del sistema Hemotek (Hemotek PS5A /220), el cual posee una placa de
aluminio de 3,7 cm de didmetro, un espesor de 1,3 cm y una capacidad total de depédsito
de 5 ml (Cosgrove, Wood, Petric, Evans, y Abbott, 1994), donde la temperatura de
la placa calefactora se verific6 con un termémetro IR de precisién (Omega, Stamford,
CT) a una temperatura de 35 °C £+ 1 °C. Se fij6 una membrana Parafilm "M”de 2,5 x
2,5 cm (Pechiney, Chicago Il., EE. UU.) a cada placa, que se aseguré alrededor de la
placa de calentamiento de aluminio con un anillo de goma.

e

LABORATORY yu o
/ bR,

A

Figura 3.1: Sistema de alimentacién de membranas Hemotek PS5A/220: (A)= membrana
(Parafilm™); (B)= el depésito con sangre del dispositivo; (C)= placa calefactora del dispositivo;
(D)= ensamblaje del dispositivo; (D)= unidad de potencia PS5

El banco de sangre obtenido, se mantuvo, almacend y congelé en tubos de EDTA
en un congelador a -4 °C. Posteriormente, 15 minutos antes de cada alimentacién el
tubo que contenia la sangre se llevo gradualmente a temperatura ambiente y utilizando
una jeringa luerlock desechable (BD. Franklin Lakes, NJ 50) con una capacidad de 5
ml se introdujo 4 ml de sangre entre la placa calefactora de aluminio y la membrana
Parafilm™. Las placas se sostuvieron y mantuvieron en contacto con la parte superior
de la caja de cria, a las cuales se introdujeron alrededor de 400 mosquitos entre hembras
y machos. Durante la alimentaciéon y para mejorar la respuesta de alimentacion de
sangre las cajas fueron cubiertas con una tela oscura.

Veinticuatro horas después de la ingestién de sangre se realizd la ovoposicion en
macetas de plastico Eurotubo® de 100 ml (Deltalab S.A., Barcelona, Espana) en los
que se colocé previamente cortes de papel filtro (15 x 10 ecm) y aproximadamente 60 ml
de agua declorada y una porcién de 0,01 g de alimento comercial para peces (con el fin
de estimular la ovoposicién). Se colocé tres macetas simultdneamente en cada caja de
cria y las hembras realizaron la ovoposicién en papel de filtro por encima del nivel del
agua que cubria el interior de la maceta (Fig. 3.2). Posteriormente, el papel de filtro con
los huevos adheridos se almacend en una bandeja de plastico con la fecha especifica de
cada ovoposicion. El almacenamiento de los papeles de filtro con los huevos adheridos
se realizd en un ambiente oscuro a temperatura moderada sin humedad, y se etiquetd
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la fecha, el nimero de hembras alimentadas y el nimero de huevos ovopositados.

Figura 3.2: Papel de filtro con huevos ovo puestos (A)= maceta de pldstico; (B)= papel de filtro
con huevos adheridos (Modificado a partir de Alarcén-Elbal et al., 2010)

Manejo de los estadios larvarios— Para activar la embriogénesis, el papel filtro
con los huevos adheridos a éstos, se sumergieron en agua declorada dentro de bandejas
de plastico de 30 x 15 x 6 cm con una capacidad de 1500 ml (Fig. 3.3). Cuando ocurria
la eclosion larvaria en cada bandeja de plastico se dispuso de un niimero aproximado de
300 larvas (macetas) y 700 huevos (tablillas de masonite). Para su alimentacién se optd
por utilizar compuesto bésico para peces de acuario TetraMin® Tropical Fish Flakes
(Tetra Sales, Blacksburg, Virginia, EE. UU.) a base de algas y subproductos animales,
a una dosis aproximada de 0,1 mg/larva/dia para larvas de estadio inicial (L - Ly) y
0,4 mg/larva/dia para estadios finales (Lg - Ly).

Figura 3.3: (A)= bandejas de pldstico donde se efectué la emergencia de larvas L;. Fueron
introducidos los papeles de filtro con los huevos adheridos, sumergidos a los cuatro dias después
de la ovoposicién; (B)= tablillas de masonite® (tablex) cuyo objetivo fue la oxigenacién del agua al
inicio de la emergencia larval

En el manejo de las pupas, después de completado el desarrollo larval (el cual durd
aproximadamente de ocho a nueve dias) las pupas viables se recolectaban con una
pipeta de pléstico, trasladdandolas a un matraz Erlenmeyer de 100 ml de capacidad con
unos 60 ml de agua declorada y fueron introducidas en las cajas de cria, permitiendo asi
recuperar los mosquitos adultos que emergian, iniciando nuevamente el proceso para
la obtencion de las siguientes generaciones.
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Todos los biomateriales utilizados en las pruebas fueron manipulados siempre
por el mismo personal investigador, con estricto apego a las medidas de seguridad
previstas para lograr la continuidad del ciclo gonotrofico de la colonia. Estos incluian,
la neutralizacién rutinaria por ebullicién a 100 °C durante 30 minutos de todos los
materiales que entran en contacto con los mosquitos en cualquier etapa, especialmente
los utilizados para la puesta de huevos (macetas y bandejas de pléstico, matraces
Erlenmeyer, pipetas, tiras de papel filtro con huevos eclosionados o no y material para
la alimentacién (azicar y/o agua)
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3.2. Metodologia de las pruebas

3.2.1. Prueba I. polimeros (pinturas)

La eficacia y residualidad de los formulados se evaluaron en dos diferentes superficies
de acuerdo con el poder de absorciéon del polimero. Una considerada maés porosa,
que por su capacidad de absorcién son las placas de yeso laminadas (Pladur®)
especificamente empleadas para la construcciéon de obras, y otra considerada como
menos porosa como es la madera de pino, empleada generalmente en las construcciones
y con mas acentuacion en viviendas mas prolijas. Los tres formulados de PI contenian:
formulado 5A NG IGR®= PY (alfa-cipermetrina 0,7%; d-aletrina 1% -+ PPF
0,063 %); formulado 5A IGR®= OP (diazinén 1,5 %; clorpirifés 1,5 % + PPF 0,063 %)
y formulado 5D IGR®= OP (diazinén 3% + PPF 0,063 %).

Inicialmente la superficie de madera fue cortada en cuadrados, y tuvieron un tamano
de 13 x 13 cm y 1,3 cm de grosor, en tanto la superficie més porosa (escayola) no fueron
cortadas en cuadrados, sino que se utilizaron en su presentacién comercial original 50
x 50 c¢m, 1 cm de grosor, lo que garantizé que cuando se realizé la manipulacién en
torno a la fijacién de los conos de plastico (OMS) entre cada bioensayo no se corri6
el riesgo de que estos vayan a romperse y asi poder asegurar una superficie suficiente
para la correcta fijacion de los conos de contencion a la totalidad de la superficie o area
tratada. Se procedié al tratamiento de las superficies 48 horas antes del inicio de los
bioensayos siguiendo las recomendaciones del fabricante. La aplicacion de las pinturas
fue mediante pintado manual utilizando una paletina sencilla de cerda pura N° 9; 19 x
6 mm, para asi obtener una distribucién homogénea del producto sobre la superficie.

Para la dosificacion y aplicaciéon de las PI denominamos a la concentracion mas
baja de 1 kg / 6 m? (recomendada) imprimacién o aplicacién simple, que consistia
en una sola capa de pintura, es decir, que con una pipeta de transferencia de plastico
cuentagotas se aplicé 3.7 ml de producto en cada tipo de superficie, tanto a la mas
porosa como a la menos porosa y para observar la diferencia entre la porosidad de cada
superficie y la efectividad del producto se empled una imprimacion o aplicacion doble
que denominamos la mayor concentracién de 1 kg / 3 m?, que comprendia dos capas
aplicadas con 24 h de diferencia, es decir, el doble de la concentracién recomendada
(6,7 ml), ya que el tipo de superficie y las dosis de aplicacién oscilan entre 1 kg / 6 m?
hasta 1 kg / 3 m?.

Para cada combinacién de formulado, concentracion y tipo de superficie se realizaron
tres réplicas, cada una de ellas con su respectivo control, que consistié en el mismo tipo
de pintura sin insecticidas ni IGR. La cantidad necesaria de pintura se aplicé en su
totalidad en cada area a tratar con el fin de asegurar la obtencién de una correcta
aplicacion. Posteriormente se procedié a individualizar las superficies por el tipo de
concentracion del producto y su formulado insecticida, almacenandolas individualmente
e indistintamente de su concentracion y superficie en un ambiente seco y ventilado.
Todas las superficies tratadas que incluyeron el control fueron recubiertas, aisladas y
almacenadas en papel aluminio para embalaje (13 pm. de espesor) para posteriormente
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ser utilizadas entre los distintos intervalos de cada bioensayo. La cantidad de producto
para las dos concentraciones fue:

a) aplicacién simple (concentracién recomendada) para = 1 kg / 6 m* — (3,7 ml / 13
x 13 cm?)

b) aplicacién doble (doble concentracién) para = 1 kg / 3 m? — (6,7 ml / 13 x 13 cm?)

A las 48 horas después del tratamiento de las superficies, se procedid a realizar los
bioensayos de toxicidad con los parametros acordes al método estandar de la OMS.
Para ello se utilizé conos de bioensayo de la OMS (Bioassay Cones, University Sains
Malaysia (USM), a OMS Collaborating Centre) exponiendo a los mosquitos a cada
una de las superficies tratadas segin la metodologia de la OMS (OMS, 1981). Cada
formulado se evalué a distancias de al menos un metro para la superficie de la madera
y 0,50 m para las placas de escayola y nunca entraron en contacto directo entre las
mismas o viceversa con el control. La figura 3.4 representa el esquema de los OMS
CONE TEST (OMS) utilizado en las superficies tratadas.

Los bioensayos se realizaron en las instalaciones del laboratorio de entomologia de
la Facultad de Veterinaria de la Universidad de Zaragoza, Espana, en un habitaculo
especialmente acondicionado para pruebas con insecticidas, situado fuera de la camara
de cria de la colonia, por lo cual, los aspectos de traslado de los mosquitos en estudio
fueron cuidadosamente manejados, tanto en lo referente a temperatura, humedad
relativa y luz, para asi no crear una alteracién en el comportamiento de los individuos.

La prueba consistio en 10 bioensayos repartidos en 27 meses, con un intervalo
aproximado de 3 meses entre cada uno para asi poder comprobar el efecto residual de
cada formulado en cada superficie tratada a lo largo de este periodo de tiempo. Cada
formulado consté de tres replicas para cada superficie tratada y un control. Se utilizo
diez hembras adultas nuliparas por cada replica y su control, las cuales se introdujeron
con un aspirador de boca al interior del cono (OMS).

Para cada tratamiento y control de los formulados, se introdujo grupos de 10
hembras por cada réplica y control en el interior de los conos de plastico y utilizando
un aspirador bucal se forzaron a entrar en contacto con la superficie tratada. Se realizo
un analisis comparativo de cada formulado con el grupo control en base a la mortalidad
potencial después de 30 min, discriminando a los individuos atin afectados por el efecto
KD.

La eficacia se analiz6é en términos del efecto KD durante 30 minutos de contacto
forzado con las superficies y se constatd la mortalidad real de cada individuo, por lo
que el criterio de muerte era admitido por la falta de movilidad total. Al cabo de los
30 minutos, aquellos individuos vivos, incluyendo a los que solo presentaba ataxias o
incoordinaciones que no cumplian los criterios de muerte (Bank, WHO, y cols., 1994)
fueron retirados y trasladados a los eclosionadores con el fin de monitorizar la muerte
0 supervivencia.
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Figura 3.4: Esquema de los bioensayos mediante el CONE TEST (OMS) en dos tipos de superficies
ya tratadas: una mds porosa (escayola) y menos porosa (madera) a dos concentraciones (1 Kg / 6 m?
v 1 kg / 3 m?). Estas fueron recortadas en cuadrados (13 x 13 cm)

Dado que es dificil en un inicio clasificar si un individuo expuesto estda muerto
o no durante el efecto KD y debido a la variedad de signos y/o efectos que pueden
presentar durante esa fase se optd en un intento por calificar los individuos afectados
y unificar el diagndstico, por lo cual, se considerd el siguiente criterio de muerte: se
considera muerto a u individuo que colocado sobre un papel de filtro no tiene actividad
locomotora propia, ya sea en forma espontanea o cuando es estimulado con un pincel
o una pinza (Bank y cols., 1994). Por tanto, un individuo fue registrado como muerto
si colocado sobre una superficie limpia no presentaba movilidad ni movimiento alguno
cuando fue estimulado con una pinza durante al menos 5 minutos.

Durante la observacion del KD los individuos que atin presentaron signos de estar
vivos, incluidos aquellos con signos de solo ataxia o falta de coordinacion, fueron
retirados y transferidos a eclosionadores (Mosquito Breeders; Bioquip Products Inc.)
y asi realizar el seguimiento posterior de la mortalidad.
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Una vez en los eclosionadores, en la parte superior de las rejillas que sirve de entrada
de aire del mismo se ofrecié como alimento una solucién de sacarosa al 10 % empapados
en pequenos trozos de algodén y a la vez trozos de algodén humedecidos con agua
declorada para garantizar la humedad en su interior. Inmediatamente, se procedié a
contabilizar el nimero de individuos muertos para cada réplica, incluyendo su control a
los 30 a 60 min después del contacto forzado (KD) y se observé la mortalidad acumulada
a los 60 min, 24 h, 48 h y 72 h. Los mosquitos que iban muriendo permanecieron dentro
de los eclosionadores, ya que existia el riesgo de causar la muerte involuntaria por la
manipulacién constante de individuos atn vivos (Fig. 3.5).

Figura 3.5: Procedimiento de la prueba en superficie menos porosa (madera de pino) y otra més
porosa (escayola). (A y B)= tres replicas para cada superficie tratada y un control; (C y D)= efecto
KD durante los 30 minutos de exposicién forzada (en la superficie escayola no se procedié al corte
en cuadrados como en el caso de la madera A y D); (E)= succién con aspirador de boca (individuos
aparentemente vivos); (F)= traslado a eclosionadores (después de los 30 min) suministrandose papel
filtro humedecido y algodén con una solucién azucarada



3.2.2. Prueba II. solucién acuosa emulsiones (lacas)

Se analiz6 la residualidad de tres concentraciones diferentes de piriproxifeno (PPF)
aplicadas a dos distintos tipos de materiales, y se compard le eficacia en la mortalidad
acumulada contra larvas y pupas, realizados en distintos bioensayos independientes y
con una unica aplicacion inicial. Los materiales en su composicién fueron distintos,
pero son similares a los que las hembras elijen en un entorno natural para realizar
lo ovoposicién. El primero fueron pequenos contenedores de pléstico (macetas) como
ejemplo de recipientes de superficie lisa por su uso comin y que conforman lugares de
puesta abiertas habituales. El segundo fue un sustrato poroso [tablillas de Masonite®
(tablex®)] que generalmente es utilizado en los métodos de ovitrampas y muestreos
de poblaciones de mosquitos. La prueba tuvo un periodo de intervalo entre dos y tres
meses entre cada bioensayo, y de acuerdo con los resultados obtenidos en comparacién
con el grupo control se realizo en total 11 bioensayos para los contenedores de plastico
(maceta) y siete bioensayos para las tablillas de masonite (tablex®). La toxicidad de las
concentraciones de PPF de las tres emulsiones se evalud a concentraciones diferentes:

a) emulsién 1 (E1) con una concentracién al 0,0063 % de PPF
b) emulsién 2 (E1) con una concentracién al 0,063 % de PPF

c¢) emulsién 3 (E1) con una concentracion al 0,02 % de PPF

Se analizé tres réplicas para cada tipo de material y concentracién, cada una
de las cuales constaba de su respectivo control sin tratar. En los dos sustratos, las
propiedades del material bioldgico utilizado se diferencié entre si mediante el siguiente
procedimiento:

Contenedores de plastico (macetas) : se utiliz6 tnicamente larvas de un dia de
eclosién en el estadio larva 1 (L;) obtenidas a partir de puestas de hembras alimentadas
con sangre.

Tablillas de Masonite® (tablex®) : se empled individuos adultos (machos y
hembras) con una edad aproximada de tres dias, donde las hembras nuliparas fueron
alimentadas con sangre y se obtuvo larvas del primer estadio L; que serian el material
biolégico de estudio utilizados en los bioensayos.

Para el andlisis de los resultados, y dada la dificultad de poder discriminar en qué
estadio larvario especifico Ly, Lo, L3 y Ly tuvo lugar la mortalidad de los individuos o
poder valorar el momento exacto de la ecdisis, la muda de estadio inicial a final o la
mortalidad de estos, se opt6 por agruparlos en larvas iniciales (L;—Lg) y larvas finales
(Ls—Ly4), estimando, de este modo las correspondientes tasas de mortalidad para cada
uno de estos grupos.
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La inhibicién de la emergencia (% IE) se analizé a partir del nimero de pupas
aparentemente viables (ausencia de malformaciones al inicio de la ultima ecdisis larva
L4 — pupa), y posteriormente se contabiliz6 las pupas desde la eclosién hasta la etapa
adulta. A partir de este tramo, se observé los pardametros relacionados inicamente con
los adultos emergidos (F2), utilizando el mismo protocolo de cria que las muestras
tratadas inicialmente, pero no fueron sometidos a ningiin tipo de tratamiento téxico.
Estos parametros analizados incluian

— La capacidad de vuelo (observado tanto en las hembras como los machos)
— La capacidad de las hembras para alimentarse de sangre
— La capacidad de la ovoposicion de las hembras alimentadas

— La viabilidad y eclosion de la ovoposicion y posterior emergencia de larvas y
pupas viables que puedan alcanzar a la fase adulta (F2).

Finalmente, otro parametro de analisis paralelo de la prueba consistio en el efecto
de los i.a. contenidos en las tres concentraciones y su relaciéon con las consiguientes
alteraciones morfogenéticas ocurridas en los estadios larvarios y las pupas, y a medida
que ocurrié la mortalidad, se contabilizaron y clasificaron segun criterios de Yodbustra
y cols. (1985) (Yodbustra, Ketavan, Suchartupatham, y Areekul, 1985).

— pre—pupa (estadio larval final L3~ y ecdisis inicial a pupa)
— pupa blanca

— pupa melanizada

— pupa con adulto visible

— pupa con adulto parcialmente emergido

Procedimiento de bioensayos para los contenedores de plastico (macetas)—
Se realiz6é un total de 11 bioensayos independientes durante 27 meses, comprendidos
en un periodo de intervalo de dos a tres meses entre cada uno (el intervalo de tiempo
entre cada bioensayo se debié a la disponibilidad de individuos adultos y larvas que se
obtuvo de la colonia). Las emulsiones se aplicaron sobre la superficie 48 horas antes
del inicio del primer bioensayo siguiendo las recomendaciones del fabricante. Ademas,
se estimo6 previamente la superficie interior de los contenedores de plédstico, que tenian
una capacidad de 200 a 300 ml, y asi calcular la cantidad de emulsién necesaria para
establecer la dosis final de los i.a. en 2 mg / 100 cm?.

La aplicacion de las emulsiones se realizé utilizando una pipeta Pasteur, extendiendo
la cantidad establecida de emulsionado por la base de la superficie y el borde y base
interna de los contenedores de plastico, las cuales fueron giradas repetidas veces de
forma manual mientras se mantuvieron expuestas a la corriente de aire impulsado
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por un ventilador, lo que favorecié la rapida evaporacion del agua y una éptima
homogeneizacion en toda la superficie, evitando el encharcamiento al ser aplicada.
Posteriormente, se dejaron en un lugar ventilado para su secado por completo y
transcurridas 48 horas después del tratamiento, se introdujeron 30 larvas en el estadio
inicial (L) para cada réplica por triplicado mas un control para cada concentracién
de PPF. Previamente a la introduccion de las larvas se adicionaron 200 ml de agua
declorada a cada maceta tratada mas su control y se proporcioné 0,01 gr de alimento
para peces como alimento de las larvas. Finalmente, se procedio a evaluar el efecto de
toxicidad de las emulsiones. La Figura 3.6 detalla el procedimiento.

estadio L, estadio L, estadio L,

Réplica 2 Réplica 3

Figura 3.6: Esquema de la metodologia emulsiones sobre contenedores de pldstico (macetas); E1=
(0,0063 %); E2= (0,063 %); E3= (0,2%) de PPF. Cada recipiente contenfa 2 mg de PPF, se anadi6
200 ml de agua declorada y 30 larvas L;; R= réplicas

Desde el inicio de la prueba, se examinaron las larvas diariamente para detectar
alteraciones morfologicas y su supervivencia hasta la posible emergencia del adulto.
Las larvas que sobrevivian hasta la fase de pupa fueron retiradas e introducidas en
eclosionadores para larvas de insectos acudticos (con agua declorada en su interior y sin
tratamiento toxico). Las larvas se identificaron por procedencia de cada concentracién
de PPF, y se realiz6 el mismo procedimiento con las pupas muertas, que fueron
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clasificadas por el tipo de malformacién morfolégica que presentaron.

Para poder constatar la toxicidad de PPF en las tres concertaciones y sus controles
sin tratamiento, las pupas aparentemente viables se separaron de los contenedores
tratados y se las introdujo en contenedores sin tratamiento dentro de cajas de cria
de 30 x 30 x 30 cm. Una vez introducidas se observo la ecdiscis a la fase adulta o su
mortalidad. Este procedimiento se realizé con el objetivo de contabilizar y clasificar
los efectos toxicos de PPF en los adultos emergidos. Tales efectos observados fueron
la capacidad de vuelo, la capacidad de realizar la ingestién de sangre y la posterior
ovoposicién, la viabilidad de huevos, la posterior eclosion larvaria, la mortalidad o
supervivencia larvaria y la ecdisis a la fase adulta (siguiente generacion).

Debemos aclarar que cada réplica (en el caso de que alguna pupa alcanzé la fase
adulta) cont6 con una caja de cria para la observacién de los efectos del PPF. En el
caso del grupo control, el seguimiento solo se realizo hasta la emergencia de los adultos,
ya que como cada réplica contdé con un control implicaria una limitada capacidad de
espacio en las instalaciones de la colonia.

En el siguiente diagrama de flujos (Fig. 3.7) se presenta el esquema que se realizé al
inicio de la emergencia de los adultos ocurrida en cada bioensayo, es decir, que a medida
se realiz6 un bioensayo y se observaba la eclosion de los adultos los parametros del ciclo
gonotrdéfico de los mismos eran observados en paralelo con su bioensayo correspondiente
hasta la muerte o supervivencia de todas las larvas tratadas para cada concentracion.
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Figura 3.7: Esquema del procedimiento para el anélisis de la eficacia residual de PPF en contenedores
de pléstico (macetas)
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Tablillas de Masonite® (tablex®)— Se realiz6 siete bioensayos independientes,
con un intervalo de entre dos a tres meses por cada bioensayo. Se utilizaron 400 hembras
gravidas, separadas en cohortes de 100 hembras en cuatro cajas de cria correspondientes
a las tres emulsiones y el control, y se introdujo ademas 200 machos para cada una, para
asi, poder estimular tanto la cépula y la ingestién de sangre en las hembras. Una vez
realizada la ingestion de sangre y transcurridas 72 h, las hembras ya habian completado
el proceso de ovogénesis y se introdujo en el interior de las cajas de cria los contenedores
de pléstico con agua declorada (200 - 300 ml), que ademés incluian en su interior de las
tabillas de masonite tratadas (Fig. 3.10 B). El objetivo de este procedimiento aseguré
que las hembras realicen la ovoposicién directamente o principalmente sobre toda el
area tratada, también se introdujo alimento para peces dentro de las macetas con el
objetivo de estimular la ovoposicion.

Aunque algunos huevos fueron ovopositados fuera del drea de superficie de las
tablillas de masonite, tanto en la superficie interior de la maceta o en el agua,
solo se opté a contabilizar los huevos contenidos dentro de la superficie tratada.
Posteriormente, tres dias después de la ovoposicion, se retir6 las macetas de las cajas
de cria (incluidos las tablillas en su interior), donde, las mismas tablillas con los huevos
opositados en su superficie fueron retirados de las macetas y se dejaron secar durante
48 horas dentro de placas Petri, dejandolos encima de un papel de filtro, lo que evito
la caida involuntaria de algin huevo a la hora del realizar el conteo. Posteriormente, se
precedié al registro del numero de huevos en el laboratorio con una lupa y se identifico
su precedencia (concentracién) y su respectiva replica y control. Finalmente, se estimé
las variables de estudio, como la aparente viabilidad de los huevos, el porcentaje de
huevos por hembra y el porcentaje de eclosion larvaria. En las figuras 3.8 se ilustra
el procedimiento de los bioensayos, el esquema del procedimiento (Fig. 3.9) y el
procedimiento de alimentacion y monitoreo de huevos y eclosién de estadios larvales y
pupas (Fig.3,10).
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Figura 3.8: Procedimiento de la prueba emulsiones sobre las tablillas de masonite tratados, en el cual
las hembras realizaron la ovoposicién. (A)= contenedores de plastico, donde 100 hembras realizaron la
ovoposicidn en las tablillas de masonite; (B)= papel filtro, donde se dejé secar las tablillas de masonite
con los huevos; (C)= placa de Petri, donde se introdujo el papel filtro incluido las tablillas masonite
y ocurrié la eclosién de huevos, los estadios larvales Ly; Lo; Ls; Ly y pupas. E1= emulsién 1 (PPF
0,0063 %); E2= emulsién 2 (PPF 0,063 %); E3= emulsién 3 (PPF 0,2%). R= Réplicas
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Figura 3.9: Esquema del procedimiento para el andlisis de la eficacia residual de PPF en las tablillas
de masonite® (tablex®)
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Figura 3.10: Procedimiento de la prueba en las tablillas de masonite® (tablex®) (A)= alimentacién
con sangre (membrane—feeding) (100 hembras por cada replica de cada formulado) (B)= tablillas de
masonite, donde procedié la ovoposicion introducido en la maceta de pldstico con agua declorada y con
0,2 mg de alimento para peces (atrayente ovoposicién) y con el mismo procedimiento para el control.
(C)= placas de Petri y papel filtro donde ocurrié la eclosién de larvas. (D)= tablillas de masonite
tratados y controles sumergidos en agua declorada dentro de placas Petri (monitorizacién de la ecdisis
de los estadios larvales y pupas)



3.3. Analisis estadistico

3.3.1. Prueba I polimeros (pinturas insecticidas)

Para el analisis estadistico de los resultados obtenidos en la Prueba I, debido a la
escasa variabilidad entre réplicas, se combinaron los resultados obtenidos en las tres
réplicas de cada bioensayo. Posteriormente, debido a que la tasa de mortalidad en
alguno de los controles oscilé entre el 5% y el 20 %, se procedid a aplicar la correccion
de Abbott (Abbot, 1987) con el fin controlar la variabilidad en la mortalidad inherente
a cada lote de mosquitos utilizados para cada bioensayo.

A partir de la tasa de mortalidad corregida se procedié a estimar el numero
corregido de ejemplares vivos o muertos en cada bioensayo, lo que conformé la
matriz de datos finalmente analizada. Para valorar el efecto potencial de las diferentes
variables (superficie, formulado, concentracién y el tiempo) sobre el efecto KD y la
mortalidad de los mosquitos, debido a la naturaleza de los datos obtenidos, éstos
se analizaron en diferentes intervalos después de la exposicién. En primer lugar, se
exploraron las asociaciones de las diferentes variables con el efecto KD observado a los
30 minutos pos-exposicion. En segundo lugar, se exploraron las posibles relaciones de
las mismas variables con la mortalidad observada entre los 60 minutos y las 72 horas
postexposicion.

En este segundo caso, y debido a que la naturaleza de los datos (correlacionados
en el tiempo) dificultan su andlisis conjunto con el resto de variables experimentales,
se procedioé a crear una variable subrogada al desarrollo de la mortalidad a lo largo
de este periodo, la cual consistié en estimar, para cada bioensayo, la mediana de la
distribucién de los valores de tiempo a los que se registré la muerte de los ejemplares,
lo que equivale a estimar el tiempo (en horas) en el que tuvo lugar la mortalidad del
50 % de los ejemplares (TDjg) de los ejemplares observados en cada ensayo. Para cada
intervalo de observacién (60 min, 24 h, 48 h y 72 h) el tiempo estimado de la muerte de
los ejemplares se calculé como el punto medio entre el mismo intervalo de observacion
y el inmediatamente anterior.

Para el analisis del efecto KD se procedié a ajustar un modelo linear generalizado
multivariante (MLGz), en el que la variable dependiente, de naturaleza dicotémica,
fue indicadora de si el ejemplar en cuestiéon presentaba (o no) efecto KD a los
30 min postexposicién, utilizando para ello una funcién de enlace logit (regresién
logistica multivariante). Como variables predictoras incluidas en el modelo inicial se
introdujeron todas las variables experimentales (superficie, formulado, dosis y tiempo)
y sus interacciones de segundo grado. Todas ellas fueron introducidas como variables
nominales o categdricas, con excepcion del variable tiempo, la cual fue introducida
como variable continua, representando los meses transcurridos desde la realizacion del
primer bioensayo.

Para el analisis del TD5q v debido a que la variable fue de naturaleza continua,
se procedid a ajustar un modelo linear general multivariante (MLG), con la variable
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(TD5¢) como variable dependiente, y como predictoras las mismas que las consideradas
en el KD, incluidas sus interacciones de segundo grado.

Con el fin de refinar los modelos estadisticos iniciales y obtener modelos finales
mas adecuados y simples, se aplico un algoritmo de seleccién del mejor modelo basado
en el criterio de informacién de Akaike (AIC) (Akaike, 1973). Ambos modelos fueron
ajustados considerando la superficie menos porosa (madera), la concentracién doble y
el formulado 5D IGR como los niveles base de las variables categoricas. Este algoritmo
es uno de los mas utilizados para el analisis de datos complejos, ya que sus resultados
no se ven influenciados por el tamano de la muestra, tal y como ocurre con algoritmos
m4&s convencionales en los que un tamano muestral elevado (como es el caso del presente
trabajo) determina la existencia de resultados estadisticamente significativos pero
carentes de fundamento bioldgico (Lehmann y Losler, 2016). El criterio de Informacién
de Akaike viene dado por la siguiente formula:

AIC = 2 (k — 2) In (L)

Donde k es el nimero de pardmetros (o variables retenidas en el modelo final) y L el
valor maximo en la funcién de verosimilitud (Maximum likelihood). Por lo tanto, AIC
mide la bondad de ajuste a partir de la maxima verosimilitud del modelo, pero teniendo
en cuanta la complejidad del modelo a partir el nimero de parametros incluidos en él.
De este modo, el AIC se basa en el principio de parsimonia, al penalizar la adicién
de variables al modelo, siendo un algoritmo adecuado para obtener los modelos mas
simples posibles que permiten, a su vez, explicar el mayor porcentaje de variacién de
los datos analizados.

Aunque este algoritmo no estd basado en la seleccién de variables en funcién de
su valor p, y éstos no tienen ningin papel, por lo tanto, en la interpretacién de los
modelos finales obtenidos, en el apartado de Resultados se ha representado, junto a
cada variable retenida en el modelo final, el valor correspondiente de p calculado segin
los algoritmos tradicionales. Esto se ha hecho asi, simplemente, como nexo de unién
entre ambos algoritmos.

La bondad de ajuste de los modelos finales obtenidos se ha valorado como el
porcentaje de devianza explicado, estimandose como la diferencia entre la devianza
del modelo nulo (aquel que solo contiene el parametro intercepto, sin ninguna variable
predictora) y la devianza del modelo final. En el caso del modelo linear general el valor
de la devianza explicada coincide con la estimacién de la varianza explicada definida
por el pardmetro R?.

3.3.2. Prueba II. solucién acuosa emulsiones (lacas)

Para el andlisis estadistico, la curva de mortalidad o inhibicién de la emergencia ( %
IE) a lo largo de los bioensayos (meses) no presenté una forma especifica que pudiera
ser ajustada con una funcién lineal ni tan siquiera con la misma funcién polinomial
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para todos los casos. Por lo cual, se opté por considerar la variable tiempo (transcurrido
desde la aplicacién de las emulsiones) como variable categdrica con tantos niveles como
bioensayos realizados. Ello implicé que para obtener suficientes grados de libertad los
modelos se han debido de ajustar sobre tasas de mortalidad estimadas para cada una
de las réplicas por separado y no combinadas.

Por otra parte, dada la dificultad para poder discriminar en qué estadio larvario
especifico (L, L, Lg y Lyg) tuvo lugar la mortalidad se opté por analizarlos en dos
grupos: larvas iniciales (L — Ly) y larvas finales (Ls — L), estimando de este modo las
tasas de mortalidad correspondientes para cada uno de los estadios larvarios en ambos
materiales. Las tasas de mortalidad que se calcularon como mortalidad acumulada
para cada grupo. Al final de observacion de la mortalidad, los resultados se expresaron
como % IE, basado en el niimero de larvas que no se desarrollaron con éxito en adultos
viables y ajustado para la mortalidad de pupas segin la siguiente férmula: (% IE)=
(100 - (100 - E/C), donde E= es el porcentaje de ocurrencia de los expuestos y C= el
porcentaje de emergencia del control.

Aunque, la mortalidad en los controles resulté discreta en comparacién con
las réplicas tratadas (<15%) se aplicé la correccion de Abbott para ambos
materiales. Paralelamente al analisis de mortalidad y % IE se analizaron parametros de
supervivencia a partir de la viabilidad de pupas en ambos materiales. Estos parametros
fueron el porcentaje los adultos emergidos, la capacidad normal de vuelo, el nimero
de hembras alimentadas, la ovoposicion, la viabilidad de los huevos ovopositados y la
ecdisis de larvas hasta la posible eclosién de adultos (F2).

Para determinar las principales asociaciones entre las variables experimentales y
las tasas de mortalidad se procedi6 a ajustar un GLM en ambos casos (contenedores
de plastico o tablillas masonite), en el que la variable dependiente fueron las tasas de
mortalidad corregidas para cada réplica, y como variables predictoras la concentracién
y el tiempo transcurrido desde su aplicacién y el inicio del primer bioensayo (en meses),
asi como su interaccion.

Se ajusté un modelo diferente para las tasas de mortalidad estimadas para cada
uno de los estadios. En este caso, no se aplicé ningtin algoritmo de seleccion para la
obtencion del modelo final, debido a que la variable tiempo y su interacciéon con las
concentraciones se introdujeron en el modelo inicial con el fin de recoger la méxima
variabilidad de los resultados asociada al desarrollo de los bioensayos. Las diferencias
entre tratamientos se realizé mediante una comparacion post hoc utilizando la prueba
de Tukey y se estableci6 el criterio de significaciéon p>(0,05) y la prueba exacta de
Fisher, realizando todas las comparaciones posibles dos a dos “two tailed”, 2 x 2 Tables
(X2/V2/Phi2, (X2/V2/Phi2, Mcnemar, Fisher exact) y se comparé el control con cada
una de las concentraciones, y posteriormente todas entre si. Dado que las probabilidades
fueron muy bajas se aplicé la correccién de Bonferroni, que simplemente consistié en
establecer el valor de p>(0,05) a partir de las distintas concertaciones y su significancia
entre si y/o el control.
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Capitulo 4

Resultados

4.1. Prueba I (pinturas insecticidas)

En primer lugar, se presentan los resultados descriptivos de la Prueba I, seguidos de
los resultados obtenidos con el andlisis estadistico de los datos. Debido a la complejidad
y extension de la matriz de datos, el descriptivo, se ha desglosado en funciéon de
la superficie tratada y muestra los resultados obtenidos para la tasa de mortalidad
estimada a partir de datos brutos (sin aplicar la correccién de Abbott). Posteriormente,
se procedi6 a corregir la tasa de mortalidad para cada réplica (en tantos por uno) en
funcién de la mortalidad de su propio control mediante la férmula de Abbott (1925)
(Abbott y cols., 1925), y asi hallar las tasas de mortalidad corregidas.

4.1.1. Superficie mas porosa (escayola)

Porcentaje del efecto knock—-down— Las siguientes tablas (4.1 y 4.2) muestran
los resultados descriptivos obtenidos a partir de la mortalidad estimada obtenidos de
los datos brutos del nimero total de individuos. Para la concentraciéon recomendada
(Tabla 4.1) se puede observar que los PY (5ANG IGR® y 5A IGR®) son los més
efectivos, manteniéndose el efecto KD al 100 % hasta los 12 meses y con el 90 % hasta
el final de la prueba. Los OP diazinén + clorpirifés (5A IGR®) registraron efectos de
KD elevados, con tasas iguales o superiores al 90 % en la mayoria de los bioensayos.
Aunque se evidencié variaciones en su eficacia llegd a descender hasta el 60 % en el
tiltimo bioensayo (mes 27). En contraste con el OP diazinén (5D IGR®) este exhibié
claramente el menor KD, y no fue nunca superior al 70 %, disminuyendo gradualmente
con el tiempo hasta alcanzar valores de 30 — 40 % en los bioensayos finales.

Incluso usando el doble de concentracién, estas diferencias atin se siguieron
manteniendo (Tabla 4.2). De la misma forma, se observé que fueron los PY con mayor
efecto KD con un valor constante del 100 % a lo largo de toda la prueba, mientras que
para 5A IGR®), el efecto registrado fue similar al efecto obtenido con la concentracién
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recomendada. Como se esperaba, diazinén (5D IGR ®) mostro los peores resultados,
con un valor de KD relativamente alto durante el primer bioensayo en comparacién
con los resultados obtenidos a la concentracién recomendada, pero nuevamente mostré
que su efectividad disminuye significativamente (30 - 40 %) a los 18 a 21 meses.

Porcentaje de la mortalidad observada— Posteriormente, se observd que la
tasa de mortalidad en los PY (5A NG IGR) postexposicion del efecto KD a una
concentraciéon recomendada y sobre una superficie mas porosa (escayola) volvieron
a mostrar mejores resultados, con un incremento claro de mortalidad a partir de los
60 min y una mortalidad acumulada del 100 % hasta las 72 h. De manera muy similar,
en los OP diazinén + clorpirifés (5A IGR) se observé una tasa de mortalidad del
100 % hasta las 72 h, inclusive hasta el tltimo bioensayo. Finalmente, OP diazinén 3 %
(5D IGR), de manera similar al efecto KD, los resultados fueron mas discretos y ain
aceptables con tasas del 90 % en 72 h.

Cuando la concentracién aplicada fue el doble (Tabla 4.2) el patron de la eficacia
resulté un tanto similar a la recomendada (100 %) hasta las 72 h, incluso hasta los 27
meses. Es asi, que los PY exhibieron un efecto mas rapido y acentuado. El OP diazinén
3% (5D IGR) por su parte mostré evidentemente los resultados més discretos, aunque
alcanzé una eficacia aceptable (80 — 90 %) en los ultimos bioensayos y un incremento
progresivo desde los 60 min hasta las 72 h postexposicién.
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T F tiempo (meses)
0 3 6 9 12 15 18 21 24 27
Bl B2 B3 B4 B5 B6 B7 B8 B9 BI10

% efecto volteo KD
5A IGR 100 90 90 &8 100 100 7O 90 90 60
30 min 5D IGR W 70 60 60 70 60 30 40 30 50
5A NG IGR | 100 100 100 100 100 &0 90 90 90 90
Control 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
% mortalidad observada

5A IGR 80 0 0 0 0 0 0 0 0 0
30 — 60 min 5D IGR 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
5A NG IGR 0 20 27 0 0 0 & 20 0 0
Control 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
5A IGR 97 30 0 0 0 0 0 0 0 0
60 min 24 h 5D IGR 50 13 0 13 0 0 0 0 0 0
S5ANGIGR | 97 27 77 93 90 0 90 40 90 70
Control 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
5A IGR 100 100 100 100 90 &3 100 90 70 90
24 — 48 h 5D IGR 100 76 20 100 30 27 80 30 40 50
5A NGIGR | 97 30 100 100 100 100 100 100 100 100
Control 0 10 3 0 0 3 0 0 0 0
5A IGR 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100
48 -72 h 5D IGR 100 90 70 100 100 53 80 70 40 50
5A NG IGR | 100 33 100 100 100 100 100 100 100 100
Control 0 0 0 7 13 3 0 0 0 3
5A IGR 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100
72 h 5D IGR 100 90 100 100 100 100 80 100 90 90
5A NG IGR | 100 43 100 100 100 100 100 100 100 100
Control 0 23 0 0 7T 27 10 0 0 7

Tabla 4.1: Porcentaje (tres réplicas) del efecto KD y mortalidad observada hasta las 72 h post
exposicién en superficie més porosa (escayola) para 1 kg / 6m? (concentracién recomendada). 5A
IGR= diazinén 1,5 %; clorpirifés 1,5 %; PPF 0,063 %. 5D IGR= diazinén 3 %; PPF 0,063 %. 5A NG
IGR= alfa-cipermetrina 0,7 %; d-aletrina 1 %; PPF 0,063 %; B1 — B10= bioensayos; T= tiempo de
exposicién; F= formulados
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T F tiempo (meses)
0 3 6 9 12 15 18 21 24 27
Bl B2 B3 B4 B5 B6 B7 B8 B9 BI10

% efecto volteo KD
5A IGR 100 100 100 100 90 90 90 90 &0 80
30 min 5D IGR 100 8 70 40 40 30 40 40 30 40
5A NG IGR | 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100
Control 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
% de mortalidad observada

5A IGR 83 0 0 0 0 0 0 0 0 0
30 — 60 min 5D IGR 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
5A NG IGR 0 27 &0 0 0 0 100 &80 90 90
Control 0 0 0 0 0 0 3 3 0 0
5A IGR 93 70 0 10 0 0 0 0 10 0
60 min 24 h 5D IGR 47 0 30 0 10 13 0 0 0 0
5ANGIGR | 33 37 8 90 100 100 100 100 100 100
Control 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
5A IGR 100 100 100 100 93 93 100 100 100 100
24 — 48 h 5D IGR 100 8 70 57 50 43 30 10 10 0
5A NG IGR | 100 93 100 100 100 100 100 100 100 100
Control 0 0 0 0 3 0 0 0 0 0
5A IGR 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100
48 -72 h 5D IGR 100 93 90 57 100 90 7O 70 60 80
5A NG IGR | 100 93 100 100 100 100 100 100 100 100
Control 0 0 7 0 3 0 3 10 0 0
5A IGR 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100
72 h 5D IGR 100 97 100 100 100 100 7O 90 90 80
5A NG IGR | 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100
Control 10 0 0 10 3 0 0 10 7 3

Tabla 4.2: Porcentaje (tres réplicas) del efecto KD y mortalidad observada hasta las 72 h post
exposicién en superficie mas porosa (escayola) para 1 kg / 3m? (concentracién doble). 5A IGR=
diazinén 1,5 %; clorpirifés 1,5%; PPF 0,063 %. 5D IGR= diazinén 3 %; PPF 0,063%. 5A NG
IGR= alfa-cipermetrina 0,7 %; d-aletrina 1%; PPF 0,063 %; B1 — B10= bioensayos; T= tiempo
de exposicion; F= formulados

60



4.1.2. Superficie menos porosa (madera de pino)

Asimismo, la superficie menos porosa tratada con el formulado a base de PY (5ANG
IGR) fue significativamente mas efectiva para el efecto KD y TDjsy en casi todos los
bioensayos (100 %), independientemente de la concentracién (Tablas 4.3 y 4.4). En los
formulados que contenian los OP basado en diazinén + clorpirifos combinados (5A
IGR), se observé una tasa de efecto KD mds alta que en el formulado que contenia
solo el OP diazinén al 3% (5D IGR). Aunque la residualidad de la eficacia de los i.a.
en ambos disminuyo significativamente con el tiempo. Como resultado, después de 27
meses, ambos mostraron valores nulos de eficacia, especialmente en la concentraciéon
recomendada. Sin embargo, cuando se duplica la concentracion, éste mantuvo un efecto

aun reducido (30 - 50 %) (Tabla 4.4).

T P tiempo (meses)
0 3 6 9 12 15 18 21 24 27
Bl B2 B3 B4 B5 B6 B7 B8 B9 BI0

% efecto volteo KD
5A IGR 100 100 100 60 0 60 30 40 40 0
30 min 5D IGR 80 70 30 10 0 30 30 30 30 0
5A NG IGR | 100 100 100 80 100 100 100 100 100 100
Control 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
% de mortalidad observada

5A IGR 47 0 23 0 0 0 0 0 0 0
30 — 60 min 5D IGR 80 0 16 0 0 0 0 0 0 0
5A NG IGR 0 0 0 17 0 0 0 0 0 0
Control 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
5A IGR 93 17 100 90 87 0 0 0 0 0
60 min 24 h 5D IGR 97 43 100 90 40 0 0 0 0 0
S5ANGIGR | 30 93 23 90 43 0 40 30 20 20
Control 0 0 0 0 0 0 0 0 0 3
5A IGR 100 100 100 93 100 13 80 80 60 50
24 — 48 h 5D IGR 100 100 100 97 100 100 60 60 60 70
5A NG IGR | 90 100 &6 100 100 100 100 100 100 100
Control 0 0 0 0 13 10 0 0 0 3
5A IGR 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100
48 =72 h 5D IGR 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100
5A NG IGR | 93 100 100 100 100 100 100 100 100 100
Control 0 0 0 0 13 7 0 3 0 0
5A IGR 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100
72 h 5D IGR 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100
5A NGIGR | 93 100 100 100 100 100 100 100 100 100
Control 0 0 0 20 0 0 10 3 3 7

Tabla 4.3: Porcentaje (tres réplicas) del efecto KD y mortalidad observada hasta las 72 h post
exposicién en superficie menos porosa (madera) para 1 kg / 6m? (concentracién recomendada). 5A
IGR= diazinén 1,5 %; clorpirifés 1,5%; PPF 0,063 %. 5D IGR= diazin6n 3 %; PPF 0,063 %. 5A
NG IGR= alfa-cipermetrina 0,7 %; d-aletrina 1 %; PPF 0,063 %; B1-B10= bioensayos; T= tiempo
de exposicién; F= formulados
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T P tiempo (meses)
0 3 6 9 12 15 18 21 24 27
Bl B2 B3 B4 B5 B6 B7 B8 B9 BIO

% efecto volteo KD
5A IGR 90 90 90 20 60 50 & 60 60 50
30 min 5D IGR 90 90 70 30 40 40 40 30 30 30
5A NG IGR | 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100
Control 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
% de mortalidad observada

5A IGR 100 0 100 0 0 0 0 0 0 0
30 - 60 min 5D IGR 43 33 67 0 0 0 0 0 0 0
5A NG IGR | 100 83 100 0 0 0 0 0 0 0
Control 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
5A IGR 100 13 100 77 100 100 70 80 30 0
60 min 24 h 5D IGR 97 57 97 90 100 100 50 50 30 10
5A NG IGR | 100 93 100 67 100 100 60 70 60 30
Control 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
5A IGR 100 100 100 93 100 100 100 100 100 80
24 — 48 h 5D IGR 100 100 100 93 100 100 100 100 100 80
5A NG IGR | 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100
Control 0 0 0 0 13 3 0 0 0 0
5A IGR 100 100 100 97 100 100 100 100 100 100
48 72 h 5D IGR 100 100 100 97 100 100 100 100 100 100
5A NG IGR | 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100
Control 0 0 0 0 0 0 3 3 0 0
5A IGR 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100
72 h 5D IGR 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100
5A NG IGR | 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100
Control 0 0 0 0 0 13 7 3 3 7

Tabla 4.4: Porcentaje (tres réplicas) del efecto KD y mortalidad observada hasta las 72 h post
exposicién en superficie menos porosa (madera) para 1 kg / 3 m? (concentracién doble). 5A IGR=
diazinén 1,5 %; clorpirifés 1,5 %; PPF 0,063 %. 5D IGR= diazinén 3 %; PPF 0,063 %. 5A NG IGR=
alfa-cipermetrina 0,7 %; d-aletrina 1 %; PPF 0,063 %; B1-B10= bioensayos; T= tiempo de exposicién;
F= formulados
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4.1.3. Analisis del modelo para el efecto KD para los dos tipos
de superficies

Efecto volteo KD— El modelo final ajustado a los datos de el efecto KD retuvo
ocho pardametros, incluyendo los efectos de las cuatro variables principales més cuatro
interacciones (Tabla 4.5). Los formulados 5A NG IGR y 5A IGR exhibieron un 100 %
del efecto KD significativamente altos durante un maximo de 12 meses. Posteriormente,
presentaron valores del 90 %. En tanto, 5D IGR exhibi6 claramente el menor efecto KD
y no fue nunca superior al 70 % al inicio de la prueba, disminuyendo progresivamente
en el tiempo en los tltimos bioensayos (30 — 40 %). El modelo final ajustado a todos
los datos de KD conservé ocho parametros que explicaron el 77 % de la devianza total.

Efecto gl  Wald Stat. P
Intercepto 1 1099,19 <0,0000
Superficie 1 2,09  0,1481
Concentracién 1 10,41 <0,0013
Formulado 2 16,86 <0,0002
Mes 1 54,99 <0,0000
Superficie x Concentracién 1 3,72 0,0539
Superficie x Formulado 2 29,01 <0,0000
Superficie x Mes 1 291  0,0879
Formulado x Mes 2 25,33 <0,0000
devianza explicada 76,97

Tabla 4.5: Efectos generales estimados para el mejor modelo final de regresién logistica obtenido
seguin el criterio de Akaike (AIC). La variable dependiente fue el efecto KD codificada como variable
binaria

En la Tabla 4.6 segtin el modelo final obtenido, se han reflejado los coeficientes
de regresion estimados para cada uno de los efectos retenidos en el modelo final.
Tal y como se observa, la magnitud del efecto KD fue superior en la superficie mas
porosa e inferior a la concentracién recomendada (coeficiente negativo), mientras que
los coeficientes estimados para los diferentes formulados muestran que la tasa del efecto
KD fue superior para los PY (5A NG IGR), seguida de los OP diazinén y clorpirifés (5A
IGR), ambos con coeficientes positivos respecto al nivel base representado por el OP
diazinén (5D IGR), que fué el de menor efecto KD. Por ultimo, respecto al transcurso
del tiempo representado por la variable meses, el coeficiente de signo negativo indicé
una clara pérdida de la residualidad para el efecto KD a lo largo del periodo de estudio.

Respecto a las interacciones, el hecho de haber sido retenidas en el modelo final
evidencia la complejidad de los factores que intervienen en la modulacién del efecto KD.
Para analizar con mas detalle cada uno de ellos, en los siguientes apartados se procedi
a examinar por separado cada uno de las variables principales y sus interacciones. Para
ello, se han tenido en cuenta unicamente los valores de minimos cuadrados estimados
por el modelo, lo que representa el efecto medio de cada una de ellas una vez controlados
los efectos e interacciones de las demas variables.
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Efecto Nivel de efecto Coeficiente ES  Wald Stat. P

Intercepto 0,88 0,02 1099,19 <0,001
Superficie Escayola 0,03 0,02 2,09 0,148
Concentracién aplicada 1 kg/6 m? -0,04 0,01 10,41 <0,001
Formulado 5A IGR 0,05 0,03 2,1 0,147
Formulado 5A NG IGR 0,09 0,03 6,77 <0,009
Mes -0,01 0,01 54,98 <0,001
Superficie x Concentracién aplicada 1 0,02 0,01 3,71 0,053
Superficie x Formulado 1 0,09 0,01 24,65 <0,001
Superficie x Formulado 2 -0,08 0,01 18,41 <0,001
Superficie x Mes 1 0,02 0,01 2,91 0,087
Formulado x Mes 1 -0,03 0,02 2,5 0,113
Formulado x Mes 2 0,011 0,02 24,29 <0,001

Tabla 4.6: Coeficientes estimados para el mejor modelo de regresién logistica final obtenido segiin el
criterio de Akaike (AIC). La variable dependiente fue el efecto KD codificado como variable binaria.

Interaccién del efecto tipo de superficie y concentracién (recomendada vs
doble)— El efecto interaccién entre las variables superficie y concentracién retenida
en el modelo final, evidencia claramente como el tipo de superficie condicioné la
probabilidad del KD segun la concentraciéon (Fig. 4.1). En el caso de la superficie
menos porosa (madera) la menor probabilidad del KD determinada por la naturaleza
de la superficie evidencian un incremento sensible al duplicar la concentraciéon de los
i.a. Tal y como se puede observar, la probabilidad estimada del KD aumenté cuando
se duplico la concentracién en un 5,2 % o 1 vez superior en la superficie escayola 0,81
[IC 95% (0,75 — 0,86)] frente a la recomendada 0,77 [IC 95% (0,72 — 0,83)]. Mientras
que, en el caso de la madera, la probabilidad aumenté en un 26,8 % o 1,2 veces cuando
fue doble 0,71 [IC 95% (0,65 — 0,76)] vs la concentracién recomendada 0,56 [IC 95 %
(0,51 - 0,62)].
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Figura 4.1: Valores minimos al cuadrado (IC del 95 %) estimados por el modelo de regresién final
para la probabilidad del efecto KD. Interaccién del efecto del tipo de superficie y la dosis aplicada
(recomendada vs doble). La probabilidad de KD depende del tipo de superficie y de la dosis aplicada:
1kg / 6 m? (recomendada); 1kg / 3 m? (doble)
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Interaccién del efecto para el tipo de superficie y los formulados— En el
efecto entre el tipo de superficie y el formulado aplicado tal y como se observa en
la figura 4.2, simplemente recoge la desigual disminucién de la probabilidad del KD
cuando la superficie tratada fue menos porosa (madera), ya que la magnitud del efecto
fue diferente para cada uno de los formulados. Asi, mientras para el formulado 5A NG
IGR la probabilidad del KD fue practicamente similar en ambos tipos de superficies,
para 5D IGR la probabilidad de KD aumenté en un 33 % o 1,3 veces superior en la mas
porosa (escayola) 0,52 [IC 95 % (0,45-0,6)] frente a la menos porosa (madera) 0,39 [IC
95% (0,32 — 0,45)], siendo el méas afectado por el tipo de superficie. En el formulado
5A IGR, que en este caso la probabilidad del KD en escayola fue de 0,89 [IC 95 % (0,82
— 0,96)] se incrementé en un 64,8 % o 1,6 veces superior frente a la madera 0,54 [IC
95% (0,48 — 0,61)].
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Figura 4.2: Interaccién entre el tipo de superficie y el formulado. La probabilidad de KD depende de
la superficie de aplicacién, més porosa (escayola) o menos porosa (madera), dependiendo del formulado
aplicado. 5A NG IGR= alfa-cipermetrina 0,7 %, d-aletrina 1 %, PPF 0,063 %; 5A IGR= diazinén 1,5 %,
clorpirifés 1,5 %, PPF 0,063 %; 5D IGR= diazinén 3 %, PPF 0,063 %

Las interacciones retenidas en el modelo final también mostraron que los efectos
tanto de la concentracion aplicada como el del formulado estaban condicionados al
tipo de superficie (Fig. 4.1 y 4.2). Por lo tanto, la diferencia en la probabilidad de KD
estimada para ambas concentraciones fue menor cuando la superficie era més porosa,
mientras que el efecto KD de 5A IGR disminuyé considerablemente cuando se aplicd
sobre una superficie menos porosa.

En cuanto al tiempo transcurrido (meses), el coeficiente de signo negativo indica
una pérdida de residualidad para el efecto KD a lo largo de los bioensayos (Tabla 4.6,
Fig. 4.3). La interaccién entre el Formulado y el Tiempo (mes) marcé diferencias en el
efecto residual de cada formulado. (Disminucién estimada del 2 % para 5A NG IGR (IC
95% p>0,05) vs 44,5 — 73,2% 5A IGR y 5D IGR respectivamente). La probabilidad
del KD asociada al formulado 5A NG IGR practicamente no sufre descenso a lo largo
de los 27 meses, con tan solo una disminucién estimada del 2 %, lo que subraya las
diferencias en composicién entre este formulado y los dos anteriores.
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Figura 4.3: Valores minimos al cuadrado (IC del 95 %) estimados por el modelo de regresién final para
la probabilidad del efecto KD. Probabilidad del KD en funcién del formulado aplicado y del tiempo
(meses). 5A NG IGR= alfa~cipermetrina 0,7 %, d-aletrina 1 %, PPF 0,063 %; 5A IGR= diazinén 1,5 %,
clorpirifos 1,5 %, PPF 0,063 %; 5D IGR=diazin6n 3 %, PPF 0,063 %

Mortalidad TD5;,— El modelo final ajustado a los datos obtenidos respecto al
tiempo de mortalidad transcurrido hasta la muerte del 50 % de los individuos retuvo
siete parametros, incluyendo tunicamente los efectos de dos variables principales,
Superficie y Tiempo (mes) mds cinco interacciones (Tabla 4.7), evidenciando la
complejidad de las interrelaciones entre los diferentes factores considerados. El modelo
mostré un buen ajuste y una capacidad explicativa moderada (48 % de la devianza
total explicada), inferior a la estimada para el modelo ajustado al efecto KD.

Efecto gl Wald Stat. P
Intercepto 1 69,62 <0,001
Superficie 1 15,39 <0,001
Mes 1 16,78 <0,001
Superficie x Concentracién 1 7,07 <0,007
Superficie x Formulado 2 2225 <0,001
Superficie x Mes 1 11,21 <0,008
Concentracién x Mes 1 11,05 <0,009
Formulado x Mes 2 37,72 <0,001
Devianza explicada 47,89 %

Tabla 4.7: Coeficientes estimados para el mejor modelo de regresién logistica final obtenido segiin el
criterio de Akaike (AIC). La variable dependiente fue el TDsg codificado como variable binaria.

Los coeficientes de regresion lineal estimados para cada uno de los efectos retenidos
en el modelo final se encuentran en la tabla 4.8 observando el signo y magnitud de cada
coeficiente. Esta interpretacion del modelo indicé, que el niimero de horas transcurrido
desde los primeros 30 minutos hasta la muerte del 50 % de los individuos fue mayor
en la superficie méds porosa (escayola), unas 1,91 (£7,51) h mds aproximadamente.
Mientras que el paso del tiempo increment6 el TDsy en 0,11 (£0,46) horas cada mes
desde la aplicacién de las PI.
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Respecto a las interacciones, se observa que el efecto de la superficie sobre el
TDs5p ha sido diferente en funcién de la Concentracién y/o Formulado, asi como del
tiempo transcurrido a lo largo de la prueba. La tltima interaccion retenida también
evidencié que el tipo de formulado condicioné la evolucion del TDsy a lo largo del
tiempo. Para analizar con mas detalle cada uno de los efectos, y de manera similar a
como se ha procedido para el andlisis del efecto KD, en los siguientes apartados se ha
procedido a examinar por separado cada uno de los factores retenidos en el modelo,
incluyendo las dos variables principales y las interacciones. Para ello, se han tenido en
cuenta unicamente los valores de minimos cuadrados estimados por el modelo, lo que
representa el efecto medio de cada uno de estos factores una vez controlados los efectos
e interacciones de los demés factores retenidos en el modelo.

Efecto Nivel de efecto Coeficiente ES  Wald Stat. D

Intercepto 15,96 1,91 69,62 <0,001
Superficie ESCAYOLA 7.5 191 15,39 <0,001
Mes 0,46 0,11 16,78 <0,001
Superficie x Concentracion 1 -2,6 097 7,07  <0,007
Superficie x Formulado 1 3,7 138 7,16 <0,007
Superficie x Formulado 2 -6,5 1,38 2211 <0,001
Superficie x Mes 1 -0,37 0,11 11,21 <0,008
Concentracién x Mes 1 0,19 0,05 11,05 <0,009
Formulado x Mes 1 0,21 0,08 7,16  <0,007
Formulado x Mes 2 -0,5 0,08 37,52 <0,001

Tabla 4.8: Coeficientes estimados para el mejor modelo final de regresién lineal obtenido segiin el
criterio de Akaike (AIC). La variable dependiente fue la mediana de tiempo hasta la muerte (TDj)

El efecto de la superficie sobre el TDsq varié con la concentracién y/o formulado
aplicado, y el tiempo transcurrido. Asimismo, el tipo de formulado condicioné la
variacién del TDjq (Fig. 4.4, 4.5). Los formulados 5A NG IGR y 5A IGR produjeron
tasas de mortalidad del 100 % después de 48 horas después de la exposicién a alta
concentracién en la superficie porosa (escayola) en todos los bioensayos, mientras que
las tasas de mortalidad del 90 % a las 72 horas, y del 80 - 90 % en los tltimos bioensayos,
se registraron para 5D IGR.
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Interacciéon efecto tipo de superficie y concentraciéon (recomendada vs
doble)— Se puede observar en la figura 4.4 que el TDs5q en la superficie menos
porosa fue un 41,1 % mayor o 1,7 veces més rapida cuando la concentracién era doble
15,3 h [IC 95% (11,5 — 19)] con una diferencia aproximada de 9,2 horas respecto a la
superficie més porosa 24,5 h [IC 95 % (21 — 28,2)], es decir, para que la TDj5 suceda en
un menor tiempo la superficie condiciona un 37,5 % mas si se duplica la concentracion.
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Figura 4.4: Valores de minimos cuadrados (IC del 95 %) estimados por el modelo de regresién final
para la probabilidad media de mortalidad del 50 % (TDjp) segin el tipo de superficies y la dosis
aplicada: 1kg / 6 m? (recomendada); 1kg / 3 m? (doble).

El TDj5y para la superficie menos porosa fue significativamente menor, pero
notablemente mucho més efectiva al comienzo de la prueba. El efecto entre el tipo
de formulado y el tiempo (mes) también mostrd diferencias entre los formulados que
contenian PY vs OP, es decir, el TDg, de los tres formulados al inicio de la prueba fue
similar, pero 5A NG IGR (PY) mantuvo su eficacia a lo largo de la prueba y el efecto
se incrementé atin mas a la doble concentracion.
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Interaccién efecto tipo de superficie vs formulados — La figura 4.5 muestra
la interaccién entre el tipo de superficie con respecto a los formulados y la variabilidad
de probabilidad del TDsq. Claramente se evidencia que 5A NG IGR fue mas eficaz en
la superficie més porosa, con una media estimada de 10,9 h [IC 95% (6,4 — 15,4)] a
diferencia de 5A IGR y 5D IGR, donde la TDsq fue similar para ambas (31,5 h). Por lo
que, la diferencia entre 5A NG IGR con las demads resulté un 65,3 % mayor o 2,8 veces
mas rapida. Contrariamente el TDsq resulté condicionada por el tipo de superficie, en
este caso para la madera, asi, para 5A NG IGR fue de 19,9 h [IC 95% (15,4 — 24,4)] o
9 h de diferencia con respecto a la superficie mas porosa, un 45,2 % superior o 1,8 veces
mas rapida. En la superficie menos porosa no se observé diferencia en las estimaciones
ya que fueron similares en los tres formulados.
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Figura 4.5: TD5q segtin el tipo de superficie, mas porosa (yeso) o menos porosa (madera de pino), y
formulados aplicados. 5A NG IGR= alfa-cipermetrina 0,7 %, d-aletrina 1%, PPF 0,063 %; 5A IGR=
diazinén 1,5 %, clorpirifos 1,5 %, PPF 0,063 %; 5D IGR= diazin6n 3 %, PPF 0,063 %
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Interaccién del efecto de los formulados y el tiempo (meses)— Por ultimo,
el efecto del modelo muestra las marcadas diferencias en la eficacia residual de los
formulados 5A IGR y 5D IGR vs 5A NG IGR a lo largo del tiempo.
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Figura 4.6: Valores de minimos cuadrados (IC 95 %) estimados por el modelo de regresién final para
la probabilidad del TDsq en funcién de los formulados aplicados y del tiempo (meses) 5A NG IGR=
alfa-cipermetrina 0,7 %, d-aletrina 1 %, PPF 0,063 %; 5A IGR= diazinén 1,5 %, clorpirifés 1,5 %, PPF
0,063 %: 5D IGR= diazinén 3%, PPF 0,063 %

Tal y como se observa en la figura 4.6, los formulados 5A IGR y 5D IGR evidencian
notables incrementos idénticos en las pendientes del modelo, es decir, que el ntimero de
horas para el TDjq se incrementé en ambas a lo largo del tiempo. No obstante, aunque
el TDsg al inicio de la prueba es similar en los tres formulados 5A NG IGR no se vio
afectado por la degradacién de los i.a. y mantuvo su efectividad residual a lo largo de
toda la prueba.
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4.2. Prueba 11

Debido a la complejidad y extension de la prueba, la presentacién de los resultados
se ha subdividido segin los materiales o sustratos tratados (contenedores de plastico y
tablillas de masonite). En primer lugar se presentan los datos descriptivos observados
(no corregidos con la prueba Abbott) en funcién de la eficacia de cada una de las
concentraciones de PPF a lo largo del tiempo, para posteriormente presentar los
diferentes analisis estadisticos aplicados.

4.2.1. Contenedores de plastico (macetas)

La Tabla 4.9 muestra el porcentaje de mortalidad para cada estadio estimada a
partir de la media de tres repeticiones y tres controles para cada concentracién de
PPF. Para los primeros estadios larvarios (L; - Ly) la mayor mortalidad se observd
en la concentracién al 0,0063 % (E1) (47 %). Sin embargo, una mayor residualidad se
observo en una concentraciéon moderada de PPF 0,063 % hasta nueve meses después del
tratamiento. Por otro lado, la concentracion 0,2 % registré el porcentaje mas discreto
en los primeros estadios, variando la mortalidad desde un 30 % al inicio de la prueba
hasta un 3 % hasta de los 13 meses (B6). En los estadios larvarios finales (Ls - Ly) al
inicio de la prueba (B1 - B2) las tres concentraciones mostraron porcentajes similares
de mortalidad entre s (71 - 73%).

Aunque la pérdida de eficacia a lo largo del tiempo fue paralela para las tres
concentraciones, la mortalidad se redujo con la concentracién al 0,2 % desde los 10
(B5) hasta los 27 meses (B11), mientras que la concentracién al 0,063 %, especialmente
al 0,0063 %, se redujo claramente. Evidentemente atin mostraron efectividad, aunque en
un porcentaje muy bajo (2 %). Finalmente, en la fase de pupa, la mortalidad fue mayor
(100 %) hasta los 7 meses (B4) después del tratamiento inicial, independientemente de
la concentraciéon de PPF. Posteriormente, la mortalidad se redujo en un 50 % hasta los
21 meses (B9). En el dltimo bioensayo se encontraron tasas de mortalidad mas bajas,
sobre todo para la concentracion al 0,0063 %.
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g tiempo concentracion | SO0 | TR
(meses) % PPF L, - Ly Ls - L,

El (0,0063) 13 3 51 0 100 3

B1 0 E2 (0,063) 27 3 71 7 100 0
E3 (0,2) 27 (3] 64 | 0| 100 |3

E1 (0,0063) 7 0 51 0 100 0

B2 2 E2 (0,063) 10 0 32 3 100 0
E3 (0,2) 30 |0 73 |0 100 |0

E1 (0,0063) 37 0 71 0 100 7

B3 4 E2(0,06) 47 |o| 48 | o] 100 |14
E3 (0,2) 0 |o| 6 |20] 100 |8

E1 (0,0063) 0 0 2 0 100 10

B4 7 E2 (0,063) 0 0 2 0 100 10
E3 (0,2) 2 0 16 0 100 10

E1 (0,0063) 0 0 9 10 94 0

B5 10 E2 (0,063) 0 0 2 10 100 0
E3 (0,2) o |o| 2 | 7] 100 |0

E1 (0,0063) 0 (0| 0 | 7] 52 |0

B6 13 E2 (0,063) 0 0 2 0 97 0
E3 (0,2) 3 ol o o] 100 |o0

E1 (0,0063) 0 0| 0 [0 5 |0

B7 15 E2 (0,063) 0 0 0 0 98 0
E3 (0,2) 0o ol o |o] 9 |7

E1 (0,0063) 0 |0 5 |0 70 |18

B8 18 E2 (0,063) 0 0 2 0 99 0
E3 (0.2) o ol 6 |0 100 |o0

E1 (0,0063) 0 0 10 0 92 0

B9 21 E2 (0,063) 0 0 14 0 95 0
E3 (0,2) 0 0 18 0 99 0

E1 (0,0063) 0 0 12 0 18 3

B10 24 E2 (0,063) 0 0 0 0 52 7
E3 (0,2) o ol 6 |17| 75 |8

E1 (0,0063) 0 |0 2 [0 13 |0

BIl 27  E2(0,063) o ol 1 |o| 16 |0
E3 (0,2) 0 ol o o] 94 |o

Tabla 4.9: Porcentaje de mortalidad estimado de tres réplicas y el control en dos grupos de estadios
larvales, observada en contenedores de pldstico. B= bioensayos; PPF= piriproxifeno
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Efecto mortalidad estadio inicial (L; - Ly)— El modelo ajustado con ambas
variables independientes (concentracién y meses) més su interaccién mostré una elevada
capacidad explicativa de la variacién de los datos R?= 81,37 % y (gl= 32; F= 9,01; p
<(0,001). En la tabla 4.10 se encuentran los efectos generales estimados por el modelo,
el cual evidencié un importante efecto del tiempo y de su interaccion con el tipo de
concentracion, pero no detecté diferencias significativas entre éstas. Los resultados (Fig.

4.7 y 4.8) muestran que la menor tasa de mortalidad corresponde a la concentracién
de PPF al 0,2% (E3) vs al 0,0063 % (E1).

Efecto SS | gl | MS F D
Intercepto 05 1] 0,587,489 | <0,001
Concentracion 0,01 2 0| 1,04 | 0,358
Mes 1,19 | 10 | 0,11 | 20,75 | <0,001
Concentracién x Mes | 0,45 | 20 | 0,02 | 3,93 | <0,001

Tabla 4.10: Efectos generales estimados para el modelo GLM ajustado a las tasas de mortalidad
del estadio larvario inicial (L; - Lg). Tasa de mortalidad ajustada; IC 95 %; comparacién post—hoc
utilizando el test de Tukey
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Figura 4.7: Valores de minimos cuadrados (IC 95%) estimados por el modelo GLM para la tasa
de la mortalidad en el estadio inicial (L; - Ly). Los simbolos y barras representan valor medio y el
intervalo de confianza de tres réplicas. E1= 0,0063 %; E2= 0,063 %; E3= 0,2 % de PPF
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Figura 4.8: Valores de minimos cuadrados (IC 95 %) estimados por el modelo GLM para la tasa de
la mortalidad en el estadio inicial (L; - L) a lo largo del tiempo. Los simbolos y barras representan
valor medio y el intervalo de confianza de tres replicas; E1= 0,0063 %; E2= 0,063 %; E3= 0,2% de

PPF

Efecto mortalidad estadio final (L3 — Ly)— Asimismo, el modelo ajustado para
las variables independientes (concentracién y mes) y su interaccion, también mostraron
una elevada capacidad explicativa R?= 94,06 % y (gl= 32; F= 32,68; p <0,001). La
Tabla 4.11 muestra que los efectos generales estimados por el modelo tienen un efecto
importante entre el tipo de concentracién y el tiempo (meses), sin estimar diferencia

significativa entre las tres concentraciones de PPF (Fig. 4.9).

Efecto

SS

MS

F

gl p
Intercepto 3,788 | 1] 3,788 | 439,214 | <0,001
Concentracion 0,008 | 2| 0,004 0,485 | 0,617
Mes 8,568 | 10 | 0,856 | 99,341 | <0,001
Concentracion x Mes | 0,443 | 20 | 0,022 2,571 | 0,002

Tabla 4.11: Efectos generales estimados para el modelo GLM ajustado a las tasas de mortalidad del
estadio larvario final (Ls - Ly). Tasa de mortalidad ajustada; IC 95 %; comparacién post-hoc utilizando

el test de Tukey
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Figura 4.9: Valores de minimos cuadrados (IC 95 %) estimados por el modelo GLM para la tasa de
la mortalidad en el estadio final (Ls - Ly). Los simbolos y barras representan valor medio y el intervalo
de confianza de tres replicas. E1= 0,0063 %; E2= 0,063 %; E3= 0,2% de PPF
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Figura 4.10: Valores de minimos cuadrados (IC 95 %) estimados por el modelo GLM para la tasa
de la mortalidad en el estadio final (Lg - L4) a lo largo del tiempo. Los simbolos y barras representan
valor medio y el intervalo de confianza de tres réplicas; E1= 0,0063 %; E2= 0,063 %; E3= 0,2% de
PPF
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Efecto mortalidad pupas— El modelo ajustado para las variables concentracién,
tiempo (meses) y su interacciéon, mostré una elevada capacidad explicativa R*= 88,78 %
y (gl= 32; F= 16,32; p <0,001). En la tabla 4.12, se observan que los efectos generales
estimados obtenidos. Evidenciando un importante efecto del tiempo (meses) y de su
interaccién con el tipo de concentracion. Sin embargo, se registré un importante efecto
entre las tres concentraciones. La figura 4.11 y 4.12 evidencian la diferencia en la tasa de
mortalidad entre las tres concentraciones, registrandose la mayor mortalidad al 0,063 %
y 0,2%. Siendo para esta tltima del 97 — 100 % hasta el final de la prueba (27 meses).

Efecto SS | gl MS F D

Intercepto 75,634 | 1] 75,634 | 6900,415 | <0,001
Concentracién 0,94 | 2 0,47 42918 | <0,001
Mes 3,066 | 10 | 0,306 27,975 | <0,001
Concentraciéon x Mes | 1,719 | 20 | 0,085 7,845 | <0,001

Tabla 4.12: Efectos generales estimados para el modelo GLM ajustado a las tasas de mortalidad del
estadio pupa. Tasa de mortalidad ajustada IC 95 %; comparacién post—hoc utilizando el test de Tukey
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Figura 4.11: Valores de minimos cuadrados (IC 95 %) estimados por el modelo GLM para la tasa
de la mortalidad en el estadio pupa. Los simbolos y barras representan valor medio y el intervalo de
confianza de tres réplicas. E1= 0,0063 %; E2= 0,063 %; E3= 0,2% de PPF
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Figura 4.12: Valores de minimos cuadrados (IC 95 %) estimados por el modelo GLM para la tasa de
la mortalidad en el estadio pupa a lo largo del tiempo. Los simbolos y barras representan valor medio
y el intervalo de confianza de tres replicas; E1= 0,0063 %; E2= 0,063 %; E3= 0,2 % de PPF

Inhibicién de la emergencia (% IE)— Segin los datos obtenidos, se calculé
los siguientes pardmetros: 1) porcentaje de pupas iniciales [p(i)]= que se refiere a las
larvas de estadio final (Ls - L), las cuales llegaron a la fase de pupa; 2) pupas viables
[p(vb)]= aquellas pupas que en un lapso de 72 h todavia presentaban viabilidad para
la emergencia del adulto; 3) adultos= que es el porcentaje de la emergencia de los
individuos expuestos. El (% IE) puede tomar valores entre 0 y 100, correspondiendo
el valor de 100 % a una inhibicién total (Tabla 4.13).

Como se ha mencionado en el capitulo III, en este andlisis se observé muchos
datos negativos en los primeros bioensayos, por lo que se procedié a ordenarlos por
grupos, v se han subdividido tres, es decir, los valores presentados son los primeros 4
bioensayos= (0 - 10 meses), seguidos de los 4 bioensayos posteriores= (13 - 18 meses) y
finalmente los 3 bioensayos restantes= (21 - 27 meses). El procedimiento se realizd
tanto en los contenedores de pldstico (macetas) como en masonite y se muestran
los analisis estimados para la comparacion entre las diferentes concentraciones y el
control. Posteriormente, se procedio a realizar todas las comparaciones posibles dos a
dos, comparando el control con cada una de las concentraciones y después todas las
emulsiones entre si (6 pares de comparaciones). Se puede observar (tabla 4.15) que
la viabilidad de las pupas para PPF al 0,0063 % y 0,063 % aumenté progresivamente,
especialmente a partir de los 21 meses (B9 — B11). Sin embargo, no alcanzaron tasas
similares a los controles.
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B T  concentracién p(i| C p(vb) | C adultos | C | % (IE) | C
E1 (0,0063) | 13 (£5,03) | 20 029 0129 100] 0
B1 0 E2 (0,063) 6 (£1,15) | 27 0|27 0|27 100 O
E3 (0,2) 8 (42,64 ) | 29 029 020 100] 0
E1(0,0063) | 9 (£5,13) | 30 030 030 100] 0
B2 2 E2(0,063) |17 (+£321) | 29 029 0120 100] 0
E3 (0,2) 7 (+4,35) | 30 030 0030 100] 0
E1 (0,0063) | 6 (£1,15) | 30 028 028 100] 7
B3 4 E2 (0,06) 9 (+£6,55) | 29 025 025| 10014
E3 (0,.2) 9 (£5,50) | 24 022 0|22 100]| 8
E1 (0,0063) | 28 (jzl 52) | 30 027 027 10010
B4 7 E2 (0,063) 29 (£1) | 30 0127 0127 100 | 10
E3 (0,2) 25 (£4,93) | 30 0|27 0|27 10010
E1(0,0063) | 27 (£2,08) | 27| 2 (£2.8) | 27 (£2.8) | 27 931 0
B5 10 E2 (0,063) 29 (£0,57) | 27 0|27 0|27 100 O
E3 (0,2) (i057) 28| 3(x0)|28| 3 (x0) |28 90 | 0
F1 (0,0063) 30 (£0) | 28 | 14 (£9,60) | 28 | 14 (£9,60) | 28 531 0
B6 13 E2 (0,063) (il 15) | 30 | 1(£1,73) | 30| 1(£1,73) 30 97 | 0
E3 (0,2) 30 (£0) | 30 | 1 (+£0.57) | 30 (1057) 30 97| 0
E1 (0,0063) 30 (£0) | 30 | 14 (£8.8) | 30 | 14 (£8.8) | 30 531 0
B7 15 E2 (0,063) 30 (£0) | 30 | 1 (£1,15) |30 | 1 (£1,15) |30 97| 0
E3 (0,2) 30 (£0) | 30 | 1 (£0,57) | 28 (iO 57) | 28 o7 | 7
E1 (0,0063) | 28 (£2,08) | 28 6 (£1) 23| 6 (£1) |23 7918
BS 18 E2(0,063) |29 (+£0,57) | 30 | 1 (£0,57) |30 | 1 (%0, 57) 30 97| 0
E3 (0.2) (1057) 30 030 30| 100] 0
E1 (0,0063) 27 (£2) | 30 | 4 (£1,15) | 30 (ﬂ 15) 30 85 0
B9 21 E2(0,063) |26 (x416) 30| 2(=£1)|30| 2(%1) |30 92| 0
E3 (0,2) 25 (+3,51) | 30 | 1 (£0,57) |30 | 1 (£0,57) | 30 96| 0
E1 (0,0063) (i404) 30 [ 22 (£3,51) | 29 (i351) 29 15 3
B10 24 E2 (0,063) 30 (£0) [ 30| 13 (x7) |28 | 13 (x7) |28 57| 7
E3 (0,2) 98 (£1,15) | 25 | 7 (£0,57) | 23| 7 (£0.57) | 23 75| 8
1 (0,0063) | 29 (L1.15) | 30 | 27 (£2,08) | 30 | 27 (£2.08) | 30 710
BIl 27 E2 (0,063) (il 15) | 30 | 25 (£2,08) | 30 | 25 (£2,08) | 30 14 0
E3 (0,2) 30 (£0) | 30 | 2 (£0,57) | 30 | 2 (£0,57) | 30 93| 0
Tabla 4.13: Los valores presentados representan la media de las tres réplicas (£SD). p(i)= pupas

iniciales; p(vb)=

pupas viables; % (IE)=
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B T concentracién | Control | E1 (0,0063 %) | E2 (0,063 %)
E1 (0,0063 %) | <0,0001

B1-B5 |0-10 | E2(0,063%) | <0,0001 ND
E3 (0,2%) 0,0013 1,0000 0,4857
E1 (0,0063%) | 0,003

B6-B8 | 13- 18 | E2 (0,063%) | <0,0000 0,0048
E3 (0,2%) 0,0046 0,4285 0,0600
E1 (0,0063 %) 0,3193

B9- B11 | 21 — 27 | E2 (0,063 %) 0,1011 0,6501
E3 (0,2%) <0,0001 <0,0001 0,0073

Tabla 4.14: Valores de la probabilidad (p) exacta de Fisher estimados para la comparacién entre las
diferentes concentraciones y el control de la frecuencia de pupas viables vs pupas iniciales. En negrita,
los valores estadisticamente significativos post correccién de Bonferroni; valor de p (<0,05); ND= no
determinable; B= Bioensayos (grupos); T= tiempo (meses)

B T concentracién | p(i) | p(vb) | Tasa (%) p(vb) [IC 95 %)
E1 (0,0063%) | 17 0 2 [0 21
BL B5 |0 10 |E2(0,063%) | 18 0 0 [0 19]
E3 (0.2%) 16 1 4 (0,15 30]
C 28| 27 49 (3535 63|
E1 (0,0063%) | 29| 12 20 [16,12 — 46]
B6  BS |13 18 | E2 (0,063%) | 30 1 3 0,08 17]
E3 (0.2%) 29 7 1923 [8,19 - 36]
C 30 29 494 [36 — 62,50]
E1 (0,0063%) | 27 17 38,23 [24,35 — 54,50]
B9 BIl |21 27 | E2 (0,063%) | 28| 13 32,13 [18 - 48]
E3 (0,2%) 28 3 10 [2,1 - 26,52
C 28 28 49,46  [36,33 — 64]

Tabla 4.15: Tasas calculadas (IC 95 %) de la probabilidad de pupas viables vs pupas iniciales. p(i)=
pupas iniciales; p(vb)= pupas viables; B= Bioensayos (grupos); T= tiempo (meses)
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Adultos eclosionados y sus parametros del ciclo gonotréfico— Al inicio de la
prueba, en los bioensayos (B0 a B4) no existi6 la eclosién de adultos, lo que indic6 que
PPF afect6 la actividad del vuelo normal a partir de los primeros adultos eclosionados.
Esta tendencia fue significativamente diferente en el grupo control. En las siguientes
tablas se observan los datos con relacion a las pupas viables, las cuales posteriormente
a la ecdisis, mostraron alteracion en su capacidad de vuelo .

adultos (v1) adultos (s-vl)
B T PPF adultos | C | hembras | C machos | C | hembras | C machos | C
E1 | 2 (£28) |27 0] 9 018 0] 0] 2(x28)] 0
B5 10 E2 0|27 0110 0117 010 010
E3 0128 0112 0116 010 010
E1 |14 (£9,6) | 28 | 2 (£1)| 12| 4 (£35) |16 |4 (£58) | 0| 4 (£3.4) ] 0
B6 13 E2 | 1(£L7)[30|1(£1,7)| 9 021 0l 0 0l0
E3 1(£2,3) 30| 1(£0,5) | 11 0119 010 010
E1 | 14 (£883) |30 | 3 (£25) | 12| 7 (£6,0) | 18| 1 (£1)| 0| 3 (£2.6)| 0
B7 15 E2 1(£1,1) | 30 011 0119 0] 0| 1(xL,1)|0
E3 1(£0,5) | 28 0110 0118 0] 0| 1(£0,5)|0
El 6 (£1) | 23] 2(205)| 9| 4 (£L,1)]| 14 0[]0 0] 0
B8 18 E2 1 (£0,5) | 30 0l 9 0121 0] 0| 1(£0,5)|0
E3 0130 0110 0120 010 010
El | 4 (£1,1) |30 |1 (£0,5) | 13| 3 (£1,1) |17 0] 0 0] 0
B9 21 E2 2 (£1) ] 30 0(£0) [ 11| 2(+£0,5) |19 010 010
E3 0130 0|11 0119 010 010
E1l |22 (£3,5) |20 | 7 (£0,5) | 12| 11 (£2) |17 |1 (£0,5) | 0| 3 (£2,6)| 0
BI0 24 E2 13 (£7) |28 |2 (£1,7) | 10| 4 (£3) |18 | 1 (£1,1) | 0| 6 (+£2,0)| 0
E3 0123 0| 7 0116 010 010
El 27 (£3) |30 | 3 (£1,1) | 6|24 (£0,5) | 24 010 010
Bll 27 E2 24 (+£3) [ 30 | 2 (£0,5) | 8| 20 (£2) |22 0] 0/|2(+054) | 0
E3 2 (£0,5) | 30 0| 6| 1(£0,5) |24 0] 0| 1(£057)|0

Tabla 4.16: Los valores presentados son la media de las tres réplicas (£SD). (vl)= adultos con
capacidad de vuelo; adultos (s-vl)= adultos sin capacidad de vuelo; E1= 0,0063 %; E2= 0,063 %; E3=
0,2 % de PPF; B= bioensayos; F= concentraciones; C= control; T= tiempo (meses)

En el andlisis estadistico se puede observar (tabla 4.17 y 4.18), que en la

concentracién al 0,0063 % (E1) fue significativamente diferente a las anteriores a partir
de los bioensayos B6 a BS.
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B T concentracién | Control | E1 (0,0063 %) | E2 (0,063 %)
E1 (0,0063 %) | 0,0667

Bl B5 |0 10 |E2(0,063%) ND ND
E3 (0,2%) ND ND ND
E1 (0,0063%) | 0,0122

B6 B8 |13 18 | E2 (0,063%) | 0,0625 0,5147
E3 (0,2%) 0,0645 0,5147 1,0000
E1 (0,0063 %) | 0,3878

B9 BI11 |21 27 | E2(0,063%) | 0,0395 0,3120
E3 (0,2%) 0,0667 1,0000 1,0000

Tabla 4.17: Valores de la probabilidad (p) exacta de Fisher estimados para la comparacién entre
las diferentes concentraciones y el control de la frecuencia de adultos vs la capacidad de vuelo. En
negrita, los valores estadisticamente significativos post correccién de Bonferroni; valor de p (<0,05);
ND= no determinable; B= Bioensayos (grupos); T= tiempo (meses)

B T concentracién | adultos (e) | adultos Tasa (%)
(s-vl) | adultos (s-vl) [IC 95 %)]
E1 (0,0063 %) 1 1 50 (1,25 99]
Bl B5 |0 10 |E2(0,063%) 0 0 ND
E3 (0,2%) 0 0 ND
C 27 0 0 [0-13
E1 (0,0063 %) 11 4 26,09 [8 - 55]
B6  BS |13 18 | E2 (0,063 %) 1 1 50 [15,16 - 72,33]
E3 (0.2%) 1 1 50 [1,25 - 99]
C 29 0 0 [0 12]
E1 (0,0063%) 18 1 7 (0.3 20]
B9-B11 | 21 - 27 | B2 (0,063 %) 13 3 18,75 [4,04  46]
E3 (0.2%) 1 1 50 [1,25 - 99]
C 28 0 0 [0-12,34]

Tabla 4.18: Tasas calculadas (IC 95%) de la probabilidad de adultos vs capacidad de vuelo.
Adultos(e)= adultos eclosionados; adultos(s—vl)= adultos sin capacidad de vuelo; B= Bioensayos
(grupos); ND= no determinable; T= tiempo (meses)
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Hembras con ingestion de sangre y ovoposicion— La probabilidad de que
las hembras alimentadas realicen la ovoposicién fue mas pronunciada para las
concentraciones al 0,0063 % y 0,063 % en los tltimos bioensayos. Sin embargo, aunque se
observaron hembras con vuelo normal a partir del bioensayo B6 (13 meses), la ingestién
de sangre por hembras con capacidad de vuelo normal se demostré posteriormente en
el bioensayo B7 (15 meses).

B T concentracién | hembras (vl) | C | hembras (alim.) | C | hembras (ov) | C
E1 (0,0063 %) 5 (£1) | 12 012 0] 12
B6 13 E2 (0,063%) 1(£1,73) | 9 0l 9 0] 9
E3 (0,2%) 1 (£0,57) | 11 0|11 011
EL (0,0063%) | 3 (£2,51) | 12 3 (£ 2,64) | 12 0] 12
B7 15 E2 (0,063%) 011 0|11 011
E3 (0,2%) 0110 0110 0110
EL (0,0063%) | 2 (£0,57) | 9 2(£057) | 9| 2 (X057 9
BS 18 E2 (0,063%) 0 9 0] 9 0] 9
E3 (0,2%) 0110 0110 0110
EL (0,0063%) | 1 (x£0,57) | 13 1(£057) | 13| 1 (+0,57) | 13
B9 21 E2 (0,063%) 011 011 011
E3 (0,2 %) 011 011 0|11
EL (0,0063%) | 7 (£0,57) | 12 7(X057) [ 12| 7 (£057) | 12
B10 24 E2 (0,063 %) 2 (£1,73) | 10 2 (£1,73) |10 | 2 (£1,73) | 10
E3 (0,2%) ol 7 ol 7 0| 7
EL (0,0063%) | 3 (£1,15) | 6 3(£L15) | 6| 3 (£L15)| 6
Bl 27 E2 (0,063 %) 2 (£0,57) | 8 2 (£0,57) | 8|  2(x057)| 8
E3 (0,2%) 0| 6 0| 6 0| 6

Tabla 4.19: Los valores presentados son la media de las tres réplicas (£SD). (vl)= hembras con
capacidad de vuelo; (alim)= hembras alimentadas; (ov)= hembras con ovo posicién; B= Bioensayos;
T= tiempo (meses)

B T concentracién | Control | E1 (0,0063 %) | E2 (0,063 %)
E1 (0,0063 %) ND

Bl B5 |0 10 |E2(0,063%) ND ND
E3 (0.2%) ND ND ND
E1 (0,0063%) | 1,0000

B6 -B8 | 13- 18 | E2 (0,063 %) ND ND
E3 (0,2%) ND ND ND
E1 (0,0063%) | 1,0000

B9- B11 | 21 — 27 | E2 (0,063 %) 1,0000 1,0000
E3 (0.2%) ND ND ND

Tabla 4.20: Valores de la probabilidad (p) exacta de Fisher estimados para la comparacién entre las
diferentes concentraciones y el control de la frecuencia de la ovo posicién vs hembras alimentadas con
sangre. En negrita, los valores estadisticamente significativos postcorrecciéon de Bonferroni; valor de p
(<0,05); ND= no determinable; B= Bioensayos (grupos); T= tiempo (meses)
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B T PPF hembras (alim.) | hembras (ov) Tasa (%) [IC 95 %]
hembras (ov)
E1 (0,0063%) 0 0 ND
Bl B5 |0 10 | E2 (0,063%) 0 0 ND
E3 (0,2%) 0 0 ND
C 9 9 50 29 76]
E1 (0,0063%) 2 1 9727 (1,25 99]
B6 - B8 | 13 - 18 | E2 (0,063 %) 0 0 ND
E3 (0,2%) 0 0 ND
C 10 10 49,26 27,19 — 73]
E1 (0,0063%) 4 1 50 (18,40 90]
B9-B11 | 21 - 27 | E2 (0,063 %) 1 1 50 [9,42 - 99]
E3 (0,2%) 0 0 ND
C 8 8 50 (24,65 73]

Tabla 4.21: Tasas calculadas (IC 95 %) de la probabilidad de la ovoposicién vs hembras alimentadas
con sangre. (alim.)= hembras alimentadas con sangre; (ov)= ovoposicién; B= Bioensayos (grupos);
T= tiempo (meses)

Viabilidad de huevos y eclosién de adultos (F2)— A partir de la ovoposicién de
las hembras alimentadas, se evalué la viabilidad de los huevos y se compardé la tasa de
viabilidad y eclosién hasta los siguientes estadios larvarios, pupas y adultos (F2). Como
se muestra en la Tabla 4.22, la viabilidad de los huevos no se confirma hasta los 18
meses (B6 — B8), es decir, existen diferencias relacionadas con la viabilidad de huevos y
el desarrollo hasta la fase pupa. Sin embargo, aunque éstos eran aparentemente viables,
las tasas de eclosién de los adultos en la siguiente generacién, en las concentraciones al
0,0063 % y 0,062 % fueron mucho més evidentes en comparacién a la concentracién al
0,2 % de PPF en los tltimos bioensayos.

F1 F2
B |T|PPF hembras (ov) | C | huevos (vb) | C | adultos (e) | C| % (IE) | C
El 2 (£0,57) | 9| 55 (£0) | 179 0 (£0) | 164 | 100 8
B8 |18 | E2 0] 9 01171 0] 168 0] 2
E3 0110 0] 97 0] &4 0113
El 1(20) | 13| 20 (£0) | 221 0 (£0) | 200 | 100 5
B9 |21 | E2 0111 01155 0] 149 0] 4
E3 0111 01110 0] 96 0113
El 7 (X057 | 12| 233 (X0) | 111 0(x0)| 97| 10013
B10 | 24 | E2 (117) 10| 98 (+0) | 169 0(+0) | 164 | 100 3
E3 7 0] 265 01251 0] 5
El (111) 6| 145 (£0) | 210 | 100 (£0) | 200 31| 5
B11 | 27 | E2 (105) 8| 156 (£0) | 190 | 29 (£0) | 180 81| 5
E3 6 01174 0] 160 0] 8

Tabla 4.22: Los valores presentados son la media de las tres réplicas (£SD). (ov)= hembras con
ovoposicién; (vb)= viables; (e)= eclosionados; B= bioensayos; T= tiempo (meses)
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B T PPF Control | E1 (0,0063%) | E2 (0,063 %)
E1 (0,0063 %) ND

Bl-B |0-10 |E2(0,063%) ND ND
E3 (0,2%) ND ND ND
E1 (0,0063%) | <0,0001

B6 - B8 | 13- 18 | E2 (0,063 %) ND ND
E3 (0,2%) ND ND ND
E1 (0,0063 %) ND

B9 - B11 | 21 - 27 | E2 (0,063%) | < 0,0001 0,0577
E3 (0,2%) ND ND ND

Tabla 4.23: Valores de la probabilidad (p) exacta de Fisher estimados para la comparacién entre
las diferentes concentraciones y el control de la frecuencia de la viabilidad de huevos y eclosién de
adultos (F2) vs adultos (F1). En negrita, los valores estadisticamente significativos post correccién de
Bonferroni; valor de p (<0,05); ND= no determinable; B= Bioensayos (grupos); T= tiempo(meses)

B T concentracién | huevos (vb) | adultos (e) | Tasa (%) (IC 95%)
adultos (e)
E1 (0,0063 %) 0 0 ND
Bl B5 |0 10 | E2(0,063%) 0 0 ND
E3 (0,2%) 0 0 ND
C 117 108 48 41,31 — 55]
E1 (0,0063 %) 18 0 0 [0 19]
B6 B8 |13 18| E2 (0,063%) 0 0 ND
E3 (0,2%) 0 0 ND
C 152 140 48 42,09 — 54]
E1 (0,0063 %) 133 33 20 (14,00 27]
B9 - BI1 | 21 - 27 | E2 (0,063 %) 85 10 1027 [5.22 - 19]
E3 (0,2 %) 0 0 ND
C 183 169 48 [43 53]

Tabla 4.24: Tasas calculadas (IC 95%) de la probabilidad de la viabilidad de huevos y eclosién de
adultos (F2) vs adultos (F1). (vb)= viables; (e) eclosionados; B= Bioensayos (grupos); T= tiempo
(meses); ND= no determinable
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Efecto de piripoxifeno en las pupas (malformaciones)— Paralelamente se
analizo los efectos de las tres concentraciones de PPF de las larvas y pupas tratadas
y sus malformaciones morfogenéticas observadas. La accién de la hormona juvenoide
(HJ) de piriproxifeno alter6 de forma negativa la fisiologia de la morfogénesis, tanto
para los estadios iniciales y finales como para las pupas, y se observé que los individuos
tratados fueron afectados durante el proceso de desarrollo larva—pupa y pupa adulto,
presentandose la mayor tasa de mortalidad en el estadio de pupa.

Los resultados obtenidos mostraron que la tasa de mortalidad de los grupos de pupas
melanizadas y pupas blancas fue significativamente mayor. Se puede observar (Tabla
4.25 y 4.26) que las pupas melanizadas tienen una mayor tasa de mortalidad a las
tres concentraciones, y en menor proporcion las pupas con adulto visible y con adultos
parcialmente emergidos. Estos datos representan los resultados, pero no cuantifican
la mortalidad de las larvas en la etapa inicial (L; — Lg), porque se contabilizaron a
partir de larvas mal formadas en la etapa final (L3 — L), es decir, cuando ya se pudo
visualizar un efecto negativo en las mismas, ya sea como larva final (L4 — pre pupa) o
a partir de la ecdisis incompleta parcial o total en pupa—adulto.
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4.2.2.

Al igual que con los contenedores de plastico (maceta), aqui primero se presenta
una descripcién observada (no corregida por la prueba de Abbott) de la efectividad
en el tiempo de la superficie tratada segiin cada concentracion, para posteriormente

Tablillas de Masonite® (tablex®)

describir el analisis estadistico de los datos obtenidos.

Ovoposicién y tasa de probabilidad de eclosion de huevos—
variaciones entre bioensayos, pero discretamente similar al control hasta el final de la
prueba (tabla 4.27). La accién ovicida y el proceso de embriogénesis se vio afectada

por la accién dosisdependiente de PPF.

Se mantuvo con

B | T | concentracién | total | valor medio | huevos/hembra | viables | no viables | eclosién | no eclosién | % eclosion
E1 (0,0063%) | 345 115 3,45 88 27 79 9 90
B1 0 E2 (0,063 %) 158 53 1,58 35 18 28 7 89
E3 (0,2%) 885 295 8,85 242 53 204 38 85
C 1734 578 17,34 578 0 480 98 73
E1 (0,0063 %) | 1304 435 13,04 293 142 55 238 18
B2 |3 E2 (0,063 %) | 1989 663 19,89 604 59 53 551 9
E3 (0,2%) 2478 826 24,78 778 48 20 758 2
C 1034 345 10,34 323 22 284 39 100
E1 (0,0063 %) | 1724 575 17,24 343 232 75 268 23
B3 6 E2 (0,063 %) 920 307 9,2 216 91 62 154 30
E3 (0,2%) 239 80 2,39 29 51 5 24 51
C 1049 350 10,49 321 29 258 63 82
E1 (0,0063 %) | 1370 457 13,7 223 234 140 83 63
B4 | 10 E2 (0,063%) | 1891 630 18,91 199 431 106 93 58
E3 (0,2%) 1587 529 15,87 160 369 57 103 46
C 1506 502 15,06 163 339 148 15 90
E1 (0,0063%) | 720 240 7,2 83 157 80 3 94
B5 | 14 E2 (0,063 %) | 1093 364 10,93 100 264 88 12 88
E3 (0,2%) 859 286 8,59 209 7 205 4 98
C 732 244 7,32 150 94 146 4 98
E1 (0,0063 %) | 742 247 7,42 174 73 17 3 96
B6 | 17 E2 (0,063 %) 842 281 8,42 174 106 170 4 98
E3 (0,2%) 1030 343 10,3 168 175 162 6 96
C 641 214 6,41 128 86 128 0 100
E1 (0,0063 %) | 1372 457 13,72 384 74 381 3 99
B7 | 20 E2 (0,063 %) 995 332 9,95 226 106 222 4 98
E3 (0,2%) 1620 540 16,2 365 175 359 6 98
C 1392 464 13,92 378 86 378 0 100

Tabla 4.27: Tasa de huevos ovopuestos, su viabilidad y eclosién. Datos de tres réplicas y el control,
observada en las tablillas de masonite. PPF= piriproxifen; T= tiempo (meses)
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Mortalidad de los estadios larvales— A partir de los datos descriptivos (Tabla
4.28), se puede observar que la tasa de mortalidad no se mantuvo constante a lo largo del
tiempo y fue més evidente en la concentracion al 0,2 %. Incluso se registré mortalidad
en las tres concentraciones después de 10 meses (B4). Para la estadios finales L3 — Ly, el
efecto es similar al de la etapa anterior, mostrando nuevamente una menor proporcion
de mortalidad al final de la prueba.

tiempo concentracion ‘le.u"‘vz}s C éarvlas clp C
meses) % PP | mciales | € fimales | €| Pupas

E1 (0,0063 %) 90 19| 100 9 0 17

B1 0 E2 (0,063 %) 64 5 100 3 0 4
E3 (0,2%) 22 15| 100 | 86 0 0

E1 (0,0063 %) 0 0 0 0 100 1

B2 3 E2 (0,063 %) 0 0 0 0 100 1
E3 (0,2%) 0 0 0 0 100 3

E1 (0,0063 %) 0 0 0 2 100 | 11

B3 6 E2 (0,063 %) 0 0 0 0 100 0
E3 (0,2 %) 12 0 0 0 100 0

E1 (0,0063 %) 14 0 18 1 99 1

B4 10  E2(0,063%) 12 0| 21 o] 92 |1
E3 (0,2%) 20 1 50 1 100 0

E1 (0,0063 %) 0 0 16 0 85 0

B5 14 E2 (0,063 %) 0 0 0 0 95 0
E3 (0,2 %) 17 0 38 0 98 0

E1 (0,0063 %) 0 1 1 3 2 4

B6 17 E2 (0,063 %) 0 0 1 0 6 1
E3 (0,2 %) 0 0 1 0 82 0

E1 (0,0063 %) 0 0 35 0 0 1

B7 20 E2 (0,063 %) 0 0 8 0 10 0
E3 (0,2%) 0 0 6 0 96 0

Tabla 4.28: % de mortalidad estimada de tres réplicas y el control, en dos grupos de estadios larvales,
observada en masonite. B= bioensayos; PPF= piriproxifeno

Efecto mortalidad estadio inicial (L; — Ly)—
generales estimados a partir del modelo, que no difieren significativamente entre los
efectos del tiempo y las interacciones con los tipos de concentracién. Segin el modelo
ajustado y la interaccién muestra una capacidad explicativa de coeficiente R?= 83 % y

(gl= 20; F= 10,10; p <0,001).
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Efecto

5SS

gl MS F P
Intercepto 1,238 | 11,238 | 79,897 | <0,001
Mes 2.809 | 6 0,468 | 30,212 | <0,001
Concentracién 0,061 | 2]0,025| 1,653 | 0,203
Concentracién * Mes | 0,271 | 12 | 0,022 | 1,461 | 0,177

Tabla 4.29: Efectos generales estimados para el modelo GLM ajustado a las tasas de mortalidad
del estadio larvario inicial (L; — Lg). Tasa de mortalidad ajustada; IC 95 %; comparacién post—hoc

utilizando el test de Tukey
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Figura 4.13: Efectos generales estimados para el modelo GLM ajustado a las tasas de
mortalidad del estadio larvario final ((L; — Lg). Tasa de mortalidad ajustada; IC 95 %;
comparacion post-hoc utilizando el test de Tukey
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Figura 4.14: Valores de minimos cuadrados (IC 95 %) estimados por el modelo GLM para la tasa
de la mortalidad en el estadio final ((L; — Lg). Los simbolos y barras representan valor medio y el
intervalo de confianza de tres replicas. E1= 0,0063 %; E2= 0,063 %; E3= 0,2% de PPF
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Efecto mortalidad estadio final (L3 — L;)— La siguiente tabla explica que el
modelo ajustado muestra un gran efecto de las interacciones de las variables tiempo y

concentracién, demostrando una diferencia significativa entre ellos R?= 95.33 % y (gl=
20; F= 42.91; p <0,001).

Efecto SS| gl | MS F D

Intercepto 4,649 | 14,649 | 573,19 | <0,001
Mes 6,451 | 6| 1,075 | 132,55 | <0,001
Concentracion 0,181 | 2| 0,09 | 11,15 <0,001
Concentracién * Mes | 0,329 | 12 | 0,027 3,38 | <0,001

Tabla 4.30: Efectos generales estimados para el modelo GLM ajustado a las tasas de mortalidad
del estadio larvario inicial (Ls—Ly4). Tasa de mortalidad ajustada; IC 95 %; comparacién post—hoc
utilizando el test de Tukey
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Figura 4.15: Efectos generales estimados para el modelo GLM ajustado a las tasas de mortalidad del

estadio larvario final (L3—Ly4). Tasa de mortalidad ajustada; IC 95 %; comparacién post-hoc utilizando
el test de Tukey

Tasa mortalidad
estadio Ly -L,

Figura 4.16: Valores de minimos cuadrados (IC 95 %) estimados por el modelo GLM para la tasa de
la mortalidad en el estadio final (LL3—Ly4). Los sfmbolos y barras representan valor medio y el intervalo
de confianza de tres replicas. E1= 0,0063 %; E2= 0,063 %; E3= 0,2% de PPF
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Efecto mortalidad pupas— El modelo ajustado mostré un alto poder explicativo
R%= 99,47 % (gl= 20; F= 398,91; p <0,001). Las observaciones mostraron que al igual
que con los contenedores de pléstico (macetas), la mortalidad en la etapa de pupa
fue mayor para la concentracién al 0,2% de PPPF (E3), donde se observé tasas de
mortalidad de entre el 95 y 100 % durante toda la prueba.

Efecto SS gl | MS F P

Intercepto 40,049 | 1 | 40,049 | 37239,35 | <0,001
Mes 5485 | 6| 0,914 850,03 | <0,001
Concentracién 0,988 | 2| 0,494 459,41 | <0,001
Concentracién * Mes 2,09 12| 0,174 161,96 | <0,001

Tabla 4.31: Efectos generales estimados para el modelo GLM ajustado a las tasas de mortalidad

del estadio pupas. Tasa de mortalidad ajustada; IC 95 %; comparacién post—hoc utilizando el test de
Tukey
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Figura 4.17: Efectos generales estimados para el modelo GLM ajustado a las tasas de mortalidad

del estadio pupas. Tasa de mortalidad ajustada; IC 95 %; comparacién post-hoc utilizando el test de
Tukey
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Figura 4.18: Valores de minimos cuadrados (IC 95%) estimados por el modelo GLM para la tasa
de la mortalidad en el estadio pupas. Los simbolos y barras representan valor medio y el intervalo de
confianza de tres replicas. E1= 0,0063 %; E2= 0,063 %; E3= 0,2% de PPF
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Inhibicién de la emergencia (% IE)— Como era de esperar, la HJ de PPF alter6
negativamente el desarrollo larvario y la ecdisis en las tres concentraciones, confirmando
la mayor eficacia de la concentracién al 0,2 % en relacién con las demés. Sin embargo,
solo se observé una inhibicién de la emergencia alta (90 - 100 %) durante un méximo
de seis a 14 meses.

B T concentracién p (i) C| p(vb) C | adultos C|%(E)| C
El 0| 47 0] 39 0| 39 ND | 17
Bl 0 E2 0914 01879 0879 ND | 4
E3 0| 45 0] 45 0| 45 ND| 0
El (:|:43 48) | 428 0| 425 0| 425 100 | 1
B2 3 E2 (j:26) 178 01176 0176 100 | 1
E3 20 (£5) | 363 0| 352 0| 352 100 | 3
El (:|:8 14) | 295 0| 262 0| 262 100 | 11
B3 6 E2 62 (£8) | 260 0| 260 0 | 260 100 | 0
E3 (i5 29) | 299 01299 01299 100 | O
Bl 08 (£41) | 156 | 1 (x0,57) | 154 | 1 (£0,57) | 154 9 | 1
B4 10 E2 74 (£32) | 143 | 5 (£5,40 ) 142 | 5 (£5,40 ) 142 93| 1
E3 (iS 46) | 140 140 140 100 | 0
El 67 (£42) | 156 | 10 (=0, 5) 156 | 10 (=0, 5) 156 8| 0
B5 14 E2 89 (£19) | 201 | 4 (£1,5) | 201 | 4 (£1,5) | 201 9% | 0
E3 106 (£44) | 81| 1(£0,57) | 81| 1(£0,57) | 81 91| 0
El 168 (£151) | 85| 164(x14) | 82 | 164 (x14)| 82 2| 2
B6 17 E2 168 (£34) | 148 | 159(£22) | 146 159 (+22) | 146 51 1
E3 161 (£42) | 147 | 29(£13) | 147 | 29 (£13) | 147 82| 0
El 378 (£139) | 400 | 378 (£22) | 397 | 378 (£22 ) | 397 01 0
B7 20 E2 203 (£26,1) | 319 184 (£5) | 319 184 (£5) | 319 91 0
E3 337 (£180) | 412 12 (£2) | 412 2 (£2) | 412 9% | 0

Tabla 4.32: Los valores presentados son la media de las tres réplicas (£SD). p(i)= pupas iniciales;
p(vb)= pupas viables; % (IE)= inhibicién de la emergencia; B= bieonesayos; E1= 0,0063 %; E2=
0,063 %; E3= 0,2% de PPF; T= tiempo (meses); C= control; ND= no determinable

B T concentraciéon | Control | E1 (0,0063%) | E2 (0,063 %)
1 (0,0063%) ND

B1-B3|0-6 2 (0,063 %) ND ND
3 (0,2%) 0,0075 ND ND
1 (0,0063%) | <0,0000

B4-B5|10-14 | E2 (0,063%) | <0,0000 1,0000
3(02%) | <0,0000 0,2397 0,2363
1 (0,0063%) ND

B6 - B7 | 17 -20 | E2 (0,063 %) ND ND
3 (0,2%) ND ND ND

Tabla 4.33: Valores de la probabilidad (p) exacta de Fisher estimados para la comparacién entre las
diferentes concentraciones y el control de la frecuencia de pupas viables vs pupas iniciales. En negrita,
los valores estadisticamente significativos post correccién de Bonferroni; valor de p (<0,05); ND= no
determinable; B= Bioensayos (grupos); T= tiempo(meses)
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B T concentracién | p(i) | p(vb) | Tasa (%) p(vb)  [IC 95 %)
E1 (0,0063 %) | 43 0 0 [0 - 8]
Bl B3|0 6 |E2(0,063%) | 38 0 0 09
E3 (0,2%) 8 0 0 037
C 236 | 232 50 45,06 — 54]
E1 (0,0063%) | 83 6 625 254 14]
B4 B5 |10 14| E2 (0,063%) | 82 5 523 [1,28  11]
E3 (0,2%) 65 1 1 0,03 8]
C 156 | 155 50 [44,14 - 56]
E1 (0,0063%) | 273 | 271 50 [45,53  54]
B6 B7|17 20| E2 (0,063%) | 186 | 172 48,03 [43 53
E3 (0,2%) 249 21 8 [5—12]
C 243 240 50 [45,23 — 54]

Tabla 4.34: Tasas calculadas (IC 95 %) de la probabilidad de pupas viables vs pupas iniciales. p(i)=
pupas iniciales; p(vb)= pupas viables; B= Bioensayos (grupos); T= tiempo (meses)
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Adultos eclosionados y sus parametros del ciclo gonotréfico— Como en el
estudio anterior (contenedores de pléstico) aqui se explica los pardmetros productivos
de los adultos emergidos. En la tabla 4.35 se muestran los datos descriptivos de la
emergencia de adultos de las pupas iniciales y viables. Se realizé6 un andlisis de la
capacidad de vuelo y los adultos de pupas visiblemente viables emergieron normalmente
10 meses después del tratamiento (B4). sin embargo, el vuelo normal se vio afectado.
Los individuos, especialmente adultos machos con capacidad de vuelo normal, no se
observaron hasta 14 meses después del tratamiento. Sin embargo, a partir de los 17
meses (B5), se observaron hembras y machos adultos con capacidad de vuelo normal.

De igual manera que en el caso del estudio anterior (macetas) las tasas de
capacidad de vuelo fueron mds evidentes en el grupo control vs 0,2 %. En el anélisis de
probabilidad del vuelo, se observé que las concentraciones de 0,0063 % y 0,063 % son
significativamente diferentes de E3 (0,2 %), mientras que las concentraciones al 0,063 %
vs 0,2 % son significativamente diferentes en los ultimos tres bioensayos.

adultos (v1) adultos (s-vl)
B T PPF adultos C hembras C machos C | hembras | C machos | C
E1l 0] 39 0] 10 0| 26 0 3 0 O
Bl 0 E2 0| 879 0| 348 0| 521 0 8 0 2
E3 0| 45 0] 18 0] 27 0 O 0 0
E1l 0| 425 01115 0| 300 0o 7 0] 3
B2 3 E2 01176 0| 62 01114 0 O 0 0
E3 0| 352 0| 100 0| 245 0| 6 0] 1
El 0] 262 0 91 01155 010 0| 6
B3 6 E2 0 | 260 0108 0| 142 0| 6 0| 4
E3 0299 0127 0| 168 0 3 0] 1
E1l 1(£1) | 154 0| 40 0] 111 0] 1 1(x0)| 2
B4 10 E2 5 (£5,40) | 142 0] 40 0| 98 0] 1| 5(£54)| 3
E3 0 | 140 0] 50 0| 86 0 2 0 2
E1l 10 (£0,5) | 156 0] 59 2 (£2) | 97 2(£1) | 0O 6(£2)| 0
B5 14 E2 4 (£1,5) | 201 0] 52 0| 149 0] 0| 4(£15)| 0
E3 1(x1)] 81 0| 21 0| 60 0 O 1(x1) | 0
E1 | 164 (£14) | 82| 62 (£11) | 21| 92 (£12) | 61| 3 ()| 0| 7(x2)] 0
B6 17 E2 159 (£22) | 146 (i19) 41 (ill) 95 1(£0) | 2 4 (+1)| 8
E3 29 (£13) | 147 4(£2)| 28 11 (£2) | 99 5(£3)| 4 9(£2) | 16
E1 | 378 (£22) | 397 128 (128) 150 | 214 (£16) | 240 | 10 (£4) | 1|26 (£12)| 6
B7 20 E2 184 (+5) | 319 58 (£9) | 120 | 107 (£8) | 195 5(£1) ] 2| 14(£2)| 2
E3 12 (£2) | 412 2 (£0) | 180 6 (£2) | 230 1| 1 3(£1)] 1

Tabla 4.35: Los valores presentados son la media de las tres réplicas (+SD) adultos (vl)= adultos
con capacidad de vuelo; adultos (s-vl)= adultos sin capacidad de vuelo; E1= 0,0063 %; E2= 0,063 %;
E3= 0,2% de PPF; B= bioensayos; C= control; T= tiempo (meses)
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B T concentracién | Control | E1 (0,0063 %) | E2 (0,063 %)
E1 (0,0063 %) ND

Bl B3|0 6 |E2(0,063%) ND ND
E3 (0.2%) ND ND ND
EL (0,0063%) | <0,0000

B4 B5 |10 14 | E2 (0,063%) | <0,0000 1,0000
E3 (0,2%) 0,0517 1,0000 1,0000
E1 (0,0063 %) ND

B6 - B7 | 17 - 20 | E2 (0,063 %) 0,0971 0,7189
E3 (02%) | <0,0000 <0,0001 |  <0,0006

Tabla 4.36: Valores de la probabilidad (p) exacta de Fisher estimados para la comparacién entre
las diferentes concentraciones y el control de la frecuencia de adultos vs la capacidad de vuelo. En
negrita, los valores estadisticamente significativos post correccién de Bonferroni; valor de p (<0,05);
ND= no determinable; B= Bioensayos (grupos); T= tiempo(meses)

B T concentracién | adultos (e) | adultos Tasa (%)
(s-v1) | adultos (s-v1) [IC 95 %]
E1 0 0 ND
B1-B3|0-6 E2 0 0 ND
E3 0 0 ND
C 438 7 1,49 1-3
Bl 6 5 5 1981
B4-B5|10-14 | E2 5 5 50 [21,20 — 86,30]
E3 1 1 50 (1,25 99]
C 172 2 1,15 [0,13 - 4,00]
El 271 23 8 [5,02 - 11,50]
B6 - B7 | 1720 | E2 172 12 6,53 [3,41 — 11,11]
E3 21 9 30,5 (19,18 — 44]
C 280 11 4 27

Tabla 4.37: Tasas calculadas (IC 95%) de la probabilidad de adulots vs capacidad de vuelo.
Adultos(e)= adultos eclosionados; adultos(s—vl)= adultos sin capacidad de vuelo; B= Bioensayos
(grupos); ND= no determinable; T= tiempo (meses)
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Hembras con ingestion de sangre y su ovoposicion— A diferencia de
los contenedores de plastico, en las tablillas de masonite, la comparacion de las
concentraciones al 0,0063% y 0,063% y sus tasas para la probabilidad de que las
hembras realicen la ovoposicion después de alimentarse de sangre, fue mas pronunciada
en los ultimos bioensayos (B6 a B7) es decir, 17 meses después del tratamiento inicial.
Sin embargo, aunque la proporcién de hembras que se alimentaron de sangre con éxito
fue muy discreta, éstas, en su mayoria realizaron la ovoposicion.

B T concentracién | hembras (vl) | C | hembras (alim.) | C | hembras (ov) | C
E1 (0,0063 %) 0] 10 0] 10 0] 10
Bl 0 E2(0,063%) 0348 0| 348 0| 348
E3 (0,2%) 0| 18 0] 18 0] 18
E1 (0,0063 %) 0115 0115 0115
B2 3 E2(0,063%) 0| 62 0| 62 0| 62
E3 (0,2%) 0| 100 0 | 100 0 | 100
E1 (0,0063 %) 0] 91 0] 91 0] 91
B3 6 E2(0,063%) 0108 0| 108 0| 108
E3 (0,2%) 0127 0127 0127
E1 (0,0063 %) 0] 40 0| 40 0| 40
B4 10 E2 (0,063 %) 0] 40 0] 40 0] 40
E3 (0,2%) 0| 50 0| 50 0| 50
E1 (0,0063 %) 0] 59 0| 59 0| 59
B5 14 E2 (0,063 %) 0] 52 0] 52 0] 52
E3 (0,2%) 0| 21 0| 21 0| 21
E1 (0,0063 %) 62 (£11) | 21 92 (£12) | 21 22 (£4) | 21
B6 17 E2 (0,063%) 60 (£19) | 41 33 (£2) | 41 33 (£2) | 41
E3 (0,2%) 4(£2) | 28 3(+£1) | 28 1(+0) | 28
E1 (0,0063 %) 128 (£28) | 150 120 (£20) | 150 120 (£18) | 150
B7 20 E2 (0,063%) 58 (4£9) | 120 55 (£8) | 120 54 (£7) | 120
E3 (0,2 %) 2 (+0) | 180 2 (£1) | 180 2(+£0) 180

Tabla 4.38: Los datos presentados representan el valor medio de tres réplicas (£SD). (vl)=
hembras con capacidad de vuelo; (alim)= hembras alimentadas; (ov)= hembras con ovoposicién; B=
Bioensayos; T= tiempo (meses)
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B T PPF Control | E1 (0,0063 %) | E2 (0,063 %)
E1 (0,0063 %) ND

Bl-B3|0-6 |E2(0,063%) ND ND
E3 (0,2 %) ND ND ND
E1 (0,0063%) ND

B4 B5 |10 14 | E2 (0,063%) ND ND
E3 (0,2 %) ND ND ND
E1 (0,0063%) ND

B6 - B7 | 1720 | E2 (0,063%) | 1,0000 1,0000
E3 (0,2 %) 1,0000 1,0000 1,0000

Tabla 4.39: Valores de la probabilidad (p) exacta de Fisher estimados para la comparacién entre
las diferentes concentraciones y el control de la ovo posicién vs la ingestién de sangre. En negrita,
los valores estadisticamente significativos post correccién de Bonferroni; valor de p (<0,05); ND= no

determinable; B= Bioensayos (grupos); T= tiempo(meses)

B T PPF hembras(as) | hembras(ov) | Tasa (%) [IC 95 %)
E1 (0,0063 %) 0 0 ND

B1-B3|0-6 E2 (0,063 %) 0 0 ND
E3 (0,2%) 0 0 ND
C 173 173 50 [44,45 — 55,25]
E1 (0,0063 %) 0 0 ND

B4 -B5 | 10 - 14 | E2 (0,063 %) 0 0 ND
E3 (0.2%) 0 0 ND
C 50 50 50 39,29 - 60]
E1 (0,0063 %) 71 71 50 [41,50 — 58,49]

B6 - B7 | 17 - 20 | E2 (0,063 %) 44 44 49,71 [39,14 - 61]
E3 (0,2%) 3 2 37,5 [7 - 93,24]
C 104 104 50 [43 - 57]

Tabla 4.40: Los datos presentados representan el valor medio de tres réplicas (£SD). h(as)= hembras

alimentadas; h(ov)= hembras con ovoposicién; B= Bioensayos; T= tiempo (meses)

99



Viabilidad de huevos y eclosién de adultos (F2)—
demuestran la eficacia y actividad residual prolongada de PPF a tres concentraciones
posttratamiento. Sin embargo, para las concentraciones de 0,0063% y 0,063 % se
obtuvieron valores de %IE del 100 % hasta 10 meses (Tabla 4.41). La actividad residual
a la concentracion del 0,2 % fue muy satisfactoria durante la mayoria de los bioensayos
(15 meses). No obstante, en el bioensayo final se observé un %IE con una reduccién de

la residualidad de hasta un 50

Los resultados obtenidos

F1 F2
BT |PPF hembras (ov) | C | huevos (vb) C | adultos (e) C|%(IE) | C
1 (0,0063 %) 0| 10 0| 300 0 291 03
B1]0 2 (0,063 %) 0| 348 0| 3210 0| 3195 010
3(0,2%) 0] 18 0| 281 0| 277 011
1 (0,0063 %) 0115 0| 655 0| 647 01
B2 |3 | E2 (0,063%) 0] 62 0| 410 0| 401 0] 2
3(0,2%) 0| 100 0| 647 0| 633 0] 2
1 (0,0063 %) 0 9 0| 610 0| 597 0l 2
B3 |6 2 (0,063 %) 0| 108 0] 589 0| 578 0] 2
3(0,2%) 0127 0| 722 0| 715 011
1 (0,0063 %) 0| 40 0] 355 0] 345 03
B4 | 10 | E2 (0,063 %) 0| 40 0| 600 0] 590 0] 2
3 (0,2%) 0] 50 0| 644 0| 633 0] 2
1 (0,0063 %) 0| 59 0| 419 0| 400 0|5
B5 | 14 | E2 (0,063 %) 0] 52 0| 447 0| 435 0] 3
3 (0,2%) 0] 21 0 339 0| 328 0] 3
1 (0,0063 %) 92 (£4) | 21| 600 (£59) | 542 | 589 (£48) | 534 2 1
B6 | 17 | E2 (0,063 %) 33 (+2) | 41| 689 (1110) 655 | 654 (£75) | 647 51
3 (0,2%) 1(£0) | 28| 30 (£5) | 431 8 (£3) | 427 73] 1
1(0,0063%) | 120 (£18) | 104 | 931 (£36) | 826 | 910 (£35) | 816 2] 1
B7 | 20 | E2 (0,063%) 54 (£7) | 107 | 310 (1135) 786 | 300 (£326) | 774 3| 2
3 (0,2%) 2 (£0) | 137 8 (£3) | 892 4 (£0) | 881 50 | 1

Tabla 4.41: Los valores presentados son la media de las tres réplicas (£SD). (ov
posicidn; (vb)= viables; (e)= eclosionados; B= Bioensayos; T= tiempo (meses)

El andlisis de varianza no mostro diferencias significativas entre las concentraciones
al 0,0063 % y 0,063 %, es decir, no hubo diferencias entre las hembras (ov) ovoposicién,

su viabilidad y la eclosion de los adultos.
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B T concentracién | huevos (vb) | adultos (e) | Tasa (%) (IC 95%)
adultos (e)
E1 (0,0063%) 0 0 ND
el | B2(0,063%) 0 0 ND
BL=B3 106 gs (990 0 0 ND
C 1403 1391 50 [47,91 - 52]
E1 (0,0063 %) 0 0 ND
E2 (0,063 %) 0 0 ND
_B5 = ’
BA=B5 11014 s (997 0 0 ND
C 524 513 49,46 [46,38 — 53]
E1 (0,0063 %) 776 750 1014 [47 52
E2 (0,063 %) 500 477 49 [46 - 52]
B6 BT 1720 | g (0,2%) 19 6 24 (9,35 — 45]
C 721 711 50 [47 — 52,34]

Tabla 4.42: Tasas calculadas (IC 95%) de la probabilidad de la viabilidad de huevos y eclosién de
adultos (F2) vs adultos (F1). (vb)= viables; (e) eclosionados; B= Bioensayos (grupos); T= tiempo

(meses); ND= no determinable
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Efecto de PPF en pupas (malformaciones)— La HJ de PPF también afectd
negativamente los estadios inicial y final, asi como el desarrollo pupal y la metamorfosis,
los cuales se observaron directamente afectados durante la transformacién larva -
pupa y pupa - adulto, con la mayor mortalidad en pupas. Se encontré que la tasa
de mortalidad de pre - pupas, pupas blancas y pupas melanizadas fue relativamente
alta en comparacion con los contenedores de plastico.

Como se puede observar, se evidencio que la pupa melanizada registro mayor tasa
de mortalidad en las tres concentraciones y en menor proporcion las pupas con adulto
visible y con adultos parcialmente emergidos. Estos datos estan expresados sin contar
la mortalidad de las larvas en estadio inicial (L; — Ly) ya que se contabilizaron a partir
de las larvas con malformaciones en el estadio final (L3 — Ly), es decir, cuando ya se
podia visualizar un efecto negativo, ya sea como larva final (L, — prepupa) o en la
observacién de la eclosién incompleta o parcial y/o total de las pupas.
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Capitulo 5
Discusion

Segun recomendaciones de un informe de la OMS en 2017 (A. M. WHO,
2017), cuando se utilizan nuevos procedimientos para controlar insectos vectores
con componentes quimicos, fisicos o ambos, las metodologias que los incorporan
deberian necesariamente tener una efectividad real a largo plazo, debiéndose considerar
la necesidad de que los i.a. tengan una degradaciéon més controlada con el paso
del tiempo. Pero ademas, la exposiciéon de estos componentes a las personas en
determinadas concentraciones o combinaciones de formulados insecticidas, aunque
podria ser permanente, no deberfa significar un riesgo, y si la relacién riesgo/costo
y beneficio podria resultar favorable, se podria proponer su uso como apto para el
control de un vector de importancia sanitaria para la Salud Publica.

Es asi, que las acciones recomendadas dirigidas al insecto vector siempre deberian
incluir saneamiento del medio, andlisis de la educacion sociocultural, motivacién a la
movilizacién social, y medidas de control biol6gico y/o quimico favorables al medio
ambiente y los insectos no objetivo (Mari, Masid, Elbal, y Escudero, 2022). Por lo
tanto, la incorporacion del uso de nuevas tecnologias dentro de un control integrado
podria contribuir a tener resultados més alentadores a largo plazo.

5.1. Prueba I (pinturas insecticidas)

Como mencionamos al inicio, una de las estrategias ampliamente utilizada de control
de insectos vectores es el IRS, que es la fumigacién residual de interiores (por sus siglas
en inglés: Indoor Residual Spraying. Sin embargo, su eficacia podria resultar parcial,
presumiblemente debido a que los mosquitos tienden a descansar dentro de las viviendas
después de una toma de sangre y el IRS se realiza mayormente fuera de las viviendas (lo
que lleva a un aumento de las interacciones sinantrépicas) (Fullman y cols., 2013). En
este sentido, se ha estado reportado que la metodologia de la microencapsulacion que
incluye el uso de PI muestra resultados alentadores, ya que se demostro su efectividad
dentro de las viviendas, en zonas donde el IRS no alcanza a cubrir y en diferentes
superficies, dosis y combinacién de biocidas (Mashauri y cols., 2017); (Acharya y cols.,
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2021); (Ngwej y cols., 2021), ademds de que las microcapsulas contenidas con los i.a.
se liberan gradualmente segtn el area tratada, el tipo de superficie y la concentracion
aplicada.

Varios han sido los estudios realizados con la misma tecnologia de
microencapsulacién de PI (Inesﬂy®) en condiciones de campo y laboratorio, y han
demostrado su eficacia. Aunque estos estudios no utilizaron todos los mismos i.a.
que en nuestro estudio, citamos algunos mas relevantes: Anopheles gambiae, Culex
quinquefasciatus (Mosqueira y cols., 2010a, 2010b); (Mosqueira y cols., 2015), Rhodnius
prolizus (Oliveira Filho, 1997), Triatoma infestans (Alarico, Romero, Hernandez,
Catald, y Gorla, 2010); (Gorla, Vargas Ortiz, y Catald, 2015); (J. C. P. Dias y
Jemmio, 2008); (Maloney y cols., 2013); (Amelotti, Catald, y Gorla, 2009); (Banjara
y cols., 2019), y Estegomya albopicta= Aedes albopictus (Yao y cols., 2014); (Junnila
y cols., 2015), Aedes aegypti (Acharya y cols., 2021); (DeRaedt Banks y cols., 2015),
Aedes vigilax (Webb, Miller, y Peters, 2012); (Vythilingam, Zainal, y Hamidah, 1999);
(Delacour y cols., s.f.).

En esta parte de el estudio, se ha analizado la eficacia de polimeros (pinturas)
enriquecidos con insecticidas microencapsulados contra Aedes albopictus y se evalud
en condiciones controladas de laboratorio, utilizando la técnica de contacto forzado
(OMS) y analizdandose tres formulados con diferentes i.a. insecticidas combinados con
piriproxifeno (PPF): una contenian piretroides (PY) y dos contenifan organofosforados
(OP). Las PI se aplicaron sobre dos tipos de superficies, que por sus caracteristicas son
mas o en su caso menos prosas y a dos concentraciones.

El tratamiento aplicado en dos concentraciones, consistio en una imprimacién
simple de una sola capa 1 kg / 6 m? (dosis recomendada), y una doble concentracién
de 1 kg / 3 m? imprimacién doble, que comprendia dos capas aplicadas con 24 h de
diferencia. Por lo tanto, segiin recomendaciones del fabricante el motivo de utilizar una
dosis doble, es simplemente, que al pintar superficies muy porosas (sin sellado previo)
se aplicaria inicialmente una primara capa de pintura diluida con un 50 % de agua hasta
la cubricion total de la superficie, y dado que se trata de biocidas que actian en los
insectos por contacto tarsal y por inhalacién, para conseguir los mejores resultados es
conveniente aplicar una capa adicional a la superficie (doble capa) en la mayor area de
superficie posible y evitando asi zonas refugio para los insectos vectores. Por lo tanto,
se ha optado por analizar dos concentraciones, tanto para superficies mas porosas o
menos porosas, y asi evidenciar, si la degradacién de los i.a. en las mismas, podrian
tener una influencia significativa si se aplica una dosis o una sola capa (concentracién
recomendada) o dos (doble capa) en la misma drea a tratar (13 cm?) y no asi en una
superficie mas amplia (1 kg / 12 m?).

Mosqueira y cols., (2010a) compararon la eficacia de un formulado de PI (5A
IGRMT) en condiciones de laboratorio contra mosquitos del género Culex. ]élste7 fue
compuesto por dos OP y un IGR: clorpirifés (1,5 %) + diazinén (3 %) y piriproxifeno
(0,063 %) aplicados a dos tipos de superficies, demostrando una mortalidad aceptable
(87 - 100 %) hasta seis meses en las superficies menos porosas. Ademds, un ano después
del tratamiento se registraron altas tasas de mortalidad (93 - 100 %) en las superficies
menos porosas (madera) para ambas concentraciones. Sin embargo, la alta eficacia de
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los i.a. en superficies porosas desaparecio seis meses después del tratamiento contra los
mosquitos resistentes y susceptibles.

En nuestro estudio, en comparaciéon con Mosqueira y cols., (2010a) para el anélisis
de las PI con tecnologia de microencapsulacién Inesfly® en relacién con la eleccién
del tipo de superficies, se ha tomado en cuenta varios aspectos relacionados con el
comportamiento sinantrépico de la especie. Estos podrian ser los mas comunes elegidos
por las hembras para realizar la ovoposicién, y como hemos mencionado el hecho de
que las hembras tienden a posarse en las paredes dentro de las viviendas donde pueden
descansar durante el dia después de una toma de sangre y luego conducirse a sitios
6ptimos de ovoposicion, se basa, en que al tener una fuente potencial de sangre, tanto
de humanos u otros vertebrados, indica que en general los materiales de las viviendas
donde los mosquitos adultos eligen para reposar estan construidas en su mayoria de
elementos de madera (més prolijas) y de materiales porosos como el hormigén, adobe,
escayola. . ., entre otros. Por lo cual, segiin la naturaleza fisica del material elegido y
su conformacién, la eleccién dependié de factores en los cuales los microencapsulados
y la resudualidad de los i.a. o el tipo de superficie en si o ambos, podrian ofrecer una
influencia sobre los resultados esperados.

Es asi, que se tomé en cuenta la porosidad y/o la rugosidad de las mismas superficies
segun la naturaleza fisica del material elegido y su conformacién. La eleccion dependid
de factores en los cuales los microencapsulados (el insecticida, el formulado, la duracién
de la eficacia) o la superficie en si deberian tener una influencia sobre los resultados
esperados. Por lo que se tomd en cuenta la porosidad o la rugosidad de la superficie.
Estos parametros condicionaron la degradacion de los i.a. en cada formulado, ya que
con el tiempo es comun y es un factor importante pero no determinante en la evaluacién
de la eficacia residual.

La cuestion mas importante para poder evidenciar la alta residualidad de los
formulados, fue la degradacion de los insecticidas aplicados sobre tales superficies,
la cual aumenta con el tiempo y podria deberse a los procesos de volatilizacién
o de degradacion. Sin embargo, la tasa de disminucion de la eficacia también
estaria condicionada y varia dependiendo del insecticida, formulacién, sustrato, y la
temperatura (Watters, White, y Cote, 1983); (Arthur, Liu, Zhao, y Philips, 2009).
Otros factores como: la resistencia a la alcalinidad, provocarian una gran reduccién
de la eficacia real del formulado y que generalmente es directamente proporcional a la
alcalinidad del agua o del medio con el que el formulado entre en contacto. Por lo que los
formulados analizados en su microcapsula, mantienen a los i.a. a un pH acido y poseen
una resistencia a la alcalinidad mayor a la que ofrecen otras pinturas convencionales, que
suelen incorporar coalescentes de naturaleza organica para la formacién de la pelicula,
perdiéndose su efecto insecticida con mayor rapidez.

Otro factor es la adherencia, que normalmente las pinturas de exteriores tienen
sobre soportes como el hormigén, cemento y el resto de componentes minerales que
suelen encontrarse en una fachada o pared de obra, por lo que su porosidad podrian o
no condicionar la degradacion de los insecticidas utilizados en cada formulado. Por lo
cual, uno de nuestros limitantes en la eleccion de los materiales surgié cuando se observé
que la adherencia de este tipo de pintura no era satisfactoria, como se observo el caso de
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superficies sin desgaste ambiental (neuméticos nuevos) (Arthur y cols., 2009); (Watters
y cols., 1983). Estos pardmetros en las superficies son particularmente importantes en
biocidas con i.a. no microencapsulados, ya que estos se degradan muy rapidamente a
temperaturas mas elevadas, por lo que las PI que contienen tecnologia de microcapsulas
poseen una pared lo suficientemente dura en el momento de su aplicaciéon para evitar
la rotura de la misma y a la vez puedan ser capaces de adherirse al insecto por contacto
tarsal, y luego romperse para liberar los i.a. insecticidas.

Amelotti y cols., (2009) (Amelotti y cols., 2009) sugiere que la porosidad podria
parecer ser un problema: las superficies de cemento se desempenan peor que las
superficies de madera e incluso de adobe, por lo que a la hora de elegir el tipo
de superficie para este tipo de formulados, es necesario tener en cuenta el tipo de
porosidad en cuestion, y que ademés, puedan incluir antes de ser aplicados materiales
selladores para superficies mas porosas o algin tipo de fijador para las superficies
mas lisas o mucho mds “deslizantes” o impermeables (neumaticos), y la razén a esta
afirmacién podria suponerse al tratamiento utilizado en la fabricacién de los mismos,
que confirman su mayor dificultad, porque este tipo de superficie (neumadticos) no
permite que el producto se adhiera a toda el area aplicada, ya que debido a la naturaleza
de los compuestos utilizados para fabricar estos materiales, que generalmente estan
constituidos de elastémeros sometidos a diversos tratamientos, supone una elevada
impermeabilidad de la cdmara de aire (interior del neumadtico), que permite mantener
durante mucho tiempo la presion correcta, y ademas de aplicar materiales sellantes en
su fabricacién para evitar fugas de aire. Es por tal razon, que los resultados aceptables
en algunos estudios realizados por (Suleman, Arshad, y Khan, 1996); (Beehler, Quick,
y DeFoliart, 1991); (Marina y cols., 2012); (Walker, 2016) puede deberse a que fueron
realizados en condiciones de campo y ademés en neumaticos usados, los cuales podrian
haber perdido sus propiedades impermeables o de rebote de los liquidos afectados por
los efectos ambientales.

Otra de las limitaciones de nuestros resultados, se basa, en el hecho de que no
se analizaron superficies como el estuco y el plastico. Comparando el estudio de
Mosqueira y cols. (2010a) los autores realizaron una comparacién de la interaccién
con la sinergia entre PY y OP de formulados insecticidas (Fase I), y se hace referencia
a un formulado basado en OP (5A IGRMT) y con distinto grado de similitud a las
superficies aplicadas en nuestro estudio. Pero que ademas, fueron descritos en base a la
comparacion del efecto toxico entre el tipo de superficies (mds porosa vs menos porosa).
Por lo que, los resultados de Mosqueira y cols. (2010a) se han podido contrastar con
el uso de piretroides obtenidos durante los estudios de la Fase II y III, basadas en
el uso de mosquiteros insecticidas de larga duracién (LLIN) y la eficacia de Inesfly
5A IGRMT en combinacién con los tratados con piretroides en bioensayos piloto de
campo. Esta prueba, realizada tanto en el laboratorio como en el campo, obtuvo una
elevada mortalidad a largo plazo (96 - 100 %) durante 12 meses en el campo contra
An. gambiae y Cz. quinquefasciatus susceptibles a los piretroides. Mientras que contra
mosquitos resistentes a los piretroides los resultados fueron de 90 a 100 % en cabanas
experimentales en el campo. Sin embargo, se encontré que la eficacia después de 12
meses en las cabanas tratadas habia disminuido al 60 - 80 %. Los resultados a un ano
después del tratamiento la mortalidad retardada seguia siendo del 93 - 100 %, incluso
en el caso de las hembras resistentes a los OP e incluso en superficies no porosas como el
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plastico duro o la madera blanda. En superficies porosas como el cemento, las tasas de
mortalidad seguian siendo bajas 12 meses después del tratamiento, independientemente
de la concentracién (dosis) o del estado de resistencia.

Por otro lado, los resultados de Amelotti (2009) (Amelotti y cols., 2009) han
demostrado que el formulado de PI proporcioné una eficacia residual al producir un
94 % de efecto KD y un 90 % de mortalidad contra un vector del Chagas. Ademas,
en el estudio realizado por Acharya y cols. (2021) (Acharya y cols., 2021) donde se ha
analizado el piretroide sintético deltametrina (DM) microencapsulado en el aglutinante
de pintura de emulsion, y se ha evaluado su eficacia a largo plazo contra el vector del
dengue Aedes aegypti demostraron ser eficaces hasta 18 meses después de su aplicacién.
Los valores de tiempo del efecto KD (KDT) KDT;o y KDTjq fueron de 7,4 min (IC
95%: 5,6 - 9,1) y 22,1 min (IC 95%: 19,7 - 24,3) respectivamente, mientras que la
mortalidad corregida a las 24 h fue del 90 % (IC 95 %: 82,5 - 97.5).

De acuerdo con nuestros resultados, en relacién con la superficie y sus interacciones,
la representacion de los valores de minimos cuadrados (Fig. 5.1 A) mostré claramente un
mayor efecto medio del efecto KD cuando la superficie tratada es més porosa (escayola),
con una probabilidad de efecto KD estimada del 0,79 [IC 95% (0,75 — 0,83)] respecto
a la estimada para la superficie menos porosa (madera) 0,63 [IC 95 % (0,60 — 0,67)].
Afirmando, que la probabilidad del efecto KD (Fig. 5.1) en la superficie méds porosa
(escayola) result6 un 25,4 % superior o 1,2 veces més a la observada en la menos porosa
(madera).
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Figura 5.1: A= Valores de minimos cuadrados (IC 95 %) estimados por el modelo de regresién final
para la probabilidad del KD segun el tipo de superficie; B= Valores de minimos cuadrados (IC 95 %)
estimados por el modelo de regresion final para la probabilidad del KD en funcién de la superficie y
del tiempo (meses)

Es asi, que en primer lugar, a diferencia de la disminucién del efecto KD a lo
largo del tiempo (independiente de la concentracién), la interaccién entre la superficie
y el tiempo (meses) (Fig. 5.1 B) muestra cémo la pendiente de la disminucién de la
probabilidad de KD a lo largo del estudio varié segun el tipo de superficie, siendo ésta
mas acusada para la superficie menos porosa (madera). Lo que significa, que a lo largo
de los 27 meses que duré el estudio, la probabilidad del KD disminuyé un 26,3 % sobre
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la superficie mas porosa (escayola), pero un 46,9 % sobre la menos porosa (madera). En
segundo lugar, en comparacién con los resultados de Mosqueira y cols., (2010a, 2010b),
aunque el TDs5q al inicio de los bioensayos fue similar para el formulado contenido con
PY (5A NG IGR), no se vio afectado por la degradacién de los i.a. y mantuvo su eficacia
residual durante toda la prueba. Sin embargo, la degradacion de los i.a. en los OP (5A
IGR y 5D IGR) disminuy6 en su eficacia alrededor de un 52 % para ambos a los 27 meses
(Fig. 5.2). Por lo que se podria suponer, que el tipo de superficie afecta a la eficacia,
especialmente para los tipos de superficie mas porosas, ya que en nuestro estudio se
utilizé superficies con una porosidad menos densa (escayola) en comparacién con las
utilizadas por Mosqueira y cols. (2010a). Por lo tanto, la naturaleza de la superficie

podria ser uno de los factores mas importantes en la eficacia de cualquier PI (Corréa
y cols., 2019).
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Figura 5.2: A= Valores de minimos cuadrados (IC 95 %) estimados por el mejor modelo de regresién
final obtenido segin criterio de Akaike (AIC) para el TDj5o segiin las superficies; B= Valores de
minimos cuadrados (IC 95%) estimados por el modelo de regresién final para la probabilidad del
TDs5g en funcién de la superficie

En otras investigaciones anteriores (Jenson, Arthur, y Nechols, 2009), se observé que
la superficie sobre la que se aplican las PI, especialmente las superficies mas porosas,
suelen tener una menor eficacia en comparacién con una menos porosa, aunque las
condiciones ambientales a las que se expone pueden influir en su eficacia residual
(Bennett, Owens, y Corrigan, 1996). Otro factor podria ser la concentracién aplicada
a cada superficie, ya que el tratamiento a dos capas da como resultado una mayor
duracion de la eficacia. Gunasekaran (2005) (Gunasekaran, Sahu, Jambulingam, y Das,
2005) describieron la dificultad de lograr una buena cobertura superficial para estimar
la reduccién esperada en la densidad de reposo interior indoor resting density (IRD).
Por lo tanto, el aumento de la cobertura del tratamiento puede conducir a un aumento
en la duracién de la supresién de la IRD. Otros autores, como Ratti y cols. (2018)
(Ratti, Rheingold, y Wallace, s.f.) sugirieron que la pulverizacién adicional o el uso de
dos capas (doble concentracién) en el 50 % de las superficies a tratar fue efectiva para
reducir la IRD y resulté tan efectiva como el uso de una sola capa en el 70% de la
superficie.

Posteriormente al KD, en el analisis de los datos de mortalidad, fue necesario
cuantificar la supervivencia de los individuos expuestos, ya que el tipo de superficie,
formulados y la concentracion determiné el TDj5g, pudiendo mantenerse o incrementarse
en cada bioensayo a medida del paso del tiempo. Aunque ambas superficies produjeron
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tasas de mortalidad similares, el TDsq en la superficie menos porosa aumento
significativamente cuando se duplicé la concentracion, es decir, el TDsg en la superficie
menos porosa fue 1,7 veces mas rapido que para la superficie mas porosa a una doble
concentracion con una diferencia aproximada de 9,2 horas. Para producir el TDjy en
un tiempo més corto, las condiciones de la superficie fueron un 37,5 % mas efectivas
si la concentracién se duplicaba. Por lo cual, la cuestion mas importante que podria
demostrar la alta residualidad del PI es la degradacion o volatilizacién de los insecticidas
aplicados en estas superficies (Arthur y cols., 2009), ademds de factores que podrian
condicionar su eficacia y residualidad, como la concentracion, los formulados de los i.a.
y especialmente el tipo de superficie.

Pero ademas, las variables analizadas no permitieron dilucidar si la mortalidad
después del KD se produjo por su interaccion con los i.a. o por mecanismos subyacentes,
ya que no necesariamente la accién letal podria asociarse con el tipo de i.a. (OPS, 1987).
Esto contrasto con la mortalidad, que podria haber ocurrido después de la supervivencia
al KD (Briggs y cols., 1976) y puede haber dependido de factores como la interaccién
insecticida de cada formulado, la penetracién méas rapida de los i.a. al individuo, la
concentracion o disponibilidad de liberacién de microcapsulas con respecto al tipo de
superficie y la degradacién metabdlica.

Con respecto a la concentracion de pintura aplicada, tal y como se puede observar
en la figura 5.3 A, y confirmando lo sugerido por el anélisis descriptivo de los datos, una
concentracion doble aument6 el efecto KD, si bien, aunque el aumento fue consistente,
su magnitud no fue proporcional al incremento de la concentracién de los i.a. respecto a
la concentracion recomendada. Segun las estimaciones del modelo, la probabilidad del
KD de la concentracion doble 0,76 [IC 95 % (0,72 — 0,79)] resulté en un incremento del
13,4 % o tan sélo 1,1 vez superior a la concentracién recomendada 0,67 [IC 95 % (0,63
—0,71)] a pesar de contener el doble de i.a. Adem4s, el incremento de la concentracién
tampoco implicé una mayor residualidad de los tratamientos para el KD, tal y como
ha quedado manifiesto al no quedar retenida la interaccién entre la concentracion y la
variable tiempo. Graficamente esta independencia se puede visualizar en la figura 5.3
B, en la que se observa que las pendientes de la probabilidad del KD a lo largo del
tiempo son paralelas para ambas concentraciones, lo que nos indicé que la residualidad
del efecto disminuyé a la misma velocidad independientemente de la concentracion
inicial de los i.a.

Ademas, el incremento de la concentracién implicé una mayor residualidad para el
TDs50, y quedé manifiesto al no quedar retenida la interaccion entre la concentracion y
la variable tiempo. Esta independencia se observa en la figura 5.4, donde las pendientes
del modelo de la probabilidad del TDsy a lo largo del tiempo son paralelas para
ambas concentraciones, y nos indicé que la residualidad del efecto no disminuyé a
la misma velocidad, independientemente de la concentracién inicial de los i.a., es
decir, la efectividad residual fue més evidente progresivamente cuando el tiempo
transcurria si la concentracion era el doble. En las pendientes del TDsy de las dos
concentraciones, no existio variabilidad al inicio de los bioensayos, tanto para la
concentraciéon recomendada, con un tiempo de 16,6 h [IC 95% (8,7 — 24,4)] y para
la doble 16,2 h [IC 95% (8,3 — 24,1)].
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Figura 5.3: A= Valores de minimos cuadrados (IC 95 %) estimados por el modelo de regresién final
para la probabilidad del KD. Segtin la concentracién; B= Valores de minimos cuadrados (IC 95 %)
estimados por el modelo de regresién final para la probabilidad del KD a lo largo del tiempo. Se
representa la eficacia residual a lo largo del tiempo de dos concentraciones

Realizando una comparacién del primer al ultimo bioensayo, para la concentracion
recomendada, el TD5y ocurrié con un tiempo de 34,3 h [IC 95% (26,4 — 42,2)], si la
comparamos cuando la concentracién fue el doble y ocurrié en un tiempo de 23,5 h [IC
95% (16 — 31,4) y conforme a la degradacion de los i.a. el TDjy aumenté en un 52 %
0 2 veces menos rapida en la concentraciéon recomendada o un 31 % o 1,4 veces menos
rapida cuando era doble. Los calculos de los minimos cuadrados mostré una diferencia
en el TD5y en ambas concentraciones del 31,4 % al final de la prueba, es decir, que la
concentracion cuando se duplic6 mantuvo una eficacia residual mucho mayor.

45,0 —— A doble 1kg /3 m?
40,0 A === @ recomendada 1kg/6m2
35,0 ~ JUpeY
30,0 1 O
2~ 250 gt
= V] I o —3——1
28 200 gewT L g oa———FF
5T 1sp {EFFTETET
= 10,0 A
5,0 -
0,0 1 T T T T 1 1 T T 1 T T T T 1 1 T T 1 1

0o 3 6 9 12 15 18 21 24 27

Figura 5.4: Valores de minimos cuadrados (IC 95 %) estimados por el modelo de regresién final para
la probabilidad del TDsq en funcién de dos concentraciones.

Sin embargo, la persistencia de los efectos antes mencionados relacionados con
el TDsy posterior al efecto KD fue constante y efectiva al inicio de los bioensayos,
especialmente en los PY (5A NG IGR) y OP diazinén + clorpirifés (5A IGR). Por
el contrario, el formulado con un tnico i.a. OP diazinén 3% (5D IGR) presenté una
menor letalidad, que fue disminuyendo gradualmente, y evidencié que la superficie
en relacién con los i.a. influyeron en su efectividad. Por lo cual, la intensidad del
KD difirié notablemente entre los tres formulados. El efecto principal estimado por el
modelo logistico mediante el calculo de los minimos cuadrados (Fig. 5.5) mostré que

las probabilidades del KD para los formulados 5A NG IGR: 0,97 [IC 95% (0,93 — 1)] v
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5A IGR 0,72 [IC 95% (0,67 — 0,76)] se incrementaron en un 37,5 — 53,6 % o 1,6 — 2,1
veces superiores respectivamente a la estimada para 5D IGR, y fue el que evidencio el
efecto KD maés débil 0,45 [IC 95 % (0,40 — 0,50)]. Asi mismo, la probabilidad estimada
para 5A NG IGR se incrementd en un 34,7 % o 1,3 veces superior a la presentada por

el formulado 5A IGR.

1,20 -

1,00 - ,*\
0,80 - %/—"'
0,60 -

0,40 - +

0,20 -

0,00 T . .
SA IGR SANGIGR 5D IGR

Probabilidad
efecto KD

Figura 5.5: Valores de minimos cuadrados (IC 95 %) estimados por el modelo de regresién final para
la probabilidad del KD segtin el formulado. 5A IGR= diazinén 1,5 %; clorpyrifés 1,5 %; PPF 0,063 %.
5D IGR= diazinén 3 %; PPF 0,063%. 5A NG IGR= alfa-cipermetrina 0,7 %; d-aletrina 1%; PPF
0,063 %

Debemos aclarar que, la determinacién de la probabilidad del KD se redujo a medida
que los i.a. de los tres formulados se degradaron con el tiempo, especialmente para los
OP. Esto nos sugiere que, al determinar la correlacion entre la tasa del KD y el TDsq
para cada tratamiento, siendo presumiblemente posible que todos los individuos con el
efecto KD pudieron haber presentado un diagnéstico falso de muerte en un determinado
parametro de tiempo, independientemente del efecto letal de cada i.a.

Estudios similares realizados por Ajayi y cols. (2020) (Ajayi, Idowu, Sam-Wobo,
Eromosele, y Eniola, 2020) observaron una tasa de KD del 100 % para los mosquitos
dentro de los 10 minutos posteriores a la exposiciéon en los primeros dos meses, y
un alargamiento del tiempo de la KD que es debido a la degradacion de los i.a. A
diferencia de nuestros resultados, los OP combinados diazinén y clorpirifés (5A IGR)
registraron altos efectos de KD (90 %) incluso hasta los 24 meses (Fig. 5.7) aunque
las variaciones en su eficacia fueron evidentes, especialmente para la superficie menos
porosa. Nuestros resultados sugieren que un tiempo comprendido entre 30 minutos de
observacion, el efecto KD resulté valido, en comparacion con el tiempo senalado por
la OMS (1981) (Abramides y cols., 2011) de una hora, y reafirman la efectividad y
residualidad alta de los PY (5A NG IRG).

Por lo tanto, existié la necesidad de una observacién detallada durante un periodo
de tiempo necesario en el momento del contacto forzado de los individuos con las
superficies tratadas, ya que cuando se requirié evaluar la mortalidad, particularmente
con insecticidas PY, se nos hizo frecuente confundir el efecto KD con la mortalidad.
Por lo que, es menos concluyente que en el efecto KD o sus diferentes manifestaciones
y la posterior mortalidad tienen el mismo mecanismo subyacente (Alzogaray, Fontan,
y Zerba, 1997). Como hemos mencionado anteriormente, esta afirmacién fue puesta
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en contraste con la mortalidad, la cual puede ocurrir dos dias o mas después de la
sobrevivencia al KD. En nuestro estudio, el KD ocurrié en menos de 30 segundos en
todos los bioensayos, independientemente del tipo de formulado y la residualidad de
los i.a. asociada a la posterior mortalidad de los individuos fue constantemente efectiva
al inicio de los bioensayos, especialmente como era de esperar con la presencia de PY.

Como era de esperar el efecto residual de cada formulado en funcién de la porosidad
de las superficies, fue degradandose con el tiempo, siendo la méas notoria en la superficie
menos porosa (madera) y a una concentracién recomendada. Sin embargo, esto no
ocurrié con el formulado que contenia PY, independientemente de la porosidad de la
superficie o la concentracion aplicada. El efecto del modelo corroboré las marcadas
diferencias en la eficacia residual de los formulados 5A IGR y 5D IGR vs 5A NG IGR a
lo largo del tiempo, tal y como se observa en la figura 5.6, los formulados 5A IGR y 5D
IGR evidencian notables incrementos idénticos en las pendientes del modelo, es decir,
que el niimero de horas para el TDjj se increment6 en ambas a lo largo del tiempo, No
obstante aunque el TDs5g al inicio de la prueba es similar en los tres formulados, 5A
NG IGR no se vio afectado por la degradacion de los i.a. y mantuvieron su efectividad
residual a lo largo de toda la prueba.

En cuanto a la disminucién de la efectividad de los formulados, se observé que para
las dos menos eficaces (5A IGR y 5D IGR) el TDsq al inicio de la prueba fue similar
para ambas y a medida que transcurria el tiempo la degradacién de los i.a disminuy6
su efectividad en un 52 %.

0.0 1 ___ 45ANGIGR
........ H 5D IGR
40,0 1 ----® 5A IGR
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meses

Figura 5.6: Valores de minimos cuadrados (IC 95%) estimados por el modelo de
regresion final para la probabilidad del TDsg en funcién de la superficie

Estas diferencias se mantuvieron incluso a doble concentracién, por lo tanto, cuando
la superficie es mas porosa, aumenta la probabilidad del efecto KD, lo que puede
implicar que las propiedades y la porosidad de la superficie son favorables para la salida
de las microcapsulas (Williams, Semple, y Amos, 1982). Sin embargo, el hecho de que
nuestros resultados muestren una mayor susceptibilidad a los PY en comparacién con
los OP (clorpirifés) se basa, como se ha mencionado, en que la cepa de Ae. albopictus
utilizada en nuestro laboratorio no estuvo expuesta previamente a insecticidas y
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puede considerarse como no resistente, por lo cual, no existia la presion selectiva de
insecticidas, ya que el hecho de que algunos vectores (Malaria) estén desarrollando
resistencia a los PY en condiciones naturales, afirma que la prevalencia de la resistencia
ha aumentado considerablemente con el tiempo (Dabiré y cols., 2012).

Se podria afirmar que en el efecto KD en superficies mas porosas y concentraciones
de una sola capa son muy eficaces. Cuando solamente se utilizo6 un insecticida OP
diazinén (5D IGR) la eficacia fue marcadamente menor. Lo que demuestra que la
efectividad de los formulados a base de PY posria no estar condicionada por el tipo
de superficie o concentracién y mantiene su residualidad hasta los 27 meses después de
un unico tratamiento. Por el contrario, para el TDsq el coeficiente del modelo indicé
que el nimero de horas transcurrido desde los primeros 30 minutos hasta la muerte del
50 % de los ejemplares fue mayor en una superficie mds porosa. Pudiendo afirmar que
el TDsg esta condicionada por el tipo de superficie y la concentracién, pero no por el
tipo de i.a.

Sin embargo, si la superficie es menos porosa, su potencia podria ser mayor
inicialmente, incluso si la mayor mortalidad en el menor ntimero de horas se registro
con el PY (5A NG IGR) y en una superficie mas porosa. Por lo tanto, si una superficie
es mas porosa, el TDs5y ocurrié con mas efectividad en un periodo de tiempo menor, ya
sea en presencia de PY o con OP. Dado que la composicién quimica de los insecticidas
en las microcapsulas pueden contribuir a una variacion en la biodisponibilidad en
las superficies menos porosas, no se observaron diferencias en las estimaciones y el
TDsp fue similar en los tres formulados, aunque en una superficie mas porosa y a una
concentracion recomendada los valores de mortalidad fue sensiblemente menor que en
una doble.

5.2. Prueba II (emulsiones microencapsuladas)

Los IGR son relativamente mas seguros contra organismos que no son el objetivo
(Mulla, 1995) y se han recomendado para el control de mosquitos (WHO y cols., 2006).
Estos, incluyen sustancias quimicas con modos de accién unicos, como los andlogos
de hormonas juveniles, inhibidores de la sintesis de quitina y agonistas de ecdisona
(Mulla, 1995); (Soin y cols., 2010). En nuestro estudio, se ha analizado un andlogo de
hormona juvenil (piriproxifeno) en la prueba del anélisis de emulsiones sobre dos tipos
de materiales y se han comparado tres concentraciones emulsionables (lacas) de PPF
al 0,0063 %, 0,063 % y 0,2 %, cada una por triplicado y con un control. De esta forma,
se ha analizado la eficacia sobre la mortalidad acumulada de larvas y pupas, el % IE, el
efecto de la hormona juvenil (HJ) contenida en las tres concentraciones y su relacién
con las consecuentes alteraciones morfogenéticas posteriores que se producen en los
distintos estadios de larvas y pupas.
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5.2.1. Contenedores de plastico (macetas)

El control de Aedes albopictus en cualquier tipo de sustratos que son aptos para
contener agua (imprescindible para su desarrollo gonotrofico) es dificil y més atn,
usando métodos tradicionales, porque este vector tiende a elegir habitats cripticos
ocultos (Chandel y cols., 2016) donde prefiere ovopositar y para tal fin, pueden usar casi
cualquier recipiente pequeno que evidentemente pueda contener agua en un momento
dado para el desarrollo de sus larvas.

Los avances en el estilo de vida actual requieren el uso de plasticos de un solo uso.
Esto incluye articulos domésticos cotidianos, como vasos y/o contenedores de plastico.
Si bien se debe insistir en la concientizacién de los programas de reciclaje, el mayor
problema de gestion de desechos es causado por la gran cantidad de basura generada
por la sociedad, sobre todo en paises en vias de desarrollo. Este panorama crea habitats
para las larvas de mosquitos como Ae. albopictus que tiene la capacidad de completar
su ciclo de vida con una pequena cantidad de agua dentro de pequenos contenedores.

Al analizar el efecto residual del regulador de crecimiento PPF sobre individuos
de Ae. albopictus, se observé un rango del% IE de entre el 13 — 100% durante
todo el periodo de experimentacién, encontrandose un menor efecto residual en las
concentraciones al 0,0063 % (E1) y 0,063 % (E2). Contrariamente, a una concentracién
del 0,2% (E3) el% IE se mantuvo entre 100% y 95%. La mortalidad de larvas y
pupas en el grupo de control fue inferior al 10 % en la mayoria de los bioensayos. La
emergencia de adultos en los controles fue bastante significativa en relacién con las
concentraciones de PPF, con casi todas las pupas emergiendo a adulto.

Se debe tener en cuenta, que la mortalidad estd medida en base a los individuos
contabilizados y catalogados en las cuatro fases larvarias y pupas, de manera que el
porcentaje de mortalidad se contabiliza en cada una de las fases tanto larvas como
pupas, que quedan vivas de las iniciales. Por lo tanto, no se observé un porcentaje
significativo de las 30 larvas iniciales en las tres réplicas de cada concentraciéon que
llegaron a la fase adulta, salvo en la concentracién al 0,0063 % (E1), que fueron entre
cinco adultos vivos y con dificultades para volar, lo que demuestra, que aunque llegaron
a la fase adulta, éstos no fueron capaces de concluir con el siguiente ciclo gonotréfico
normal.

Al analizar los porcentajes de IE se encontré menor efecto en las concentraciones al
0,0063 % (E1) y 0,063 % (E2). En cambio, al 0,2 % de PPF (E3) se mantuvo entre 95 %
y 100 % durante toda la prueba. Este resultado es bastante satisfactorio y sugiere que la
persistencia de los i.a. podria ser incluso de hasta un promedio de seis meses adicionales
en condiciones de laboratorio. La mortalidad, tanto de larvas como de pupas fue menor
del 10 %, en los grupos control en todos los bioensayos. La emergencia de adultos
en el grupo control es bastante significativa con respecto a las tres concentraciones,
emergiendo casi la totalidad de las pupas a la fase de adulta. Para 0,0063% el % IE
varié entre el 98% - 100% a los 10 meses del tratamiento con tendencia a la baja,
mientras que para 0,063 % se mantuvo en 100 % a los 13 meses. Debemos recordar que
sin embargo, existen diferencias significativas en la actividad inhibidora de PPF entre
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estadios y se observé que las larvas de estadio Lj - Ly son mas resistentes y la duracién
del tiempo de muda a pupa fue mucho mas larga que el grupo control.

Por otro lado, al analizar los efectos observados de la mortalidad en los estadios
larvales y pupas, se observé un mayor efecto toxico en los estadios larvales iniciales
(Ly - Ly) [0,0063% (E1) > 0,2% (E3)]. En tanto, en el dltimo estadio (Ls - Ly) no
se encontraron diferencias significativas entre concentraciones a lo largo del estudio.
Después en los 7 meses la mortalidad tuvo un descenso hasta menos del 10%. Sin
embargo, siguié observandose mortalidad de las larvas hasta los 27 meses en las tres
concentraciones.

En la fase de pupa, no se encontré diferencia significativa entre [0,0063 % (E1) <>
0,2% (E3), asi como en [0,063% (E2) <> 0,2% (E3)]. Esto dio como resultado la
muerte de las pupas que podrian llegar a eclosionar, lo que sugiere que los porcentajes
de mortalidad estan sujetos de una manera muy variable en los estadios iniciales vs
finales. Es asi, que a pesar de que el efecto resulta eficaz al inicio del tratamiento, éste,
pierde eficacia por degradacién, es decir, la actividad residual para L; - Lo fue notoria
durante 4 meses con un 50 % de mortalidad para concentracién mas alta de PPF 0,2 %
(E3) que fue del 3,3 %, en tanto, al 0,063 % (E2) se obtuvo una mayor mortalidad con
un 47 %.

Al mismo tiempo, se observé que la longevidad también se vio afectada por el
efecto de PPF en los estadios larvales para ambos materiales de estudio (contenedores
de plastico y masonite). El desarrollo temporal normal de las larvas en comparacién con
las del grupo control estuvo determinado por la accién de la HJ incrementandolo. Sin
embargo, no se puede descartar la posibilidad de que en algunos bioensayos, tanto en
los tratamientos como en el grupo control, el porcentaje de mortalidad también pudo
estar relacionado con deficiencias nutricionales, resultantes de una mala asimilacién de
nutrientes que alargan el tiempo de desarrollo inmaduro y aumento de la mortalidad
(Arrivillaga y Barrera, 2004).

La longevidad de los estadios larvales y pupas resultoé asincrénica o de forma no
simultanea y se realizé un seguimiento de la duraciéon de cada estadio larval y el dia
en el cual las larvas del estadio inicial pasaban a los estadios finales, es decir, que si
de un numero larvas iniciales introducidas para cada réplica, una parte del total de
éstas pasaban al siguiente estadio final en un periodo de dias mucho més corto, el
resto de las larvas rezagadas todavia seguian en el estadio inicial. De tal manera que la
ecdisis ocurria en los dias posteriores, o en su caso morian por el efecto del tratamiento.
Por lo tanto, se valoré la longevidad de cada grupo, es decir, la duracién en dias de
cada estadio (larvas iniciales, larvas finales y pupas), observando el promedio de la
longevidad en cada uno de los bioensayos como base para el andlisis estadistico de los
resultados.

A modo de ejemplo, los resultados obtenidos sobre el tiempo de vida (longevidad)
de los estadios larval y pupa en los contenedores de plastico (maceta), el modelo final
ajustado a los datos de mortalidad se retuvo los efectos de la variable dependiente
(tiempo) y las interacciones de las variables independientes, la cual registré una
capacidad explicativa de la variaciéon de los datos para cada estadio. Por lo tanto,
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para los estadios iniciales no se registré diferencia significativa (L; — L) R*= 24,93 %
(gl=32; F=1,79; p= 0,147) y para los estadios finales (L3 — L4) la capacidad explicativa
de la variacién de los datos segiin el modelo ajustado arrojé un R?= 02,92 % (gl= 32;
F=0,16; p= 0,974), en tanto para las pupas la capacidad explicativa segtin el modelo
resulté bastante baja R? =18,98 % (gl= 32; F= 1,26; p= 0,307). Esto significé, que no
existieron diferencias significativas entre concentraciones y el control, por lo cual, el
promedio en dias en los estadios iniciales fue més corto (cinco dias), mientras que en
el estadio final Ly — Ly mostré un retraso en la ecdisis de larvas a pupas (15 dias). Por
otro lado, el comportamiento en los 11 bioensayos (contenedores de pléstico) resulto
asincrono, y se encontré picos de retraso. Este retraso del desarrollo normal larvario
influy6 en importantes procesos biolégicos, y segin estudios de (Beserra, Fernandes, y
Ribeiro, 2009); (Gama, Alves, Martins, Eiras, y Resende, 2005); (Walsh, Facchinelli,
Ramsey, Bond, y Gould, 2011) este aumento de la longevidad afecta factores como
la capacidad de vuelo, la fecundidad de las hembras (ovoposicién), el tamano de los
adultos eclosionados, la capacidad reproductiva de los machos més pequenos, la eclosion
de huevos y la densidad larvaria.

5.2.2. Tablillas de Masonite® (tablex®)

El sustrato de ovoposicién (tablillas de masonite) es el componente de la ovitrampa
que se recolecta sistematicamente y se verifica la presencia de huevos. Por lo que, son
trampas especiales para huevos que se utilizan para detectar la presencia o un nuevo
asentamiento de mosquitos vectores. De esta manera, una ovitrampa de monitoreo
estandar de bajo costo se puede convertir en un dispositivo de control de residualidad
controlada.

El nombre de marca Masonite se le dio a un tipo de tablero duro hecho de desechos
de aserradero de pino amarillo de hoja larga. El desarrollo del proceso Masonite fue
motivado por el deseo de utilizar desechos de aserraderos en el sur de los EE. UU.
(Suchsland, 1987). Estos paneles estan hechos de madera reconstituida u otras fibras
lignocelulésicas como paja, pulpa de remolacha bagazo, megasse, cana y liber, que se
reducidas a fibras o haces de fibras y luego reconstituidas mediante formas especiales
de fabricacién (calor, vapor, presién, humedad) en tableros duros.

La masonita no es tan sensible a los cambios climaticos como la madera, ademas
de sus distintos usos, como mencionamos se utilizan con las ovitrampas para observar
la presencia de vectores y estan muy difundidas como herramienta de monitoreo, pero
no se utilizan como senuelos o herramientas para matar mosquitos. Las ovitrampas se
utilizan comunmente para vigilar los mosquitos Aedes que se crian en contenedores
(Service, 1992). El tamano del sustrato de oviposicién no esté estandarizado, aunque
se ha demostrado que las superficies mas amplias proporcionadas como sustratos de
oviposicién no dan como resultado una mayor cantidad de huevos de mosquito (Falsone,
Brianti, Severini, Giannetto, y Romi, 2015).

Los resultados obtenidos en este tipo de sustrato demostraron que en larvas iniciales
(L1 — L) en la concentracién 0,0063 % (E1) y 0,063 % (E2) se mantuvo una actividad
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residual durante 10 meses con un 11%, en tanto en la concentracién al 0,2%, la
mortalidad duré hasta los 14 meses, con un porcentaje del 23,5%. En los estadios
larvales finales (L; — Ly) en la concentracién més baja, se obtuvo una mortalidad del
10 por ciento al inicio de los bioensayos y del 0,34 % hasta el final de la prueba. En
la concentracién baja al 0,063 %, la mortalidad empez6é con un poco mas del 50 %
llegando hasta el final de los 20 meses con menos del 10 % y signific6 una mortalidad
mucho maés alta y significativa respecto a las otras dos. La concentracién mas alta 0,2 %
(E3) obtuvo un 80 % de mortalidad, disminuyendo su eficacia hasta el 6 % al final de
la prueba. Este comportamiento de mortalidad se intensificé a medida que las larvas
abandonaban el estadio anterior, es decir, que la mortalidad en los estadios iniciales
se mantuvo hasta los 10 meses, mientras que al final del estadio larval se mantuvo el
porcentaje de mortalidad hasta el final del ensayo (20 meses) a las tres concentraciones.

Con respecto a las pupas, no se registraron larvas en estado de pupa en ninguna
de las tres concentraciones en el primer bioensayo (B1). Posteriormente, a partir de
los tres meses, se mantuvo la tasa de mortalidad del 95 % al 100 %, hasta los 6 meses,
y a los 14 meses, la tasa de mortalidad fue mas significativa en 0,0063 % (E1), cuya
eficacia disminuy6 al final de la prueba hasta niveles muy similares al control, lo que
no ocurrié en la concentracion més alta, manteniendo su eficacia (90%). La tasa de
mortalidad més alta observada entre los adultos emergentes fue con la concentracién
al 0,2%. En el grupo de control, la tasa de mortalidad no superé el 10 %. Por lo cual,
la accién del HJ de PPF inhibié la sintesis de quitina de las larvas durante la ecdisis,
lo significa que se afecté el desarrollo larval en todas los estadios larvales, aunque de
manera muy significativa en las pupas.

Por otro lado, la accion de PPF al inicio de prueba en la ovoposicién y el
desarrollo embrionario de los mismos al contacto con los i.a. en las tabillas de
masonite sugieren que la relacion ovicida entre las concentraciones aplicadas fueron
efectivamente dosis-dependiente, ya que se observé menor emergencia en los formulados
con porcentajes de PPF maés altos. Por lo tanto, este tipo de control se enfoca en la
liberacion lenta de i.a. y podria ser més efectivo en la etapa de pupa - adulto afectando
el tiempo de muda (longevidad) entre las diferentes etapas de las larvas. Pero por otro
lado, debemos aclarar que las larvas se criaron en densidades no homogéneas en cada
réplica en funcién del nimero de huevos eclosionados segin la eficacia residual de las
concentraciones de PPF, por lo que se ajustd la cantidad de alimento disponible en
relacién a la densidad larvaria. Sin embargo, se observé mayor densidad de larvas en
algunos bioensayos, y el niimero de larvas era proporcional al niimero de huevos viables
eclosionados.

En nuestros resultados, no se encontraron diferencias en el niimero de huevos puestos
por hembra entre cada concentracion. Esto indica que la dosis de PPF utilizados en los
bioensayos no afecta el desarrollo de los huevos, ni actiian como un elemento disuasorio
de la ovoposicion, que esta de acuerdo con los resultados de Sihuincha (2005) (Sihuincha
y cols., 2005), que encontr6 que incluso a concentraciones muy altas de PPF (>30000
ppb) los susutratos tratados se utilizan igualmente como sitios de ovoposicién com el
de los controles. Contrariamente, la viabilidad de los huevos en nuestros resultados no
se vio afectada al inicio de los bieonsayos o solo en el primer, 5to, 6to y 7mo bioensayo,
en los restantes, no solo se vio afectado el niimero de huevos, sino que también afect6 a
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la viabilidad de los mismos, la cual como mencionamos, se fue normalizando conforme
los i.a. se degradaban.

Harburguer (2014) (Harburguer, Zerba, y Licastro, 2014) sostiene que tanto la
permeabilidad de los huevos a los solutos como al agua se ven afectadas a medida
que pasa el tiempo desde la oviposicion. La absorcién de agua es réapida durante las
primeras dos horas y contintia a un ritmo significativo hasta pasadas las 10 horas. Esta
disminucién de la permeabilidad del corion del huevo esta asociada con la secrecién
de una capa de cera (Clements y cols., 1992); (Lazzaro, Flores, Lorigan, y Yourth,
2008), y sugiere que tal vez el corion bloquee la entrada de moléculas grandes como los
insecticidas e inhiba la eclosién, dado que una aplicacion externa de JH o JAI sobre los
huevos de moscas y polillas no tuvo ningin efecto sobre el crecimiento y la morfogénesis
embrionaria (Riddiford y Williams, 1967); (Truman y Riddiford, 1999). Aunque, sélo
Naqvi y cols. (1976) (Naqvi, Rashid, y Ashrafi, 1976) encontr6é una inhibicién de la
eclosién de huevos tratados en Ae. aegypti, con un formulado comercial de metopreno,
esta inhibicion se produjo después de la exposicion continua durante siete dias y oscild
entre el 13% y el 79 %.

Las poblaciones de Ae. albopictus que se desarrollan en condiciones naturales se
ven influidos por la disponibilidad de recursos que disponen las larvas, asi como la
competencia intra e interespecifica y las condiciones ambientales que pueden afectar
a la fecundidad, por el contrario en condiciones 6ptimas de laboratorio Ae. albopictus
tiene una media de 40 a 85 huevos por toma de sangre para el primer ciclo gonotroéfico
y tiene una fecundidad promedio de por vida de 300 — 345 huevos (Hawley, 1988). Los
estudios de laboratorio han encontrado que la limitacion de alimento larval reducira el
tamano adulto (Mori y cols., 1979), un rasgo que si se relaciona con la produccién de
huevos (Blackmore y Lord, 2000).

En nuestro estudio la dichas variables que pudieron influenciar en el desarrollo
normal de las larvas es afectado solamente por el efecto del ia. (IGR) de las
concentraciones, ya que el alimento y las condiciones de competencia intra e
interespecificas fueron casi nulas, al tratarse de un ntmero de 30 larvas en el caso
de la prueba de contenedores de pléstico (macetas), éstos no encontraron competencia
por la disponibilidad de recursos. Al contrario, en los bienesayos de la prueba masonite,
si existié una competencia limitante de la disponibilidad del alimento, o como mayor
variable limitante en el desarrollo larval puede suponerse que, la cantidad y oxigenacion
del agua contenida en las placas de Petri utilizadas para el desarrollo de las larvas, ya
que se procedia a cerrarlas con el objetivo de evitar la salida imperceptible de de adultos
cuando las pupas podrian ser viables, es decir, se debia evitar que algin individuo que
ya estando en la fase pupa y pueda emerger y que ademas tenga una capacidad de
vuelo normal pueda establecerse en el entorno natural fuera de la colonia, por el mismo
hecho de la limitante en las condiciones del insectario donde fue establecida la colonia
de mosquitos, ya que no cuenta con las normas establecidas de bioseguridad Nivel 3.

En nuestro estudio, la reduccién de la fecundidad y la fertilidad de Ae. albopitctus
en la siguiente generacion, pudo ser debido a la presencia de PPF, imitando la accién
de JH en un momento en que no deberia estar presente, afectando a la vitelogénesis o
algin otro paso en la ovogénesis (Harburguer y cols., 2014) Algunos otros trabajos han
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demostrado que el tratamiento de las larvas con dosis subletales de diferentes IGR tiene
efectos sobre la fecundidad (aumento o disminucién en el nimero de huevos puestos)
y la fertilidad (reduccién de la eclosién o la viabilidad de los huevos) en Ae. aegypti y
otros culicidos (Miura, Schaefer, Takahashi, y Mulligan 3rd, 1976); (Fournet, Sannier,
y Monteny, 1993). Braga (2005) (Braga, Mello, Peixoto, y Valle, 2005) no encontré
diferencias entre el niimero de huevos puestos por las hembras de Ae. aegypti que
sobrevivieron a un tratamiento con Metopreno (en dosis de EI;0 y EIg0) y las hembras
de control; tampoco se observo una reduccion en la viabilidad de los huevos.

En los analisis de la aparicién de la segunda generacion de adultos y su capacidad
para volar dependi6 de cada concentracion y de su eficacia a lo largo del tiempo y se
observd que hasta los cinco a seis meses ningin adulto eclosioné en ambas pruebas,
ademas, la mayoria de adultos eclosionados fueron machos. Posteriormente, a partir de
los 24 meses (contenedores de plastico) 17 meses (masonite) postratamiento la eclosién
de adultos fue evidente en las concentraciones al 0,0063 % (E1) y 0,063% (E2) y la
proporcion de la capacidad de vuelo fue mas notoria en E1, con porcentajes mas altos
en los machos. En cambio para PPF al 0,2 % (E3) la eclosion de adultos y su capacidad
de vuelo se vio afectada casi al 100 % en todos los bioensayos.

Para los mosquitos, volar es fundamental para su supervivencia, la dispersion de su
poblacién con la consecuente transmision de enfermedades. Por lo tanto, la cobertura de
los criaderos se puede aumentar mediante el uso de mosquitos adultos como portadores
de microcapsulas insecticidas que se propagan por si mismas y matan a las larvas. En
este método, los mosquitos que contienen particulas de larvicida se adhieren al cuerpo
del insecto y luego realizan la transferencia horizontal a criaderos limpios antes de
viajar a estos sitios para realizar la ovoposicion. Es asi, que partir de los resultados
de las investigaciones de laboratorio de Itoh (1994) ((Itoh, 1994)) se descubrié que las
hembras de Ae. aegypti alimentadas con sangre que habian sido forzadas a entrar en
contacto con superficies tratadas con el IGR PPF, transportaban cantidades suficientes
del IGR para interrumpir el desarrollo de las larvas en los lugares de oviposicién no
tratados.

Por lo tanto, la capacidad de vuelo o potencial de vuelo en individuos de Ae.
albopictus expuestos a bajas dosis de PPF puede ser un indicador del éxito de
la autodiseminacion de biocidas, ya que el vuelo juega un papel importante en la
biologia de apareamiento de esta especie. En la literatura, se ha informado que los
mosquitos vuelan entre 50 m y 50 km, segun diversas condiciones y especies. Los
especimenes del género Aedes generalmente se clasifican como voladores débiles (<50
m) o voladores fuertes (>4000 m) ((Verdonschot y Besse-Lototskaya, 2013)). En Ae.
albopictus, otra especie invasora, se informé que volaba 75 m en un estudio utilizando
diversas metodologias, siendo la mas utilizada la marcacién, liberacién y recaptura
(MRR), aunque generalmente se considera un volador débil, mientras que en otras
especies, los adultos volaban regularmente més de 250 m ((Marini y cols., 2010));
((Vavassori, Saddler, Miiller, y cols., 2019)).

Otra variable de estudio se refirié a la capacidad de ingestion de sangre de aquellos
adultos eclosionados tratados. Diversos estudios han llegado a la conclusién de que
la proteina es la principal, si no exclusiva, fuente de nutrientes en la sangre, que es
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necesaria para la ovogénesis. Las hembras requieren sangre ingerida para completar el
desarrollo del foliculo ovérico, que permanece en un estado de suspensién ((Clements
y cols., 1992)). Como se menciond en los resultados obtenidos, las hembras emergidas
de los tratamientos de ambas pruebas, en la concentracién 0,2 % (E3) eran incapaces
de realizar toma de sangre, o bien se realizaba en varios intentos de tomas en distintos
dfas, inclusive se les proporcionaba sangre humana (introduccién de la mano o el brazo
a las cajas de cria).

Después de la observacion de la ingesta de sangre, la cual se comprobaba a simple
vista por la hinchazén del abdomen, las hembras no tenian la capacidad de realizar la
ovoposicién pasado el tiempo necesario para la ovogénesis y consecuentemente llegaban
a morir. A estas hembras, se les introdujo machos no tratados, a una razén de 10
por hembra tratada. Para observar si este factor influia o podria tener algun efecto
que pueda suponer que una hembra tratada en condiciones de campo podria ser
fecundada por un macho no tratado y pueda producirse la ovoposicién normal. En esta
observaciéon se encontré que las hembras tratadas y machos tratados eclosionados de
la concentracién més baja (E1), en ambas pruebas, no fu necesario introducir machos
adicionales para cada hembra, ya que como se mencioné en los ultimos bioensayos,
sobre todo en E1 los machos sobrevivientes a los tratamientos eran suficientes para cada
hembra emergida. En cambio para la concentracién mas alta (E3) se debid introducir
machos adicionales para la copula, ya que solo emergieron un numero de uno o dos
adultos hembras por replica. En la concentraciéon mas baja 0,0063 % (E1) las hembras
supervivientes de los tratamientos, tanto en los contenedores de plastico (macetas),
como en masonite, la ingesta de sangre y la posterior oviposiciéon fueron normales en
el ultimo bioensayo, de modo que fueron similares a los controles.

Por lo tanto, la eclosién de hembras en condiciones de ser alimentadas, es decir las
que tuvieron una capacidad de vuelo normal [h(vl)] no superé el 3% de hembras en
todos los bioensayos, de las cuales el 100 % de las mismas realiz6 la ingestion de sangre.
En las hembras alimentadas el porcentaje de huevos / hembra fue dosisdependiente. El
total de hembras eclosionadas, a diferencia de la concentraciéon mas alta 0,2 %, tuvieron
una capacidad de vuelo normal, se alimentan de sangre y ponen huevos.

Posteriormente a la ingestion de sangre, se analizo la ovoposicion. La exposicién de
las larvas a las tres concentraciones de PPF podria suponer que afecté al desarrollo
del 6vulo y por ende a la produccién de huevos de las hembras, reduciendo su eclosién.
Diversos estudios han llegado a la conclusién de que la proteina es la principal (si
no exclusiva) fuente de nutrientes en la sangre que es necesaria para la ovogénesis.
Como hemos mencionado, las hembras requieren sangre ingerida para completar el
desarrollo del foliculo ovérico, que permanece en un estado de suspensién (Clements
y cols., 1992). Nuestros resultados mostraron que la tasa de eclosiéon observada en
los tdltimos bioensayos de hembras en condiciones de ser alimentadas h(vl) no fue
significativamente alta en ambos materiales, el 100 % de las cuales realizé la ingestién de
sangre, y ovopositaron un promedio aproximado de 40 huevos / hembra (contenedores
de pléstico) y 135 huevos/hembra (masonite), es decir, el nimero de huevos depositados
se triplicaba a medida que los i.a. se degradaban y se observo inhibicién de la eclosién,
sobre todo en la concentracién al 0,2 % (E3). Por lo que, a diferencia de los insecticidas
piretroides neurotoxicos convencionales, PPF no es un adulticida eficaz, pero afecta a
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la hormona juvenil y ecdisteroides que son hormonas de muda y sexuales, que parecen
inhibir la fecundidad de los mosquitos adultos y la posterior fertilidad de los huevos
depositados (Sihuincha y cols., 2005),inclusive Ohashi (2012) (Ohashi y cols., 2014)
mostré que la exposicién a red de polietileno tratado con 0,1 % (35 mg/ai/m?) y 0,01 %
de PPF dio lugar a la esterilizacién completa de An. gambiae durante al menos un ciclo
gonotréfico. A diferencia de los insecticidas piretroides neurotoxicos convencionales,
PPF no es un adulticida eficaz, pero afecta a la hormona juvenil y ecdisteroides que
son hormonas de muda y sexuales, que parecen inhibir la fecundidad de los mosquitos
adultos y la posterior fertilidad de los huevos depositados ((Sihuincha y cols., 2005)).

La reduccién de la fecundidad y la fertilidad de Ae. albopitctus observada en este
estudio, podria ser debido a la presencia de PPF, imitando la accién de JH en un
momento en que no deberia estar presente, que afecta a la vitelogénesis o algin otro
paso en la formacién de los huevos ((Harburguer y cols., 2014)). Algunos otros trabajos
han demostrado que el tratamiento de las larvas con dosis subletales de diferentes IGR
tiene efectos sobre la fecundidad (aumento o disminucién en el nimero de huevos
puestos) y la fertilidad (reduccién de la eclosién o la viabilidad de los huevos) en Ae.
aegypti y otros culicidos ((Miura y cols., 1976); ((Fournet y cols., 1993). Braga (2005)
no encontré diferencias entre el nimero de huevos puestos por las hembras de Ae.
aegypti que sobrevivieron a un tratamiento con Metopreno (en dosis de EI50 y EI50)
y las hembras de control y tampoco se observé una reduccion en la viabilidad de los
huevos.

Un estudio similar al nuestro Harburguer (2014) (Harburguer y cols., 2014)) que se
realizdé con larvas tardias con dosis subletales de PPF liberado de una formulacién
fumigante sobre la fecundidad, la fertilidad, y la accién ovicida en Ae. aegypti,
mostrando que no hubo diferencias en el niimero de ovarioles por hembra entre el control
y el grupo tratado. Esto indica que el uso de PPF a las concentraciones subletales, no
interfieren con el desarrollo de los discos imaginales que se originan en las goénadas
femeninas de Ae. aegypti, o al menos no afectan a su nimero. Segin el autor, estos
tratamientos podrian inducir un estimulo antes o en el momento de determinar el
namero de ovariolas. Los ovarios rudimentarios aparecen en larvas de tercer estadio,
la organizacion de las génadas es evidente al principio del ultimo instar y las ovarioles
solo se diferencian en la fase de pupa. Posiblemente la aplicacién de un IGR podria
inducir la maduracion e inhibir algunos otros ovariolas rudimentarias. En este estudio,
se encontraron diferencias en el nimero de huevos puestos por hembra entre los grupos
tratados. Esto indica que la dosis de PPF utilizados en los bioensayos no afecta el
desarrollo de los huevos, ni actiian como un elemento disuasorio de la ovoposicion, que
estd de acuerdo con los resultados de Sihuincha (2005), que encontré que incluso a
concentraciones muy altas de PPF (>30000 ppb), los contenedores tratados se utilizan
igualmente como sitios de ovoposicién que los controles.

A diferencia de estos estudios, la viabilidad de los huevos en nuestros resultados no se
vio afectada o solo en el primer, 5to, 6to y 7mo bioensayo, en masonite y en los restantes
bioensayos no solo se vio afectado el nimero de huevos puestos en cada bioensayo, sino
que también afecto a la viabilidad de los mismos, la cual se fue normalizando conforme
el principio activo se degradaba, por lo cual podrian estar de acuerdo a los resultados
obtenidos a los estudios mencionados como ejemplo anteriormente.
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5.3. Efecto de Piriproxifeno en las malformaciones
morfogenéticas de Aedes albopictus

El efecto de PPF sobre la morfologia de Aedes abopictus sobre los estadios
inmaduros y las pupas tubo un efecto inhibidor de la ecdicis de larvas iniciales a larvas
finales a pupa, con % IE aceptables. De acuerdo con nuestros resultados se observé
casos de incompleta pupacién (pre — pupa), pupas blancas, pupas melanizadas y pupas
con adulto interno. Estas las aberraciones morfogenéticas ocurridas en los diferentes
estadios muertos presentaron algunos grupos de anomalias similares a los inducidos por
la HJ, sus anédlogos y miméticos (Arias y Mulla, 1975). De acuerdo a la clasificacién
de Yodbustra et al., (1985) (Yodbustra y cols., 1985) se encontrd, que las tasas de
mortalidad porcentual eran significativamente distinta en el grupo de pupa melanizada
(en ambas pruebas), las cuales fueron en mayor proporcién en las tres concentraciones.
Las menores tasas de mortalidad se observo en pre — pupas y se observé mudadas
parciales con el exoesqueleto larvario todavia unido a la parte caudal. Otro porcentaje
menor se observé en los adultos parcialmente emergidos (pupas elefantoides) y en un
porcentaje muy reducido casi nulo se observo en pupas con adulto visible, es decir, como
adulto farado (denominacién utilizada cuando las estructuras del adulto son visibles a
través del tegumento de la pupa) que se dice del adulto que ya ha sufrido apdlisis (su
cuticula no estd mas unida a la cuticula de la pupa) pero aun se encuentra cubierto
por la cuticula pupal, los cuales, como se menciond anteriormente, eran incapaces de
experimentar un vuelo normal o completar los parametros de alimentacion, copula y
ovoposicién para la siguiente generacion.

En larvas, la mayor tasa de la malformaciones se observé en los estadios larvales
finales (L3 — L4) en ambas pruebas, en cambio los estadios iniciales (L; - Lg) no
presentaron ninguna formacién de proyecciones bulbosas como ocurrié en larvas finales,
donde se encontré una formacién bulbosa transparente. Las larvas de una forma
intermedia entre larva y pupa denominada pre-pupa, presentaron la forma de la
cabeza sin desarrollar, sin los sifones respiratorios y el torax seguia teniendo setas
con la ecdisis incompleta o con la exuvia restante del estadio anterior (L4). Estas
deformidades morfoldgicas en Ly, como cuticulas negras y pigmentadas en el cefalotérax
y el abdomen de las pupas podria deberse a una melanizacion cuticular anormal, debido
a la inhibicién del mecanismo de sintesis de quitina. La mayoria de larvas resultaron con
caracteristicas de color transparente con interrupciones y cortes de la region posterior
del abdomen y la region anterior del cefalotérax, algunas con reduccién del tamano del
mismo, pudiendo sufrir una falla ecdisial entre el estadio Lz y Ly—final. Con lo cual, se
podria atribuir la mayor mortalidad en las larvas finales y no asf en las larvas iniciales.
Por lo tanto, las aberraciones cominmente observadas de las larvas tratadas fueron el
oscurecimiento y la cuticula contraida de las papilas anales (Fig. 5.7).

Algunas de las larvas de (L4) que mudaban a a al siguiente estadio de pupa se
agruparon en intermedios larva — pupa (pupas larviformes o pre — pupas). La mayoria
de las malformaciones exhibieron piel y caracteristicas pupales de color albino y exuvias
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Figura 5.7: Efectos de PPF en la morfologia del cuarto estadio (L4). (A)= estadio larvario Lz — Ly.
Las deformidades morfolégicas incluyen: a= cepillo y cabeza de alimentacién deformados; b= tracto
digestivo interrumpido, lumen intestinal interrumpido; d= cuticulas negras y sin pigmento en el térax;
Ap= papilas anales pigmentadas y negras (B)= segmento terminal de larva Ly, muestra: Ap= papilas
anales deformadas; S= sifén; spl= l6bulo perispiracular deformado

larvarias en la region posterior del abdomen y la regién anterior del cefalotérax, se
observd completamente sin melanitis, excepto por los pigmentos oculares. No estan
completamente fuera del exoesqueleto larvario y todas las caracteristicas externas son
larvales, pero las forma pupal estd ligeramente formada y contenida dentro del anterior
exoesqueleto larvario, muriendo antes del endurecimiento y el oscurecimiento de la
cuticula. En casi todos los casos, el abdomen se mantenia en una posicion anormalmente
de “coma”. En la Figura 5.8, se observa una pre — pupa con el cefalotérax deformado
en la que se ha escapado incompletamente de la cuticula larvaria y que permanece
en la regién abdominal posterior dentro y con restos del esqueleto de la cabeza de la
larva. Wright (1976) (Wright y Jones, 1976) sostuvo que aberraciones como (larva —
intermedio pupal) es un verdadero efecto de la hormona juvenil (JH).

Syafruddin (1990) (Syafruddin, s.f.) sugiere que en general las alteraciones
morfoldogicas en el estadio pre - pupa relacionado con concentraciones bajas y la
duracién del tratamiento con PPF producen una posible pirdlisis de las células, como
consecuencia no se produce una cuticula larval bien estructurada propia de cuarto
estadio ya que las células epidérmicas podrian estar vacuoladas, manteniendo la cuticula
del anterior estadio larval, evitando asi la formacion de la nueva cuticula y vacuolacion
epidérmica, también relaciona a PPF a efectos hitopatologicos en el intestino medio,
los tubulos de Malpighi e interrupcién de la mitocondria, observandose vacuolas y
organelas de laminoplasma pobremente estructuradas. En nuestras observaciones se
podria esperar que podrian diferir por el tiempo de duracién del tratamiento y mas
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Figura 5.8: (A)= pre — pupa no completamente fuera del exoesqueleto larvario (Ihx) y con restos
del exoesqueleto de la cabeza pupal (hhx), la pupa se escapa incompletamente del exoesqueleto
larvario, pero permanece sin melanizar a excepcién de los pigmentos oculares (op). (B)= el cefalotérax
deformado en la que se ha escapado incompletamente de la cuticula larvaria y que permanece en la
regién abdominal posterior dentro y con restos del esqueleto de la cabeza de la larva. ct= cefalotérax;
rs= sifones respiratorios

atun del porcentaje del i.a., sin embargo en nuestros resultados ocurrian aberraciones
similares (Fig. 5.9) ya sea en la concertacion de PPF mas baja como en la més alta.

Las aberraciones encontradas en los adultos fueron las (CAV)= pupas con adulto
visible, que eclosionaban solo con la parte anterior del cuerpo, pero todo el abdomen
todavia permanecia dentro de la exuvia pupal, las partes de la boca y las piernas estaban
pegadas al cuerpo; (APE)= adultos parcialmente emergidos, con las alas arrugadas o
alguno o todos los tarsos pegadas a la exuvia. Otra ocurrencia frecuente y comun
fue el fracaso de los adultos para eclosionar por completo. Estos adultos parcialmente
eclosionados fueron incapaces de volar por el anormal desarrollo de las alas las cuales
estaban todavia arrugadas (ya sea un ala o ambas), las partes de la boca encrespadas
y aprisionadas al cuerpo asi como las patas aparentemente pegadas. En el proceso de
eclosion, estos adultos no podian eclosionar con éxito de la piel de pupa. En general, los
adultos eclosionaban parcialmente o casi por completo, esta caracteristica también fue
un fenémeno bastante comun. Los adultos con este tipo de alas deformes eran incapaces
de volar, y murieron en la superficie del agua.

Por otra parte, en la concentracién 0,0063 % (E1) a medida del paso del tiempo y
la consiguiente perdida de eficacia de PPF las malformaciones en pupas y adultos
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Figura 5.9: C= pupa elefantoide, Este grupo estdn las pupas que pudieron salir completamente del
exoesqueleto larvario pero permanecieron sin melanizar, excepto por los pigmentos oculares. D= pupa
con adulto visible
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Figura 5.10: Pupa con adulto parcialmente emergido

parcialmente emergidos fueron en menor porcentaje, sobretodo en los dos tultimos
bioensayos en las tablillas de masonite (tablex) contrastandose a tasas de eclosién
normal muy semejantes al grupo control y los adultos sobrevivientes eclosionados
no tenfan ninguna dificultad en su ciclo normal gonotréfico para la generacién F2.
En cambio, en la concentracién de PFF més altas 0,2% (E3) las malformaciones
continuaban teniendo un efecto en el ciclo gonotréfico y los adultos sobrevivientes
no tenian capacidad de vuelo normal y las pocas hembras eclosionadas eran incapaces
de alimentarse de sangre y por consiguiente realizar la copula y/o ovoposicion.
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Capitulo 6

Conclusiones

6.1. Pruebal

Se ha analizado la eficacia de pinturas insecticidas suplementadas con piriproxifeno
contra el mosquito Aedes albopictus bajo condiciones controladas de laboratorio con
contacto forzado. Tres formulados que contienen diferentes ingredientes activos se
combinaron con PY, OP y PPF. Estos formulados insecticidas acordes a la tecnologia de
microencapsulacién Inesfly® se evaluaron frente a la eficacia de controles sin productos
quimicos anadidos. Después de aplicar las pinturas en dos concentraciones, se ensayaron
en dos superficies. Se realizaron 11 bioensayos durante 27 meses después de una sola
aplicacion inicial. Se utilizaron hembras adultas nuliparas sin ingestion de sangre
para determinar el efecto knock-down (KD) en los primeros 30 minutos, y la tasa
de mortalidad del 50 % de los individuos (la media), es decir, el tiempo para alcanzar
el 50 % de mortalidad (TDjg) hasta las 72 horas. Por lo tanto, incluso después de 27
meses de una sola aplicacién inicial, los resultados mostraron una alta mortalidad.
Reafirmar la efectividad y residualidad de PY (5A NG IRG) vs OP (5A IGR y 5D
IGR), nos permite llegar a las siguientes conclusiones:

— El tipo de superficie condicioné la probabilidad del efecto KD segiun la
concentracion. Sin embrago, la eficacia de los formulados basados en piretroides
no estuvo condicionada por el tipo de superficie o concentracién, y mantuvieron
su residualidad hasta 27 meses después de un solo tratamiento.

— El efecto KD fue significativamente mayor con piretroides (5A NG IGR) vs
organofosforados (5A IGR y 5D IGR), independientemente del tipo de superficie o
concentracion aplicada. La interaccion entre el tipo de superficie y los formulados,
supuso una notable variacién de la eficacia en el efecto KD. Incluso si el formulado
se basa tnicamente en un organofosforado (diazinén), la probabilidad de KD
aument6 cuando la superficie fue mas porosa.

— El TDj5q resulté ser mucho més rapido si se duplica la concentracién y es aplicada
en una superficie mas porosa, condicionada con la presencia de piretroides.
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— Para la residualidad, el coeficiente del modelo indicé que el TDsq fue mayor para
una superficie mas porosa. Este condicionamiento fue afirmado por el tipo de
superficie y la contracciéon, pero no por el tipo de ingredientes activos.

— El efecto de la superficie sobre el TDs5y varié en funcién a la concentracion y el

tipo de formulado (5A NG IGR > 5A IGR y 5D IGR

— La degradacién de los ingredientes activos estuvo relacionada con el tipo
de formulado, por lo que la combinacién de dos insecticidas en base a
organofosforados no garantiza las propiedades residuales en comparacién con
el contenido en base a piretroides, independientemente de la superficie o
concentracion aplicada. Los piretroides presentaron mayor residualidad (2 %) de
disminucién estimada vs 44,5 -73,2 % que en los organofosforados).

6.2. Prueba Il

Para el andlisis de el IGR piriproxifeno en dos tipos de sustratos, se probd la
eficacia de distintas concentraciones emulsionables (0,0063 %, 0,063% y 0,2%) y se
compararon entre si y con un control con resultados por triplicado. Los parametros
de estudio, fueron la eficacia de la mortalidad acumulada contra larvas y pupas, el
porcentaje de la inhibicién de emergencia ( %IE), el efecto de la hormona juvenoide (HJ)
contenida en las tres concentraciones y su relacion con las consecuentes alteraciones
morfogenéticas ocurridas en los estadios larvarios, pupas y adultos emergidos y la
consiguiente alteracién del ciclo gonotréfico normal de la siguiente generaciéon. Las
conclusiones son las siguientes.

— En los contenedores de pléstico, la mortalidad ocurrié con mayor acusacién en
las larvas en estadios iniciales (I - Ly) en concentraciones de piriporxifeno més
moderada-baja (0,0063% y 0,063 %). En sustratos para ovitrampas masonite,
la mortalidad de larvas iniciales no fue significativamente diferente entre
concentraciones bajas o mas altas.

— La eficacia residual resulté significativamente distinta en relacion a la variable
tiempo (meses). La degradacién de los ingredientes activos se degradaron
paralelamente en las tres concertaciones.

— El efecto de la HJ de PPF en las tres concentraciones afecté a los adultos
emergidos a lo largo de toda la prueba (0,2 % > 0,0063 % y 0,063 %), y confirmé
la letalidad de la concentracién al 0,2 %.

— La ovogénesis se vio mas afectada cuando la concentracién de pirifproxifeno fue
la més alta.

— Se ha confirmado que la mortalidad ocurre principalmente en la etapa de pupa.
En ambos sustratos independientemente de la concentracion, las alteraciones
morfogenéticas se atribuyeron a las pupas melanizadas y en menor proporcion
las pupas con adulto visible y con adultos parcialmente emergidos.
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6.3. Recomendaciones

De acuerdo a estas consideraciones, la base de las estrategias de control integral
debe ser decisiva, especialmente en los paises en desarrollo, ya que la comunicacién
y las evaluaciones de los cambios en el comportamiento social sobre las enfermedades
transmitidas por vectores estan aumentando constantemente, y las nuevas metodologias
para el control y la gestion de los programas del IRS estan ganando aceptacién
(Kebede, Abebe, Alemayehu, Sudhakar, y Birhanu, 2020). Se podria investigar el uso
de metodologias para la microencapsulacion de insecticidas que sean maéas sostenibles
para el medio ambiente o el uso de nanoparticulas que contengan insecticidas (Norris
y cols., 2020), ya sea de base quimica o bioldgica.

Finalmente, para diferentes formulados que contengan i.a. insecticidas, IGR o su
combinacion, podriamos sugerir que se deben realizar evaluaciones a largo plazo de
las poblaciones de mosquitos Aedes en condiciones de semi-campo y campo, y asi
complementar los programas de control en areas de alto riesgo epidemiologico como
América Latina o Africa, ¢ incluir otras especies de vectores (leishmaniasis). Las
PI podrian convertirse en una herramienta adicional eficaz para el control de Ae.
albopictus, ya que los formulados con mezclas de ingredientes insecticidas con mayor
disposicion controlada residual de los i.a. proporcionan una mayor eficacia en los
estadios inmaduros y los adultos. También se deberian aplicar i.a microencapsulados,
tanto los polimeros como las emulsiones en otro tipo de superficies (concreto, adobe,
metal. .. ), realizando bioensayos en base a nuevos formulados con tecnologia Inesfly®
en condiciones de semi-campo y campo, y en areas donde ésta especie de mosquito ya
se haya establecido.

Otros factores no menos importantes, podrian aportar mejor comprensiéon en cuanto
a la ovoposicion o desarrollo larval realizando estudios relacionados con mosquitos
adultos (hembras nuliparas, hembras gravidas, hembras alimentadas con sangre,
hembras con o sin ingestién de sangre y machos adultos), esto con el objetivo analizar
la autodiseminacion de los i.a. de las a los diferentes sitios sitios de cria, ya sea urbano
o periurbano, y realizar estudios de los formulados Inesfly® con otras especies de
mosquitos no transmisores de enfermedades endémicas en Espana, que son perjudiciales
tanto para la poblacién humana como para la ganaderia. Estas sugerencias en la
aportacion del andlisis de diferentes biocidas con degradacion lenta, podrian contribuir
a mejorar la comprension de la resistencia de los insecticidas microencapsulados en esta
especie de mosquito o en otras, y los bioensayos tanto de laboratorio como de campo
(ovitrampas) que en su composicién contengan insecticidas microencapsulados, podrian
ser comparados con biocidas de origen no quimico, como los extractos vegetales, IGR
no quimicos y otros que tengan un impacto nulo a otras especies no objetivo y sean
amigables con el medio ambiente.
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Numero 218304 del Departamento de Ciencia, Tecnologia y Universidad de la
Diputaciéon General de Aragén y la Obra Social y Cultural de Ibercaja. Fue
parcialmente apoyado por el Grupo de Investigaciéon Fondos del Gobierno de Aragon
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Lista de abreviaturas

ATSB = Atrayentes cebos azucarados toxicos
DDT = Dicloro difenil tricloroetano
IGR = Reguladores del crecimiento de los insectos
IP = Pinturas insecticidas
IRAC = Comité de Accién contra la Resistencia a los Insecticidas

IRS = Fumigacién residual de interiores (por sus siglas en inglés: Indoor Residual
Spraying)

KD = Efecto volteo (Knock—down)
MIV = Manejo Integrado de Vectores
MPI = Microcapsula polimérica insecticida
OP = Organofosforados
PPF = Piriporxifeno
SIT = Técnica del insecto estéril

ULV = Nebulizacién de ultra bajo volumen
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(MeSES) « . v v o e e

Los valores presentados son la media de las tres réplicas (+SD). (vl)= adultos con
capacidad de vuelo; adultos (s-vl)= adultos sin capacidad de vuelo; E1= 0,0063 %;
E2= 0,063 %; E3= 0,2 % de PPF; B= bioensayos; F= concentraciones; C= control;

T= tiempo (MeseS) . . . . « . .« . o e e e

Valores de la probabilidad (p) exacta de Fisher estimados para la comparacién entre
las diferentes concentraciones y el control de la frecuencia de adultos vs la capacidad
de vuelo. En negrita, los valores estadisticamente significativos post correcciéon de
Bonferroni; valor de p (<0,05); ND= no determinable; B= Bioensayos (grupos); T=

tiempo (MESes) . . . . . . oL L e e e e e

Tasas calculadas (IC 95%) de la probabilidad de adultos vs capacidad de vuelo.
Adultos(e)= adultos eclosionados; adultos(s—vl)= adultos sin capacidad de vuelo;

B= Bioensayos (grupos); ND= no determinable; T= tiempo (meses) . . . . . . .
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4.19.

4.20.

4.21.

4.22.

4.23.

4.24.

4.25.

4.26.

4.27.

4.28.

Los valores presentados son la media de las tres réplicas (+£SD). (vl)= hembras con
capacidad de vuelo; (alim)= hembras alimentadas; (ov)= hembras con ovo posicién;

B= Bioensayos; T= tiempo (meses) . . . . . . . . . . . . ...

Valores de la probabilidad (p) exacta de Fisher estimados para la comparacién
entre las diferentes concentraciones y el control de la frecuencia de la ovo posicién
vs hembras alimentadas con sangre. En negrita, los valores estadisticamente
significativos postcorreccién de Bonferroni; valor de p (<0,05); ND= no determinable;

B= Bioensayos (grupos); T= tiempo (meses) . . . . . . . . . . . . . .. ..

Tasas calculadas (IC 95%) de la probabilidad de la ovoposicién vs hembras
alimentadas con sangre. (alim.)= hembras alimentadas con sangre; (ov)=

ovoposicién; B= Bioensayos (grupos); T= tiempo (meses) . . . . . . . . . . ..

Los valores presentados son la media de las tres réplicas (£SD). (ov)= hembras con

ovoposicién; (vb)= viables; (e)= eclosionados; B= bioensayos; T= tiempo (meses) .

Valores de la probabilidad (p) exacta de Fisher estimados para la comparacién
entre las diferentes concentraciones y el control de la frecuencia de la viabilidad
de huevos y eclosién de adultos (F2) vs adultos (F1). En negrita, los valores
estadisticamente significativos post correccién de Bonferroni; valor de p (<0,05);

ND= no determinable; B= Bioensayos (grupos); T= tiempo(meses) . . . . . . . .

Tasas calculadas (IC 95 %) de la probabilidad de la viabilidad de huevos y eclosién
de adultos (F2) vs adultos (F1). (vb)= viables; (e) eclosionados; B= Bioensayos

(grupos); T= tiempo (meses); ND= no determinable . . . . . . . . . . . .. ..

Valores de la probabilidad (p) exacta de Fisher estimados para la comparacién entre
las diferentes concentraciones y el control de la frecuencia de las malformaciones
de larvas iniciales, larvas finales, pupas, y adultos. En negrita, los valores
estadisticamente significativos postcorreccién de Bonferroni; valor de p (<0,05). E1=
0,0063 %; E2= 0,063 %; E3= 0,2% de PPF; ND= no determinable; B= Bioensayos

(grupos); T= tiempo (meses) . . . . . . . . . . . ..o e

Tasas calculadas (IC 95 %) de la probabilidad de la frecuencia de las malformaciones
de larvas iniciales, larvas finales, pupas, y adultos. P-P= pre-pupa; P-B= pupa
blanca; P-M= pupa melanizada; CAV= pupa con adulto visible; APE= pupa con
adulto parcialmente emergido; E1= 0,0063 %; E2= 0,063 %; E3= 0,2% de PPF; C=

control; B= Bioensayos (grupos); T= tiempo (meses); ND= no determinable

Tasa de huevos ovopuestos, su viabilidad y eclosién. Datos de tres réplicas y el control,

observada en las tablillas de masonite. PPF= piriproxifen; T= tiempo (meses) . . .

% de mortalidad estimada de tres réplicas y el control, en dos grupos de estadios

larvales, observada en masonite. B= bioensayos; PPF= piriproxifeno . . . . . . .
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4.29.

4.30.

4.31.

4.32.

4.33.

4.34.

4.35.

4.36.

4.37.

4.38.

Efectos generales estimados para el modelo GLM ajustado a las tasas de mortalidad
del estadio larvario inicial (L; — Ly). Tasa de mortalidad ajustada; IC 95 %;

comparacién post-hoc utilizando el test de Tukey . . . . . . . . . . . . . . .. 90

Efectos generales estimados para el modelo GLM ajustado a las tasas de mortalidad
del estadio larvario inicial (L3—L4). Tasa de mortalidad ajustada; IC 95 %;
comparacién post-hoc utilizando el test de Tukey . . . . . . . . . . . . . ... 91

Efectos generales estimados para el modelo GLM ajustado a las tasas de mortalidad
del estadio pupas. Tasa de mortalidad ajustada; IC 95 %; comparacién post—hoc
utilizando el test de Tukey . . . . . . . . . . . .. ... 92

Los valores presentados son la media de las tres réplicas (£SD). p(i)= pupas iniciales;
p(vb)= pupas viables; % (IE)= inhibicién de la emergencia; B= bieonesayos; E1=
0,0063 %; E2= 0,063 %; E3= 0,2% de PPF; T= tiempo (meses); C= control; ND=

no determinable . . . . . . . . L Lo oL e 94

Valores de la probabilidad (p) exacta de Fisher estimados para la comparacién entre
las diferentes concentraciones y el control de la frecuencia de pupas viables vs pupas
iniciales. En negrita, los valores estadisticamente significativos post correccién de
Bonferroni; valor de p (<0,05); ND= no determinable; B= Bioensayos (grupos); T=
tlempo(meses) . . . ... L e 94

Tasas calculadas (IC 95 %) de la probabilidad de pupas viables vs pupas iniciales.
p(i)= pupas iniciales; p(vb)= pupas viables; B= Bioensayos (grupos); T= tiempo

(MeSES) « . v v o o e e e 95

Los valores presentados son la media de las tres réplicas (£SD) adultos (vl)=
adultos con capacidad de vuelo; adultos (s-vl)= adultos sin capacidad de vuelo; E1=
0,0063 %; E2= 0,063 %; E3= 0,2 % de PPF; B= bioensayos; C= control; T= tiempo
(MeSES) « . v v o o e e 96

Valores de la probabilidad (p) exacta de Fisher estimados para la comparacién entre
las diferentes concentraciones y el control de la frecuencia de adultos vs la capacidad
de vuelo. En negrita, los valores estadisticamente significativos post correccién de
Bonferroni; valor de p (<0,05); ND= no determinable; B= Bioensayos (grupos); T=

tlempo(meses) . . . . ... L. e 97

Tasas calculadas (IC 95%) de la probabilidad de adulots vs capacidad de vuelo.
Adultos(e)= adultos eclosionados; adultos(s—vl)= adultos sin capacidad de vuelo;
B= Bioensayos (grupos); ND= no determinable; T= tiempo (meses) . . . . . . . 97

Los datos presentados representan el valor medio de tres réplicas (£SD). (vl)=
hembras con capacidad de vuelo; (alim)= hembras alimentadas; (ov)= hembras con

ovoposicién; B= Bioensayos; T= tiempo (meses) . . . . . . . . . . . . . . ... 98
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4.39.

4.40.

4.41.

4.42.

4.43.

4.44.

Valores de la probabilidad (p) exacta de Fisher estimados para la comparacién entre
las diferentes concentraciones y el control de la ovo posicién vs la ingestién de sangre.

En negrita, los valores estadisticamente significativos post correccién de Bonferroni;

valor de p (<0,05); ND= no determinable; B= Bioensayos (grupos); T= tiempo(meses) 99

Los datos presentados representan el valor medio de tres réplicas (£SD). h(as)=
hembras alimentadas; h(ov)= hembras con ovoposicién; B= Bioensayos; T= tiempo

(MESeS) .« . v v . e e e e e

Los valores presentados son la media de las tres réplicas (£SD). (ov)= hembras con

ovo posicién; (vb)= viables; (e)= eclosionados; B= Bioensayos; T= tiempo (meses)

Tasas calculadas (IC 95%) de la probabilidad de la viabilidad de huevos y eclosién
de adultos (F2) vs adultos (F1). (vb)= viables; (e) eclosionados; B= Bioensayos

(grupos); T= tiempo (meses); ND= no determinable . . . . . . . . . . . . ...

Valores de la probabilidad (p) exacta de Fisher estimados para la comparacién entre
las diferentes concentraciones y el control de la frecuencia de las malformaciones
de larvas iniciales, larvas finales, pupas y adultos. En negrita: los valores
estadisticamente significativos postcorreccion del test Bonferroni; valor de p (<0,05).
El= 0,0063%; E2= 0,063%; E3= 0,2% de PPF; ND= no determinable; B=

Bioensayos (grupos); T= tiempo (meses) . . . . . . . . . . . . ... ...

Tasas calculadas (IC 95 %) de la probabilidad de la frecuencia de las malformaciones
de larvas iniciales, larvas finales, pupas, y adultos. P-P= pre-pupa; P-B= pupa
blanca; P-M= pupa melanizada; CAV= pupa con adulto visible; APE= pupa con
adulto parcialmente emergido; E1= 0,0063 %; E2= 0,063 %; E3= 0,2% de PPF; C=

control B= Bioensayos (grupos); T= tiempo (meses); ND= no determinable
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