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RESUMEN

Leishmania mexicana es el agente causal de leishmaniasis cutanea, y Lutzomyia
cruciata es el vector con mayor abundancia y distribucién geografica en México. En el
presente trabajo se evalud, en laboratorio y campo, la efectividad de 1-octen-3-ol, acido
butirico, acido lactico, acetato de amonio y ciclopentanona como atrayentes de Lu.
cruciata. En laboratorio se usé un olfatbmetro tipo “Y” para evaluar la respuesta
individual de hembras silvestres a diferentes concentraciones de estos compuestos.
Adicionalmente, dentro de un bosque urbano de la ciudad de Tapachula, Chiapas se
compard la efectividad de estos compuestos como cebos en trampas de luz tipo CDC.
El experimento fue repetido tres veces, usando un disefio experimental en cuadrado
latino 6 x 6, y aceite mineral como diluyente y control. En laboratorio Lu. cruciata fue
atraida significativamente a la ciclopentanona a 0.1%. En campo se capturaron mas
hembras que machos de Lu. cruciata en los cinco compuestos y el control. El 1-octen-3-
ol fue el compuesto mas atractivo (n=31%) y el Unico que atrajo sélo hembras. Ademas
de Lu. cruciata, las trampas CDC cebadas con los compuestos sintéticos capturaron
tres especies de flebotomineos, que representan nuevos registros para la zona. Aunque
el 1-octen-3-ol muestra un efecto atrayente en campo para Lu. cruciata, en el resto de
las especies capturadas no se observd una preferencia hacia ninguno de los
compuestos evaluados y tampoco diferencias en las capturas por sexo. Se discute la
utilizacién del 1-octen-3-ol como aditivo a las trampas CDC en métodos de vigilancia y/o
control de ésta especie en la zona de estudio y en México.

Palabras clave: Lutzomyia cruciata, semioquimicos, cairomonas, olfatometro,

monitoreo



ABSTRACT

Leishmania mexicana is the causative agent of cutaneous leishmaniasis, and
Lutzomyia cruciata is the sandfly vector of greatest abundance and geographical
distribution range in Mexico. In this work was evaluated in the laboratory and in the field,
the 1-octen-3-ol, butyric acid, lactic acid, ammonium acetate and cyclopentanone
effectiveness as attractants to Lu. cruciata. In laboratory, wild-caught females were
individually tested in a “Y”-tube olfactometer. Different concentrations of synthetic
compounds were evaluated. In an urban forest in the city of Tapachula, Chiapas, the
effectiveness of these compounds was compared when used as baits in CDC light traps.
The experiment was replicated three times, using a Latin square experimental design 6
x 6, and mineral oil was used as diluent and control. In laboratory tests, Lu. cruciata
females were significantly more attracted to cyclopentanone to 0.1% than in the other
concentration. In the field, a greater number of females than males of Lu. cruciata were
caught on the five test compounds and control. 1-octen-3-ol was the most attractive
compound (P=<0.05) with the greatest captures (n= 31%). It is important to highlight the
fact that the specificity of this compound to capture only females. In addition to Lu.
cruciata, CDC traps baited with synthetic compounds captured three other sand fly
species, which represent new records for the area. Although 1-octen-3-ol shows an
attractant effect to Lu. cruciata in the field, in the other species are not an attractive
effect on any of the tested compounds and also a sexual preference in catches were
observed. 1-octen-3-ol utilization as an attractant to the CDC traps in monitoring
methods and / or control of this species in the study area and in Mexico is discussed.

Key words: Lutzomyia cruciata, semiochemicals, kairomones, olfactometer, monitoring
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1. INTRODUCCION

Las leishmaniasis son un conjunto de enfermedades causadas por parasitos
protozoarios del género Leishmania (Kinetoplastida: Trypanosomatidae), que de
acuerdo con el Programa Especial de Investigaciones y Enseflanzas sobre
Enfermedades Tropicales, IET (en inglés, Special Programme for Research and
Training in Tropical Diseases, RTD), es considerada como emergente y sin control
(WHO, 2010; Alvar, et al., 2012). En América, las leishmaniasis son enfermedades
zoonéticas causadas por diversas especies de Leishmania. La OMS estima que
alrededor de 350 millones de personas viven en zonas de riesgo, mas de 12 millones
de personas podrian estar infectadas y anualmente ocurren uno a dos millones de
nuevos casos y de 20 mil a 30 mil muertes en el mundo (WHO, 2010).

A nivel mundial se han descrito cerca de 800 especies de flebotomineos, 464
especies son Neotropicales, de las cuales 56 son vectores de 15 especies de
Leishmania (Lane, 1993; Killick-Kendrick, 1999; Galati, 2003; Maroli, et al., 2012). Lu.
cruciata pertenece al género Lutzomyia, subgénero Tricholateralis Galati, 1995, el cual
agrupa a las especies: Lu. gomezi (Nitzulescu); Lu. diabolica (Hall); Lu. legerae Le Pont,
et al. y Lu. maesi Le Pont, et al. Esta especie se distribuye ampliamente en América,
desde Panama hasta Estados Unidos (Young y Perkins, 1984; Young y Duncan, 1994).
En México, Lu. cruciata ha sido reportada en 16 estados (Vargas y Diaz-Najera, 1953;
Ibafez-Bernal, 1999; Rebollar-Téllez y Manrique, 2001; Ibafiez-Bernal, et al., 2006;
Rebollar-Téllez, et al., 2006), entre ellos, el estado de Chiapas, donde estan presentes
las cuatro formas clinicas de Leishmaniasis (OPS/WHO, 1994). Esta especie ha

captado la atencion de algunos investigadores por su alta antropofilia (Biagi, et al.,



1966; Rebollar-Téllez, et al., 1996), infeccion natural con el parasito (Pech-May, et al.,
2010; Sanchez-Garcia, et al., 2010), distribucion coincidente con los casos de
leishmaniasis cutanea (Gonzalez, et al., 2011) y poseer la capacidad de transmitir el
parasito a un hospedero (Williams, 1966). Estas caracteristicas han sido suficientes
para incriminarla con la transmision de Leismaniasis Cutanea (L. mexicana) en México
(Pech-May, et al., 2010).

Lu. cruciata muestra cierta plasticidad de adaptacion a ambientes modificados
por el humano, ocurriendo a lo largo de gradientes altitudinales en ecosistemas con
diferentes grados de perturbaciébn, como bosques, agroecosistemas (cafetalero,
cacaotero, chiclero), zonas rurales y periurbanas. Recientes hallazgos demuestran que
Lu. cruciata es la especie predominante en ecosistemas cafetaleros de la Regién
Soconusco, Chiapas con el 98% (n= 4624) (Mikery-Pacheco, et al., 2012; Pérez, et al.,
2014). Se ha obervado que esta especie presenta una fluctuacién poblacional con un
ciclo unimodal entre los meses de enero a mayo, con los picos mas altos en los meses
de marzo a mayo, y una correlacién positiva con la temperatura y la humedad, no asi
con la presencia de lluvias (Rebollar-Téllez, et al., 1996; Pérez, et al.,, 2014); tiene
habitos crepusculares a nocturnos con mayores tasas de picadura entre las 18:00 y
20:00 horas (Biagi, et al., 1966; Rebollar-Téllez, et al., 1996; Pérez, et al., 2014) y
aunque es antropofilica, puede alimentarse de mamiferos pequefios incluyendo
roedores, algunos de ellos reservorios confirmados de Leishmania mexicana
(Christensen y Herrer, 1973; Stephens, et al., 2009). Sin embargo, faltan mas estudios
sobre su biologia y ecologia en ambientes naturales y antropicos (Rebollar-Téllez, et al.,

2012).



Estudios filogenéticos sugieren la existencia de un complejo de especies, dada
su division natural en tres linajes (Pech-May, et al., 2013), y también existe evidencia de
variacion morfométrica (Méndez-Pérez y Rebollar-Téllez, 2013), aunque faltan estudios
quimicos y comportamentales que lo comprueben.

Los métodos de control y vigilancia de flebotomineos a nivel de laboratorio y
campo son variados y sin resultados satisfactorios, dentro de estos se incluye el control
quimico (DDT, piretroides, deltametrina, analogos de la hormona juvenil) (Lainson y
Rangel, 2005; Mascari, et al., 2007a; b); ambiental (modificacion y organizacion del
hébitat) (Amoéra, et al., 2009a); biolégico (Bacillus spp. y hongos entomopatégenos)
(Robert, et al.,, 1997; Wahba, et al., 2000; Zayed, et al., 2013) y etoldgico
(semioquimicos: feromona sexual mas insecticidas) (Bray, et al., 2010a; 2014). En
México, no existe a la fecha un programa establecido para el control y vigilancia de
flebotomineos.

Para establecer un método adecuado de control y vigilancia de insectos de
importancia econdmica y médica, es necesario conocer aspectos de la biologia,
ecologia y comportamiento de los mismos (Foster y Harris, 1997). Dentro de estos
aspectos de comportamiento, se requiere conocer tanto el apareamiento como la
busqueda de alimento. Durante la busqueda de hospedero, un insecto hematofago usa
sefales quimicas (olores) y fisicas (visiobn, humedad y temperatura) o una combinacion
de ambos (Ryelandt, et al., 2011). Entre las sefiales quimicas, se encuentran los
semioquimicos, los cuales son compuestos volatiles emanados por el cuerpo o
respiracion de los huéspedes vertebrados que modifican el comportamiento vy fisiologia
del insecto. De acuerdo al tipo de respuesta, estos pueden clasificarse como atrayentes

(cairomonas) o como repelentes (alomonas) (Logan y Birkett, 2007). Los semioquimicos
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actuan principalmente como estimulos de larga distancia y pueden ser utilizados para el

control y vigilancia de insectos vectores (Foster y Harris, 1997; Logan y Birkett, 2007).

En la subfamilia Phlebotominae no estan bien definidos los factores que influyen
en el proceso de busqueda de hospedero. Algunos autores sefialan que la hembra
percibe olores emanados tanto por flebotomineos machos (feromona sexual) como por
el hospedero (cairomonas) para orientarse hacia el hospedero (Hamilton y Ramsondar,
1994; Oshaghi, et al., 1994; Dougherty, et al.,, 1999; Rebollar-Tellez, et al., 1999).
Cuando se presentan en conjunto ambos estimulos, el hospedero se vuelve
preferencial entre otros (Nigam y Ward, 1991). Por otra parte, se han demostrado otros
factores importantes en la busqueda de hospedero como: los fisicos, que son
principalmente los gradientes de temperatura y humedad (Nigam y Ward, 1991) e
intrinsecos como la sensibilidad espectral para el reconocimiento de formas, contrastes
y tonalidades (Quinnell, et al., 1992; Mellor, et al., 1996,) y el aprendizaje a través de la
localizacion de sitios de alimentacion recientes mediante mapas asociativos generados
por sefiales odorificas y visuales (Kelly y Dye, 1997). El éxito del proceso le proporciona
a la hembra una oportunidad de apareamiento y alimentacion sanguinea en un mismo

sitio (Bray y Hamilton, 2007).

Las investigaciones en ecologia quimica de Phlebotominae se han limitado al
analisis quimico de la feromona sexual y su aplicacion en combinacion con insecticidas
guimicos en campo (Bray, et al., 2014). Recientemente se ha evidenciado la atraccion
de Nyssomyia neivai, Phlebotomus papatasi, Lu. intermedia, Lu. whitmani, Lu.
longipalpis y Lu. shannoni hacia componentes de olor del hospedero (Pinto, et al., 2001,

Beavers, et al., 2004; Andrade, et al., 2008; Mann, et al., 2009; Pareja, 2010; Pinto, et



al., 2011), indicando su posible importancia en la biologia, ecologia y sobrevivencia de
estas especies.

Aunque recientemente se tuvo un primer acercamiento a la ecologia quimica de
Lu. cruciata a nivel feromonal (Serrano, 2013), no hay registro de estudios en
laboratorio 0 en campo cuyo objetivo sea evaluar la atraccion de esta especie y otros
flebotomineos de importancia médica en México a sustancias volatiles cairomonales,
con el objetivo final de disefar estrategias para la vigilancia y/o control de sus

poblaciones.

2. ANTECEDENTES

2.1. Leishmaniasis: epidemiologia y problema socio-econ6mico y ambiental

Leishmania es un parasito protozoario con ciclo de vida dimorfico que consiste
de una fase extracelular (promastigote), en la cual se multiplica y desarrolla dentro del
tracto alimenticio del flebotomineo y una fase intracelular (amastigote) en vacuolas
fagolisosomales de macrofagos del hospedero vertebrado (Sacks y Kamhawi, 2001).
Este parasito es el agente etiol6gico de la leishmaniasis, un grupo de enfermedades
que causan dafos en las regiones cutanea, mucocutanea y visceral en humanos y otros

mamiferos.

El género Leishmania se divide en dos subgéneros, Leishmania y Viannia, a los
gue pertenecen 22 especies patogénicas para el humano, de las cuales 15 se
presentan en América (PAHO, 2013). La transmision de estos parasitos ocurre por la

picadura de insectos del género Lutzomyia y Phlebotomus (Diptera: Psychodidae).
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Ambos ocurren en zonas geograficas y habitats distintos, en los bosques de
Sudamérica (Nuevo Mundo) predomina Lutzomyia, mientras que en zonas &ridas y

semi aridas de Europa (Viejo Mundo) Phlebotomus.

Las leishmaniasis se registran actualmente en cinco continentes alrededor del
mundo, con endemia en 98 paises, incluido México (PAHO, 2013). La enfermedad se
ha reportado en 25 estados de la Republica Mexicana (78% del territorio), localizados
en cinco regiones: Peninsula (Yucatan, Quintana Roo y Campeche), Golfo (Veracruz,
Tabasco y Tamaulipas), Pacifico (Chiapas, Guerrero, Jalisco, Michoacan, Nayarit,
Oaxaca y Sinaloa), Centro (Puebla, Morelos, Hidalgo, Distrito Federal, San Luis Potosi
y Tlaxcala) y Norte (Baja California Sur, Chihuahua, Coahuila, Durango y Nuevo Ledn)
(Becker, et al., 2005; Sanchez-Garcia, et al., 2010; INDRE, 2012; Alvar, et al., 2012). En
el pais, Unicamente se tienen registros de Leishmania braziliensis, L. mexicana y L.
infantum, agentes etioldgicos de Leishmaniasis Cutanea (LC), Mucocutanea (LMC) y
Visceral (LV), respectivamente. La poblacion en riesgo de contraer LC es de 7.6
millones de personas distribuidas en 11 estados del sureste de México principalmente
(Alvar, et al., 2012), y para la LV se consideran casi un millon de personas de los
estados de Guerrero y Chiapas (Alvar, et al., 2012). La mayor prevalencia de LC y LV
se registra en el estado de Chiapas (Sanchez-Tejeda, et al., 2001; Becker, et al., 2005).
Entre el 2006 - 2011 se reportaron 3,657 casos de leishmaniasis en México, y Chiapas
registr6 el mayor numero de defunciones a causa de LV (Sosa, et al., 2014).
Recientemente, se localiz6 un foco de leishmaniasis en la parte central del estado de
Chiapas, el cual incluye a 23 municipios, 2,687 localidades y 1.2 millones de habitantes

en la zona de riesgo (Ruiz, et al., 2013).



Las leishmaniasis esta asociada con malnutriciébn, migracion, viviendas precarias,
analfabetismo, discriminacion de género, debilidad del sistema inmunolégico y la falta
de recursos, todas estrechamente vinculadas con la pobreza (Alvar, et al., 2006). Por su
parte, los cambios ambientales, como la deforestacion, la construccion de presas y
sistemas de riego, migracion de personas inmunologicamente débiles a zonas

endémicas y la urbanizacién también mantienen esa asociacion (WHO, 2014).

En México, la leishmaniasis es considerada como enfermedad ocupacional,
dado que la poblacion residente en zonas agricolas es la mas afectada por la LC y LV
(Chongo y Garcia, 2010). A escala nacional este padecimiento es un problema oculto,
puesto que las personas afectadas viven en sitios remotos con poco o nulo acceso a
servicios de salud y donde el desconocimiento de la enfermedad conlleva diagnésticos
erroneos (Desjeux, 1996; Becker, et al., 2005; Chongo y Garcia, 2010). Pese a los
reportes de leishmaniasis en agroecosistemas cafetaleros, cacaoteros y chicleros
principalmente (Sanchez-Tejeda, et al., 2001; Pérez, et al., 2014), no se descartan otros
agroecosistemas que proporcionen las condiciones ecoldgicas propias para el
desarrollo de los vectores y ocasionar un foco de la enfermedad. La urbanizacion y
desarrollo agricola conllevan cambios en el nicho del vector e incrementan la exposicion
de humanos hacia el mismo, originando la aparicion de casos de LC en zonas
periurbanas (Sanchez-Garcia, et al., 2010) y LV en zonas urbanas (Pastor-Santiago, et

al., 2012).

En el estado de Chiapas, la presencia de LV ha sido vinculada con ciertas
caracteristicas sociodemograficas como la infraestructura y arreglo del hogar (paredes

de ladrillo, separacion entre techo y pared, nimero de cuartos), numero de personas



por casa y la presencia de animales domésticos (Pastor-Santiago, et al., 2012). Estas
condiciones le proporcionan al flebotomineo sitios de descanso, desarrollo y alimento
(recurso sanguineo) (Pastor-Santiago, et al.,, 2012). Ademas, el hacinamiento de
personas y la presencia de gallineros cercanos a la construccion genera emisiones de
olores que promueven la atraccion de flebotomineos hacia la casa (Pastor-Santiago, et
al., 2012), acentuando la asociacién entre pobreza y leishmaniasis. Por otra parte, la
migracion continua de personas desde paises de Sudamérica hacia México juega un
papel importante, puesto que se han encontrado casos de LC donde el agente
etiolégico es L. panamensis y L. guayanensis, especies endémicas de esos paises, en

los estados de la frontera sur de México (Alvar, et al., 2012).

2.2. Vectores

Las especies de flebotomineos estan agrupados taxonomicamente en dos tribus:
Hertiigini y Phlebotomina, la primera se divide en las subtribus Hertigiina e
Idiophlebotomina, mientras que la segunda se divide en seis subtribus: Phlebotomina,
Australophlebotomina, Brumptomyiina, Sergentomyiina, Psychodopygina y Lutzomyiina.
Dentro de este ultimo se agrupan los generos Castromyia, Hecocyrtomyia, Lutzomyia y
Tricholateralis (Galati, 1995; 2003).

La Republica Mexicana alberga alrededor de 45 especies de flebotomineos,
incluyendo algunas de importancia médica tales como Lutzomyia olmeca olmeca
(Vargas y Diaz-Najera), Lutzomyia evansi (Nufiez-Tovar), Lutzomyia panamensis
(Shannon), Lutzomyia shannoni (Dyar), Lutzomyia ovallesi (Ortiz) y Lutzomyia cruciata

(Coquillett) (Ibafiez-Bernal, et al., 2004; 2006; 2010; 2011; Pech-May, et al., 2010;



Sanchez-Garcia, et al.,, 2010). En Chiapas se han reportado 27 especies de
flebotomineos (60% de la fauna nacional), 6 de ellas reportadas para la region
Soconusco, de las cuales tres son de importancia médica, incluyendo Lu. cruciata
(Mikery-Pacheco, et al., 2012; Pérez, et al.,, 2014). En resumen, la presencia de los
insectos vectores y el agente causal de la leishmaniasis en un area determinada hacen

necesaria la implementacion de alternativas de control y vigilancia.

2.2.1. Biologia y ecologia de flebotomineos

Los flebotomineos son pequefios insectos holometabolos cuyo desarrollo consta
de cuatro estados biolégicos: Huevo, larva con cuatro estadios, pupa y adulto (Figura
1). Los estados inmaduros son terrestres y los adultos semi-voladores (desplazamiento
a base de pequefios saltos), ambos requieren de ambientes de clima relativamente
calido-humedo. La larva se alimenta de materia organica depositada en el suelo y los
adultos de ambos sexos de carbohidratos que obtienen de plantas, frutos maduros o
depdsitos meliferos de otros insectos, p. ej. afidos (Hemiptera: Aphididae) (Moore, et
al., 1987; Alexander y Usma, 1994). Las hembras necesitan de un recurso sanguineo
para completar la maduracién de los huevos (Forattini, 1973). Dependiendo de la
calidad proteica de la sangre y de los nutrientes adquiridos durante el estado larvario, la
hembra oviposita de 21 a 70 huevos (Lane, et al., 1994; Ximenes, et al., 2001; Noguera,
et al., 2006). La mayoria de los adultos son de habitos crepusculares-nocturnos.

En la region Neotropical, los criaderos naturales y sitios de descanso de
flebotomineos se localizan probablemente en la base de arboles, estos microhabitats

proporcionan alimento, humedad, temperatura, asi como proteccion contra



inundaciones, lluvia, luz directa y viento. Estas condiciones incrementan las tasas de
desarrollo y sobrevivencia de los estados inmaduros (Alencar, et al., 2011). Algunas
especies tienen comportamiento dendrobatico, esto es, que habitan en troncos y
ramajes de arboles (Cabanillas y Castellon, 1999), otras se encuentran en madrigueras,
termiteros, establos, areas con vegetacion densa, entre rocas, cuevas, letrinas y, en
ambientes urbanizados pueden encontrarse en bodegas y hogares. El sitio de descanso
de los flebotomineos en estos lugares determinara si es exofilico o endofilico, esto es si

su estancia ocurre fuera o dentro de la construccion, respectivamente.

Figura 1. Ciclo de vida de Lu. cruciata (Castillo, et al., datos no publicados). A) huevo;

B-E) larva I-1V; F) pupa; G) macho; H) hembra
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Las larvas poseen desplazamiento limitado, mientras que los adultos pueden
desplazarse hasta 300 m (Morrison, et al., 1993). La pupa asemeja una crisalida de
mariposa. Los adultos son pequefios (<3.5 mm de longitud) con el cuerpo cubierto de
setas, patas largas y delgadas y las alas en forma de “V” cuando estan en reposo
(Lane, et al., 1994). La duracion del ciclo de vida de estos insectos varia de 38 a 58
dias aproximadamente, dependiendo de la especie y habitat. El tiempo de desarrollo en
dias por estadio consta de 6.5-11.2 como huevo; 8.6-9.8 en larva | (L1); 9.2-9.8 en L2;
7.1-11.8 en L3; 8.0-19.9 en L4 y; 8.0-15.2 en pupa. Los adultos machos se distinguen
facilmente de las hembras por el tamarfio de los genitales expuestos.

De acuerdo a la necesidad de obtener un recurso sanguineo para ovipositar, las
hembras se dividen en anautégenas, autdgenas y partenogenéticas (Brazil y Oliveira,
1999; Lawyer y Perkins, 2004; Alves, et al., 2011). Las hembras anautégenas necesitan
de una alimentacion sanguinea obligada; las autdégenas ovipositan sin alimentacion
sanguinea previa [P. €j. Lu. lichyi Floch y Abonnenc, Lutzomyia gomezi (Nitzulescu), Lu.
cruciata entre otras] (Johnson, 1961) y; las partenogenéticas pueden desarrollar los
huevos en ausencia de machos y sin alimentacion sanguinea (Brazil y Oliveira, 1999;
Alves, et al., 2011). Sin embargo, cada fendmeno reproductivo tiene un costo, reflejado
en el niumero de oviposiciones (referente a la esperanza de vida post-oviposicion),
namero de huevos puestos y cantidad de larvas que eclosionan (Johnson, 1961). De
acuerdo al comportamiento de alimentacion sanguinea se clasifican en exofagicas (la
alimentacion ocurre al aire libre) y endofagicas (alimentacion intradomiciliar) (Killick-
Kendrick, 1999).

La abundancia de flebotomineos adultos varia a lo largo del afio dependiendo de

la region biogeografica y climatologica. Las fluctuaciones estacionales en la
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temperatura repercuten sobre la abundancia en las zonas templadas (Region
Paleartica), observando una correlacion positiva, i.e. a mayor temperatura mayor
abundancia (Belen y Alten, 2011). Mientras que la precipitacion tiene afecciones en las
zonas calidas-humedas (Regidon Neotropical), describiendo una correlacion negativa,
i.e. a mayor precipitacion menor abundancia (Pérez, et al., 2014). Sin embargo, la
densidad poblacional de flebotomineos no siempre se correlaciona con la presencia de

lluvias o fluctuacion de temperatura (Condino, et al., 1998).

2.3. Métodos de control y vigilancia entomoldgica

La modificacion ecoldgico-ambiental antropogénica ha alterado los ciclos de
transmision de la leishmaniasis, dejando de ser ciclos selvaticos para convertirse en
peridomiciliares o urbanos. Las especies de flebotomineos de importancia médica
parecen adaptarse a estas modificaciones ecologicas, cambiando sus habitos
alimenticios (Monteiro, et al.,, 2005). En afios recientes, la distribucion urbana de la
leishmaniasis en paises latinoamericanos ha sido evidenciada por brotes epidémicos
(Maroli y Khoury, 2004). Sin embargo, no existe algun método o programa de control de
leishmaniasis que sea efectivo, aunque algunas sociedades de salud han ido
modificando sus guias para el control de LC, modificando las temporadas de aplicacion

de quimicos y el control tanto del vector como del reservorio (Costa, et al., 2007).
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2.3.1. Tipos de control de flebotomineos

2.3.1.1. Control quimico

El control quimico de flebotomineos se ha basado en el uso de pesticidas como
el diclorodifeniltricloroetano (DDT) y piretroides como la deltametrina. En algunos casos
ambos han resultado inviables debido a fallas en los tiempos de aplicacion (Lainson y
Rangel, 2005). Sin embargo, las aplicaciones intra y peridomiciliares de deltametrina si
impactan negativamente la densidad poblacional de flebotomineos, ademas de
presentar un alto efecto residual (Falcéo, et al., 1991). Por su parte, los collares caninos
impregnados con deltametrina son muy efectivos en el control de flebotomineos, porque
los insectos mueren al intentar alimentarse de los perros (David, et al., 2001), aunado a
esto, es necesaria la dedicacion de las personas para disminuir el ciclo de transmision

doméstico.

Recientemente se ha incursionado en la implementacion de inhibidores e
insecticidas quimicos y anélogos de la hormona juvenil (AHJ) sobre larvas y adultos de
Ph. papatasi. Estos compuestos previenen la pupacion y emergencia de adultos, matan
a los adultos por dafios al sistema nervioso y disminuyen la sobrevivencia larvaria.
También se han evaluado los efectos de las heces de roedores alimentados con dieta
adicionada con ivermectina, imidacloprid, fipronil, diflubenzuron, novaluron, asi como
heces adicionadas con los analogos de la hormona juvenil Piriproxifen y metopreno e
inhibidores de la enzima acetilcolinesterasa sobre adultos de flebotomineos asociados
con estos mamiferos (Mascari, et al., 2007a; 2007b; 2008; 2011; Swale, et al., 2013;

Wasserberg, et al., 2011; Derbali, et al., 2014)
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2.3.1.2. Control ambiental

El manejo ambiental lleva como principio hacer inviable el ambiente para que el
vector sobreviva y se reproduzca (Kishore, et al., 2006). La modificacion del habitat a
través de la poda de arboles disminuye la sombra y evita las condiciones favorables de
temperatura y humedad (Ministério da Saude, 2007); la reorganizacion y limpieza de las
areas peridomiciliares (ubicacion de los refugios de los animales domésticos) (Amoéra,
et al., 2009a) y; la destruccion completa del habitat por deforestacion o cambio de uso
de suelo también han resultado efectivos para la extincidbn de especies selvéticas o
control de las poblaciones de flebotomineos (Esterre, et al., 1986; Kumar, et al., 1995).
Sin embargo, aun falta investigacion sobre las interacciones entre las modificaciones
ambientales y las poblaciones de flebotomineos en zonas endémicas de leishmaniasis
(Franca-Silva, et al., 2005), con la finalidad de desarrollar e implementar estrategias de

prevencion y control sin efectos residuales (Gontijo y Melo, 2004).

2.3.1.3. Control biolégico

El control biolégico consiste en el uso de organismos vivos como agentes para el
control de plagas (Greathead y Waage, 1983). Es una alternativa para reducir los
efectos negativos del uso indiscriminado de insecticidas como, la induccion de
resistencia en insectos y la afeccion de organismos no blanco. En este campo entran
los denominados bioinsecticidas, los cuales son mas especificos, con baja o nula
toxicidad a animales no blanco y son ambientalmente amigables (Hynes y Boyetchko,

2006).
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Bacillus thuringiensis var. israelensis y B. sphaericus mostraron ser eficientes en
el control de los estados inmaduros en Ph. papatasi, Lu. longipalpis y Ph. martini y
ocasionar reduccion de la fecundidad de las hembras en Ph. papatasi (De Barjac, et al.,

1981; Robert, et al., 1997; Wahba, et al., 2000).

La efectividad de hongos entomopatdogenos en el control biolégico de
Phlebotominae también ha sido demostrada. Beauveria bassiana (Bals.) Vuillemin
(Deuteromycotina: Hyphomycetes) y Metarhizium anisopliae (Metschinkoff) Sorokin var.
acridum (Hypocreales: Clavicipitaceae) en Lu. longipalpis y Ph. papatasi, redujeron el
porcentaje de eclosion de los huevos (>40%) con respuesta dosis-dependiente,
decremento en la longevidad de las hembras, transferencia vertical (hembras infectadas
- huevos puestos) con efectos negativos en los huevos y, reduccion en la emergencia
de adultos cuando se aplicé en la dieta larvaria (Amoéra, et al., 2009b; 2010; Zayed, et

al., 2013).

2.3.1.4. Control etolégico

El control etol6gico hace referencia a la proteccion de un recurso de valor para el
humano a través de la manipulaciéon del comportamiento de una plaga. Entendiendo por
manipulacion, al uso de estimulos que inducen o inhiben un comportamiento y ademas
cambian su expresion (Foster y Harris, 1997). La busqueda y alimentacion sobre el
recurso son los comportamientos mas utiles en el manejo de plagas, ya que estan muy
relacionados al comportamiento de plaga. Aunque, la manipulacién del apareamiento

(no relacionado al comportamiento pestilente) puede ser igualmente efectiva. Sin
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embargo, la eleccion de un determinado comportamiento dependera de la disponibilidad

de un método apropiado para su manipulacion (Foster y Harris, 1997).

La diversidad de estimulos usados en la manipulacion comportamental incluye a
los visuales (color y forma de la trampa), mecanicos (tactil y acustico) y quimicos
(semioquimicos). El estimulo debe ir inmerso en el contexto de un método para lograr la
manipulacion del insecto de una forma efectiva. Un método consiste de una estrategia
para la manipulacion comportamental y el mecanismo que implementa dicha estrategia.
Por ejemplo, en el método atraer-matar, la estrategia es atraer a la plaga a un
determinado sitio (por estimulos) y removerla del ambiente, y el mecanismo puede ser
un dispositivo adicionado con agentes de control biolégico o quimico (Foster y Harris,
1997). Existen dos tipos de métodos, aquellos que actian a larga distancia
(comportamiento de busqueda) y los que actian a corta distancia (comportamiento de
aceptacion), los cuales, en base a la descripcion del resultado final de una respuesta
comportamental, se dividen en atrayentes y repelentes para estimulos a larga distancia

y estimulante y deterrente para estimulos a corta distancia (Foster y Harris, 1997).

2.3.1.4.1. Semioquimicos

Durante la localizacién de su hospedero, un insecto hematéfago utiliza diversas
sefales fisicas y quimicas como los olores, vision, humedad y temperatura por
separado o en combinacion (Ryelandt, et al., 2011). Dentro de las sefiales quimicas se
encuentran los semioquimicos, estos son compuestos volatiles emanados por el cuerpo
0 respiracion de los hospederos vertebrados y que modifican el comportamiento y
fisiologia del insecto receptor. Este tipo de estimulos actian a larga distancia y su

actividad puede relacionarse con la busqueda de hospedero (cairomona), apareamiento
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0 agregacion (feromona) (Foster y Harris, 1997), y pueden ser utilizados para el control
y monitoreo de insectos vectores (Logan y Birkett, 2007).

Ante la inexistencia de medidas preventivas para el control de vectores de
leishmaniasis en la Republica Mexicana, se ha sugerido la inclusion de un enfoque
basado en la eliminacion de vectores o de la reduccion del contacto entre humano—
vector, lo cual se puede lograr mediante aplicaciones de insecticidas intra y
peridomiciliares y/o empleo de materiales impregnados (cortinas, mosquiteros o ropa)
(Sosa, et al., 2014). La NOM-032-SSA2-2010, para la vigilancia epidemioldgica,
prevencion y control de las enfermedades transmitidas por vector, indica la realizacion
de vigilancia entomoldgica mensual si hay casos detectados de leishmaniasis o
trimestrales para las areas de informacion. Los estudios entomolégicos se realizan en el
domicilio y peridomicilio para LV y selva, cacaotales o cafetales en las areas de riesgo
de LC y los debe llevar a cabo personal estatal y local del area de entomologia. Los
indicadores entomoldgicos para la leishmaniasis son:

1. numero de flebotomineos hembra capturadas por hora,
2. indice de domiciliacion; indice de peridomicilio;

3. proporcion mensual de flebotomineos hembra;

4. determinacion taxondmica de especies;

5. tasa de infeccion de flebotomineos.

En la norma también se sugiere el manejo integrado de los vectores de esta
enfermedad, en suma con medidas anteriores, se debe realizar un manejo de

reservorios.
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2.4. Estimulos quimicos y fisicos involucrados en la localizacion de hospedero
por flebotomineos

Como parte vital en la biologia reproductiva de los insectos hematofagos,
principalmente mosquitos, la alimentacion sanguinea es el habito esencial para la
obtencion de nutrientes como las proteinas para la produccion de huevos y aptitud
reproductiva. Ademas, es otra fuente de energia metabdlica en adicion a los azucares
de las plantas (Takken y Verhulst, 2013). Desde el punto de vista adaptativo, en el
momento que la sangre se vuelve el recurso nutricional mas importante de los insectos
hematofagos, también ocurre una evolucion parasitica paralela entre el hospedero
vertebrado y el insecto, creando una fuerte dependencia hacia las sefales especificas
del hospedero para identificarlo exitosamente dentro de ambientes heterogéneos

(Takken y Verhulst, 2013).

La busqueda de hospedero es el proceso por el cual un insecto hematéfago
localiza un hospedero (Knols, 1996) e involucra una serie de factores tanto intrinsecos
(propios del vector) como extrinsecos (ambientales y del hospedero). Las fases que
conforman este proceso, son resumidas por Rebollar-Téllez (2005) en cuatro etapas: 1)
Necesidad de alimentacién (procesos fisioldgicos internos), 2) activacion, 3) orientacion,

y 4) aterrizaje (insectos voladores).

En la subfamilia Phlebotominae, ain no estan bien definidos los factores que
influyen en el proceso de busqueda de hospedero, pero tratamos de resumirlo en la

Figura 2.
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2.5. Comunicacién quimica

La comunicacion quimica en insectos esta mediada por compuestos quimicos
volatiles denominados semioquimicos, dentro de los cuales se incluyen las feromonas y
aleloguimicos como las cairomonas. Las feromonas son compuestos mediadores en la
comunicacion intraespecifica para fines reproductivos, agregacion, alarma y oviposicion
(Kelly y Dye, 1997), mientras que las cairomonas son sustancias quimicas que
favorecen al receptor pero no al emisor en relaciones interespecificas y cuyo fin es la

obtencion de alimento (Takken y Knols, 1999).
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Figura 2. Estimulos y factores involucrados en la busqueda de hospedero por

flebotomineos (Modificado de Torres-Estrada y Rodriguez, 2003 para mosquitos).
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2.5.1. Quimiorrecepcion

En insectos, la deteccidn de sefiales quimicas (quimiorrecepcion) del ambiente
se da a través de dos sistemas quimio-sensoriales: el gusto y el olfato. Los receptores
gustativos se encuentran distribuidos en el cuerpo incluyendo palpos (6rgano de
Newstead) y otras partes de la boca; estos se encargan de la deteccion de compuestos
no volatiles. Mientras que la olfaccidon conlleva una serie de niveles, iniciando con la
percepcion de semioquimicos (compuestos volatiles) en la periferia (antena, palpos
bucales y maxilares), procesado de sefiales en el I6bulo antenal, integracién olfatoria en
el cerebro, y finalmente la conversion de sefiales olfatorias en comportamiento (Leal,
2013). Este mismo autor menciona que en el sistema olfativo, el codigo olfatorio pasa
de un lenguaje quimico del ambiente externo a un lenguaje eléctrico en el cerebro a
través de diferentes tipos de receptores localizados en la periferia olfativa, neuronas
receptoras olfativas (Ilamadas NROSs) y una serie de eventos que incluyen, en orden de
sucesion, la captacion, unién, transporte e inactivacion de odorantes, asi como la
activacion del receptor y finalmente la transduccion de la sefial. Las NROs se
encuentran dentro de “pelos olfativos” inervados denominados sénsulos olfativos,
distribuidos sobre la antena y partes bucales (multiples poros en la pared). Se han
reportado varios tipos de sensilas, que de acuerdo a su funcién sensorial son
clasificadas en olfativas, gustativas, mecanosensoriales, higrorreceptoras vy
termorreceptoras. Las NROs poseen dendritas que a su vez contienen receptores
especificos para cada molécula odorifica. Para que una molécula de olor alcance la
membrana de la dendrita, esta necesita atravesar los poros de la pared de la sensila, un
sistema de canales o tubulos y posteriormente cruzar el espacio linfatico acuoso interno

que rodea a la dendrita (Steinbrecht, 1997; Steinbrecht y Stankiewicz, 1999). Para que
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llegue al cerebro del insecto, las NROs poseen axones que forman dos nervios por

antena, las cuales se fusionan para dirigirse hacia el cerebro (Figura 3).

A nivel molecular, existen diversos genes especializados en la expresion de
proteinas involucradas en la recepcion y procesamiento de olores en insectos dentro de
las sensilas (Vogt, 2003). Las proteinas son: las enlazantes a olores, PEOs (en inglés,
odorant binding proteins, OBPS); receptoras de olor, ROs (en inglés, olfactory receptor
proteins, ORSs); enzimas degradadoras de olor, EDOs (en inglés, odorant-degrading
enzymes, ODES); receptoras ionotropicas, Rls (en inglés, ionotropic receptors, IRS);
proteina neuronal sensorial de membrana, PNSMs (en inglés, sensory neuron
membrane proteins, SNMPSs); proteinas quimiosensoriales, PQS (en inglés,
chemosensory proteins, CSPs) y; co-receptor de OR, CRRO (en inglés, olfactory
receptor protein co-receptor, ORCO) (Leal, 2013). El proceso inicia con la entrada de
moléculas al pelo sensorial via poro-tubulo accediendo al espacio linfatico interno
donde se encuentran presentes las PEOSs, las cuales solubilizan el semioquimico en
cuestién (feromona, cairomona, alomona o sinomona) en la linfa a causa de la alta
concentracion de las proteinas, ayudando asi, al transporte y a la presentacion de las
moléculas de olor a las ORs localizadas en la membrana de las dendritas 0 en su
defecto una enzima. La molécula tiene un determinado tiempo de vida durante el cual
se activan los receptores repetidamente hasta que es degradada por la ODE, ante esto,
la dinamica de la respuesta es dependiente de la concentracién de la proteina. La
interaccién entre las ROs y el olor disparan la cascada de transduccion de sefiales que

generaran una sefial eléctrica que sera transmitida al cerebro (Leal, 2005).
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Figura 3. Esquema del sistema olfativo en insectos. A) cerebro (la flecha indica el protocerebro, sitio que recibe la sefial

eléctrica); B) transporte de la sefial eléctrica hacia los glomérulos; C) composicion de una sensila; D) recepcion y

transferencia de moléculas de olor a la dendrita.
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La sefalizacion inicia en el complejo PEO-RO, a partir de ahi se han sugerido tres
hipotesis para las siguientes etapas, resumidas por Guidobaldi y colaboradores (2014):
a) hipotesis ionotropica, el heteromero RO-CROR forma un ligando no selectivo con el
canal catiénico y lo activa estimulando la afluencia de Ca? provocando un proceso de
transduccion de la sefial ionotropica (Nakagawa y Vosshall, 2009); b) ionotropica en
paralelo con la cascada metabotrépica, aqui el CRRO por si mismo es el canal
cationico, el cual es activado en dos rutas. En la primer ruta, los ligandos de olor activan
al RO el cual, posteriormente activa el canal CRRO. En la segunda ruta, la activacion
del RO resulta en activacion de una proteina trimérica G y la adenilato ciclasa (AC),
esto incrementa la concentracion de AMPc (adenocil monofosfato ciclico) la cual
provoca una corriente idnica solo después de la fosforilacién previa de CRRO via PKC
(Proteina Kinasa C) (Wicher, et al., 2008); c) metabotrdpica, el complejo olor-RO activa
una proteina G y la fosfolipasa CB (PLCB), generando un incremento de inositol 1,4,5-
trifosfato (IP3) el cual incrementa la concentracién intracelular de Ca® por medio de la
activacion del canal Ca? dependiente de IP3 (Stengl y Funk, 2013) (Figura 4). En las
tres hipotesis se produce una despolarizacion local a causa de la apertura del canal Ca?
o canales de Na+/K+, produciendo un cambio en el potencial de la célula neuronal y la
sefal eléctrica es transmitida al sistema nervioso central por medio de potenciales de

accion.
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Ca*/ Calmodulin

Figura 4. Modelos de transduccién de una sefial quimica. Una vez cruzado el poro-
tubulo en la sensila por la molécula de olor, alcanzado el RO, ocurren una serie de
etapas bioquimicas para transformar la sefial quimica en eléctrica (Guidobaldi, et al.,

2014).

2.5.2. Atraccion intraespecifica (feromonas sexuales en Phlebotominae)

El termino feromona deriva del griego Pherein (transferir) y horman (excitar), y se
refiere a la produccién y secrecion al ambiente externo de una sustancia por un
organismo, la cual provoca una reaccion en el organismo receptor conespecifico. Las
feromonas son clasificadas de acuerdo a la respuesta que provocan. El estimulo
quimico que genera un cambio inmediato e irreversible en el comportamiento del
receptor se denomina feromona conductual (en inglés, releaser pheromone) y aquel
gue induce un retraso y por lo tanto la respuesta tardia, se denomina feromona
fisiologica (en inglés, primer pheromone). Asi también, las feromonas pueden

clasificarse en base al tipo de interaccibn que modulan, como feromona sexual, de
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agregacion, de alarma, de ruta y de marcaje, estas se agrupan dentro de las feromonas
conductuales. Las feromonas son producidas por glandulas exocrinas y liberadas al
exterior a través de conductos (Noirot y Quennedey, 1974). La distancia efectiva entre
emisor y receptor es importante, porque dependera de la volatilidad del compuesto, su
estabilidad en el aire, la velocidad de difusion, la eficiencia del receptor y las corrientes
de aire para que el mensaje sea recibido (Spiegel, et al., 2005).

Las feromonas sexuales tienen como objetivo final la reproduccion. En
flebotomineos, se han identificado al menos tres grupos de feromonas sexuales
producidas por diferentes poblaciones de Lu. longipalpis: i) 9-metil-germacreno-B (en
Centro y Sudamérica), ii) 3-metil-a-himachaleno (en Brasil y Venezuela) vy iii) isbmeros
de cembreno (en el Noreste de Brasil) (Hamilton, et al., 1994; Hamilton, et al., 19964a;

b).

2.5.3. Atraccion interespecifica (cairomonas)

La palabra cairomona deriva del vocablo griego Kairos, que significa oportunista,
explotador. Las cairomonas son sustancias quimicas volatiles producidas, adquiridas o
liberadas por un organismo como resultado de sus actividades (emisor), que al ser
contactada por un organismo de otra especie en el contexto natural (receptor),
provocara una reaccion comportamental o fisioldgica que sera favorable para éste pero
no para el emisor (Nordlund y Lewis, 1976). Ruther y colaboradores (2002) propusieron
una clasificacion de cairomonas de acuerdo a la funcion desempefiada y su efecto en el

organismo beneficiado, catalogandolas como sigue:
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a) De forrajeo: localizacion de alimento. P. ej. busqueda de hospedero por un
insecto hematofago para obtener alimentacion sanguinea.

b) De evasion del enemigo: reduccién del impacto negativo de un enemigo
natural. P. ej. la respuesta de escape del zooplancton ante la presencia de
predadores potenciales (larvas de mosquitos o peces planctivoros).

c) Sexuales: proposito sexual. P. ej. uso de volatiles emitidos por el huésped
para la localizacion de pareja.

d) De agregacion: atraccion y/o arresto de ambos sexos de un organismo. P. ej.
la atraccion de machos y hembras de flebotomineos a volatiles emitidos por el

huésped.

De acuerdo al efecto sobre el organismo beneficiado, las cairomonas también se
dividen en comportamentales (releaser) y fisiolégicas (primer), con el mismo significado

que en feromonas.

2.6. Compuestos sintéticos evaluados en flebotomineos

La quimiorrecepcion cairomonal en flebotomineos se da a través de receptores
localizados en las antenas y palpos principalmente (Dougherty, et al.,, 1999), con la
finalidad de hallar un hospedero vertebrado (recurso sanguineo) en campo (Cambell-
Lendrum, et al., 1999). Entre los compuestos quimicos producidos por un huésped
vertebrado destacan el CO2, 1-octen-3-ol, acido lactico, acido butirico, acido caproico y
amonio como los mas importantes para atraer a insectos hematofagos (Logan y Birkett,
2007). Sin embargo, dado el caracter generalista de algunos estimulos (p. ej. CO2), es

improbable la atraccion de individuos de una sola especie, edad o sexo (Ryelandt, et
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al., 2011). La atraccion de flebotomineos hacia un hospedero se da primeramente por
las concentraciones de CO2 (Cambell-Lendrum, et al., 1999). Aunque se ha reportado la
atraccion hacia otros olores emanados por el hospedero (Andrade, et al., 2008; Bray, et

al., 2010b; Pinto, et al., 2001; 2011).

2.6.1. Uso de cebo humano: pros y contras
La técnica de recoleccion de mosquitos con cebos humanos ha resultado Gtil en
muestreos de campo debido a su alta eficiencia de captura (Moreno, et al., 2002). En
flebotomineos, ha permitido realizar la busqueda de hospederos preferenciales de
varias especies de Lutzomyia y Phlebotomus, mediante la exposicion de varios
mamiferos, incluido el humano (Quinnell, et al., 1992; Bongiorno, et al., 2002). Los
cebos humanos son usados principalmente cuando se necesita identificar las especies
antropofilicas presentes y la fluctuacion en sus tasas de picaduras anuales (Rebollar-
Téllez, et al., 1996; 1999; Pérez, et al., 2014). Sin embargo, aunque la tasa de infeccion
sea muy baja, el cuantificar el nUmero de picaduras por unidad de tiempo incrementa el
riesgo de contraer la enfermedad (Pérez, et al., 1988). Por diversas razones, la
efectividad del uso de cebo humano en investigaciones de especies de importancia
médica es éticamente cuestionable. La exposicion de humanos en ambientes de
transmision de leishmaniasis u otra enfermedad transmitida por vector (ETV) conlleva
ciertas consideraciones éticas que se han ido incrementando en paises donde las ETVs
son realmente un problema de salud, p. ej. Brasil (Andrade, 2006).
La trampa tipo Shannon con cebos humanos se ha empleado siempre en
asociacion con trampas de luz tipo CDC y trampas Disney en estudios faunisticos de

Phlebotominae. Incialmente, la trampa tenia un compartimento central donde se
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localizada el cebo humano inmovil, y la trampa era suspendida con cuerdas atadas a
dlos arboles cercanos (Shannon, 1939). Posteriormente, Pérez y colaboradores (1988)
modificaron la técnica, dandole movilidad al cebo, facilitando la recoleccion de los
insectos, aunque debidamente protegido con un mosquitero para la cabeza, mangas
largas y guantes.

El uso de trampas de luz en campo son una forma mucho mas practica y Gtil de
sustituir el problema ético de la exposicidon de humanos, como cebo para el monitoreo
de flebotomineos. A través de estas trampas se puede conocer la diversidad y
abundancia relativa de varias especies, asi como determinar la necesidad de aplicar
algun programa de control al medir la tasa de in6culo con Leishmania, valorar los
mejores tiempos y lugares para la aplicacion de insecticidas y evaluar las medidas de
control y vigilancia, y medir la tasa o nimero de flebotomineos capturados por tiempo
de exposicion (Alexander, et al., 1995a; b; Davies, et al., 1995).

Las trampas de luz pueden ser las mas adecuadas para varias especies de
mosquitos, mientras que para los flebotomineos las capturas son variables por el nivel
de antropofilia y fototaxia entre especies, p. €j. hembras de Lu. cruciata son
mayormente atraidas a cebos humanos (antropofilia) que a cebos Iluminosos
(fototropismo) como Lu. verrucarum. También el estado fisiologico del insecto tiene un
papel importante (Davies, et al., 1995). Otra desventaja que presenta este tipo de
trampa es el rango limitado de atraccion (<2.5 m) (Killick-Kendrick, et al., 1985),
mientras que el rango de atraccion hacia cebos humanos es de aproximadamente 5 m
(Davies, et al., 1995). Sin embargo, las trampas de luz pueden ser mejoradas mediante
la provision y combinacion de los factores involucrados en la atraccion hacia cebos

humanos y luminosos (Wheeler, et al., 1996).
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Varios autores reportan que las especies de habitos antropofilicos como Lu.
cruciata son capturadas en altas cantidades en trampas tipo Shannon con cebos
humanos, llegando a registrar capturas de hembras 30 veces mas altas que en trampas
de luz (Biagi, et al., 1966; Cruz-Ruiz, et al., 1994; Rebollar-Téllez, et al., 1996; Pech-
May, et al., 2010; Sanchez-Garcia, et al., 2010; Pérez, et al., 2014). Mientras que los
machos son mayormente capturados en trampas de luz (Pérez, et al.,, 2014). Es
probable que la gran cantidad de hembras capturadas sea debido al contexto en que
actia la trampa, capturando las hembras que se encuentren durante el proceso de
busqueda de hospedero (Alexander, 2000).

Pese a la alta diversidad de volatiles presentes en la piel humana (400
compuestos aproximadamente), solo 20 a 90 de ellos se encuentran en la superficie de
la piel a la temperatura corporal natural (Dormont, et al., 2013). Sin embargo, solo cinco
han sido evaluados con mayor frecuencia en insectos hematofagos por su poder

atractivo.

2.6.2. CO2

El diéxido de carbono (CO2) es el principal compuesto quimico liberado
constantemente por los vertebrados. El ser humano, a través la respiracion, exhala
cerca de 4.5% (45000 ppm) de COz2, relativamente alto en comparacion con los valores
ambientales (~300-400 ppm) (Ver referencias en Rebollar-Téllez, 2005). EI CO2 es un
poderoso atrayente y activador para muchos insectos hematéfagos incluyendo
flebotomineos (Lehane, 1991; Pinto, et al., 2001). El uso de este gas en campo resulta

impractico, dificil de transportar y usar, necesita de recipientes especiales para su
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liberacion y posee corta vida util (Beavers, et al., 2004). El empleo del CO2 como aditivo
en las trampas de luz tipo CDC incrementa de manera efectiva (dos a tres veces) las
capturas de flebotomineos de habitos antropofilicos y zoofilicos principalmente
(Chaniotis, 1983; Pareja, 2010). Aunado a este hallazgo, las especies Lu. intermedia y
Lu. whitmani denotan una atraccién en dosis-respuesta a trampas de luz cebadas con
COg, i.e. a mayor cantidad de COz: liberado, mayor niumero de insectos capturados

(Pinto, et al., 2001).

2.6.3. 1-octen-3-ol (octenol) y otros alcoholes primarios

El 1-octen-3-0l es un compuesto volatil presente en bovinos y respiracion
humana (Hall, et al., 1984; Bernier, et al., 2000). Esta cairomona ha demostrado tener
potencial en la atraccion de varias familias de dipteros hematofagos zoofilicos, como
Tabanidae, Ceratopogonidae, Culicidae y Muscidae (Gibson y Torr, 1999). Por su parte,
en la familia Psychodidae, subfamilia Phlebotominae, se ha demostrado
electrofisiolégicamente que existen receptores para l1l-octen-3-ol en las antenas de
hembras de Lu. longipalpis, ademas de evocar una respuesta concentracion-
dependiente (Sant’ana, et al., 2002). En campo, se ha evidenciado su efectividad como
aditivo en trampas de luz para atraer a flebotomineos de la especie Psathyromyia
shannoni (Dyar) (=Lutzomyia shannoni) y Nyssomyia neivai (Pinto) (=Lutzomyia neivai),
esta Ultima en concentracion-dependencia (Mann, et al., 2009; Pinto, et al., 2011).
Andrade, et al. (2008) reportaron mayores capturas de machos que de hembras de Lu.
longipalpis al 1-octen-3-ol liberado a 15 mg/h, mientras que en Lu. intermedia ocurrié de

manera inversa pero a 5 mg/h. Aunque estos autores, también demostraron que el 1-
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octen-3-ol liberado a 5 mg/h combinado con formulacibn BG-Mesh-Lure (Biogents
GmHb, Alemania) es atractivo para hembras y machos de ambas especies. Por su
parte, las especies de flebotomineos del Viejo Mundo, Ph. papatasi y Ph. argentipes,
parecen no responder al 1-octen-3-ol, observandose una mayor atraccion hacia las
trampas cebadas con CO2 (Cameron, et al., 1991; Beavers, et al., 2004).

Ademas del 1-octen-3-ol se ha demostrado, bajo condiciones de laboratorio, que
hembras y machos de Lu. longipalpis son atraidos hacia otros alcoholes primarios como
1-nonanol y 1-heptanol (Magalhdes-Junior, et al., 2014). El origen de estos alcoholes no
esta directamente asociado con la respiracion u olores de la piel, derivando en la falta
de interés como atrayente para insectos vectores (Magalhdes-Junior, et al., 2014). El 1-
heptanol se ha encontrado en hidrolizados de plumas de pollo (DeMilo, et al., 1997),
mientras que el 1-nonanol se hall6 en sudor humano incubado por 42-52 h (Meijerink, et
al., 2000). La actividad del 1-heptanol y 1-nonanol ha sido previamente evaluada en
otros insectos de importancia médica como Triatoma brasiliensis (Vitta, et al., 2009) y

Haematobia irritans y Stomoxys calcitrans (Birkett, et al., 2004) respectivamente.

2.6.4. Acido lactico

El acido lactico es uno de los principales compuestos quimicos constituyentes del
sudor de la piel y exhalacion humana (Acree, et al., 1968; Geier, et al., 1999). Este
compuesto es mas abundante en la piel de humanos que en otros mamiferos (Allen y
Blight, 1969), dicha diferencia puede deberse a la densidad y actividad de glandulas
sudoriparas ecrinas, asi como del pH de la piel (Dekker, et al., 2002). El acido lactico es

utilizado por diversos insectos hematdfagos durante la busqueda de hospedero
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(Rodriguez-Cotta, 2001). El efecto del acido lactico sobre flebotomineos, Unicamente se
ha estudiado en Lu. longipalpis y Lu. intermedia (Andrade, et al., 2008; Pareja, 2010).
Andrade, et al. (2008), observaron que para la poblacién de Lu. longipalpis de Brasil no
hubo diferencia significativa de las capturas de machos y hembras con respecto al
control, mientras que para Lu. intermedia, los machos presentaron mayor atraccion
hacia este compuesto. En contraste, Pareja (2010) encontré que las hembras de Lu.
longipalpis de una poblacion de Colombia fueron atraidas hacia la concentracion de
1.0% de acido lactico, destacando que la atraccion hacia este compuesto pueda
incrementarse a concentraciones menores al 1.0%. Aunque exhibe un efecto sinergista
junto con otros compuestos presentes en la piel humana como el CO2 y el amonio para

atraer a mosquitos de la especie Aedes aegypti (Geier, et al., 1999).

2.6.5. Amonio

El amonio es un compuesto que se encuentra presente en los efluvios de
vertebrados, incluida la respiraciéon humana (120 ppm — 1170 ppm) (Larson, et al.,
1979; Norwood, et al., 1992), asi como en las secreciones de glandulas ecrinas
distribuidas en la piel (0.7-25 nmol/l de amonio) (Pareja, 2010) y orina (Putnam, 1971).
El amonio ha demostrado actividad atrayente hacia artrépodos hematofagos de las
familias Tabanidae (Hybomitra lasiophtalama) y Reduviidae (Triatoma infestans) (Hribar,
et al., 1992; Taneja y Guerin, 1997). En mosquitos de la especie Aedes aegypti, el
amonio no genera respuesta alguna, sin embargo, resulta ser atractivo cuando se
presenta en concentraciones entre 17 ppb y 17 ppm en aire junto con acido lactico

(Geier, et al., 1999).
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Para flebotomineos, evaluado de forma individual en condiciones de laboratorio,
Pareja (2010) mostré que hembras de Lu. longipalpis provenientes de una poblacion de
Colombia fueron atraidas hacia la concentracion de 10%. Sin embargo, cuando se
evalu6é en campo de manera individual, no tuvo efecto atrayente para individuos de Lu.
longipalpis y Lu. intermedia en campo (Andrade, et al., 2008). Mientras que al
presentarlo en mezcla (acido lactico al 0.1% + acido butirico al 1.0% + amonio al 10%)

capturd cantidades similares de Lu. longipalpis en campo (Pareja, 2010).

2.6.6. Acido butirico

Los acidos grasos de cadena corta (C1 a C18) Unicamente actlan de manera
sinergista con otros compuestos como el acido lactico, incrementando su respuesta. En
mosquitos, no se evoca respuesta cuando se combinan &cido butirico (C4) con acido
lactico, aunque en concentraciones bajas o medias pueden ser mas efectivos (Geier, et

al., 2002).

En flebotomineos, Pareja (2010) evalu6é la atraccibn de hembras de Lu.
longipalpis hacia diferentes concentraciones de &acido butirico en laboratorio,
observando que mas del 50% de individuos evaluados respondieron a la concentracion

de 0.1%. Sin embargo, no hubo diferencia significativa con respecto al control.

2.6.7. Ciclopentanona
La ciclopentanona es un compuesto recientemente descubierto como atrayente

para Aedes aegypti y Culex quinquefasciatus (Tauxe, et al., 2013). Esta cetona con olor
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a menta, usada como saborizante o fragancia y reconocida como segura para el
humano, fue capaz de generar respuesta en la neurona receptora olfatoria conocida
como cpA, presente en las sensilas claviformes (en inglés, capitate peg) localizadas en
los palpos maxilares de estas especies de mosquitos. La neurona cpA de ambos
mosquitos respondié a estimulos de ciclopentanona a 0.01%, mientras que en
experimentos de semicampo, Cx. quinquefasciatus respondié en dosis-dependencia,
con capturas similares en trampas usando CO2 como cebo (Tauxe, et al., 2013). Estos
resultados sugieren su factibilidad de usarlo en programas de control y vigilancia para
estas especies de mosquitos de importancia médica.

En Phlebotominae no existe evidencia de su evaluacion en condiciones de
laboratorio y campo.

En base a lo descrito anteriormente, en este trabajo se proposieron las siguientes

hipoétesis y objetivos.
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3. HIPOTESIS

e Hipotesis general

Si los insectos hematéfagos antropofilicos son atraidos a componentes quimicos
volatiles del huésped, entonces al ser Lutzomyia cruciata una especie antropofilica ésta

respondera de manera semejante.

e Hipdtesis especificas

Hi: Las cairomonas 1-octen-3-ol (octenol), acido lactico, acido butirico, acetato de
amonio y ciclopentanona evaluadas individualmente en laboratorio, atraen un mayor

namero de hembras de Lu. cruciata con respecto al control.

H2: Las cairomonas 1-octen-3-ol (octenol), acido lactico, acido butirico, acetato de
amonio y ciclopentanona al ser usadas como cebos pueden mejorar la eficiencia de las
trampas de luz CDC para capturar poblaciones silvestres de Lu. cruciata y otras

especies de flebotomineos.
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4. OBJETIVO GENERAL
Evaluar en laboratorio y campo a compuestos cairomonales, reconocidos en

otros insectos hematéfagos, como atrayentes de Lutzomyia cruciata.

4.1. OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Evaluar en laboratorio, la atraccion de hembras silvestres de Lu. cruciata hacia
diferentes concentraciones de 1-octen-3-ol (octenol), acido lactico, acido butirico,
acetato de amonio y ciclopentanona, compuestos previamente descritos como

atrayentes de otras especies de insectos hematofagos antropofilicos.

2. Comparar la eficiencia de diferentes compuestos cairomonales cuando son

usados como cebos para capturar poblaciones silvestres de Lu. cruciata y otras

especies de flebotomineos.
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5. MATERIALES Y METODOS

5.1. Sitio de estudio

Los experimentos de campo se realizaron en un area arbolada localizada dentro
de la zona urbana del municipio de Tapachula, Chiapas, México (160 msnm,
14°53’10.02”N 92°16’36.20”0) (Figura 5). No existen antecedentes previos sobre
especies de flebotomineos presentes en esta ciudad, ni tampoco registro de casos
clinicos de leishmaniasis. El sitio forma parte de las areas verdes del Instituto
Tecnologico de Tapachula y esta constituido por acahuales de mas de 20 afios de
antigiiedad, donde se observan la presencia de arboles y arbustos de varias especies,
entre las que predominan Mangifera indica, Theobroma cacao y Coffea sp. (DGEST-
SEP, 2011) (Figura 6). Por su parte, la diversidad de vertebrados en el sitio es
desconocida, aunque podrian ser un recurso sanguineo para los flebotomineos y
posibles reservorios de la enfermedad (Young y Arias, 1992; Rotureau, 2006). El sitio
estd rodeado por casas habitacion que poseen condiciones de energia eléctrica,
iluminacién publica, y animales de crianza como gallinas, cerdos, patos entre otros y

mascotas como perros y aves que habitan en los patios.

El clima es calido humedo con abundantes lluvias en verano, con un rango de
temperaturas de 14 a 30°C y precipitacion de 1,000 a 5,000 mm anuales. Presenta una

temporada de lluvias (mayo-octubre) y una de estiaje (noviembre-abril) (INEGI, 2014).
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Figura 5. Ubicacion del sitio de estudio en el municipio de Tapachula, Chiapas, México.

Los numeros dentro de los circulos indican la densidad poblacional humana.

Figura 6. Vista panoramica del interior del sitio de muestreo situado en la zona urbana

del municipio de Tapachula, Chiapas, México.
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En este trabajo, los experimentos fueron realizados durante los meses de febrero
a mayo y octubre a noviembre de 2014. Dado que este es el primer registro de capturas
en zonas urbanas en la region, no existen datos de la dinamica poblacional de
flebotomineos. En capturas previas a la realizacion de los experimentos (trampas CDC
y Shannon), Lu. cruciata se presentd en alta abundancia (98.8%, n=1424). El 100% de

especimenes capturados con la trampa Shannon fueron de esta especie.

5.2. Captura y mantenimiento de insectos en laboratorio

En este estudio de evaluaron hembras silvestres recolectadas por aspiracion
manual dentro de una trampa tipo Shannon modificada por Pérez, et al. (1988), la cual
consiste de una carpa de forma rectangular sin base (2.5 x 1.6 x 1.6 m), confeccionada
con manta color blanco, la cual es sujetada a los arboles aledafios para suspenderla a
30-50 cm del suelo (Figura 7A). En su interior permanecieron de dos a tres personas,
las cuales actuan como cebo, con vestimentas adecuadas para protegerse de la
picadura de flebotomineos y mosquitos (proteccion en cabeza y extremidades). El
funcionamiento de esta trampa se basa en la combinacién de atrayentes de largo y
corto alcance que son utilizados por los insectos durante la busqueda de hospedero, los
cuales son principalmente el CO2 exhalado por humanos, la temperatura corporal y
olores corporales (Alexander, 2000; Rebollar-Téllez, 2005). Los insectos atraidos por el
cebo ingresan a la trampa por la parte inferior (espacio entre el suelo y la trampa), se
dirigen al hospedero en un intento de alimentacion y posteriormente se posan en las
paredes internas de la trampa, donde fueron recolectados con la ayuda de aspiradores

bucales (entomoldgicos) (Figura 7C) e introducidos en jaulas de plastico (20 x 20 x 20
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cm), con base de color blanco y dos aberturas: la parte superior esta cubierta con tela
tul para proporcionarle agua y azucares a los adultos y permitir la respiracion; la parte
frontal esta sellada con una manga de tela con una abertura en el centro para permitir la
introduccién y remocion de los insectos ademas la seccién opuesta a la manga esta
forrada con papel toalla como sitio de reposo (Figura 7B). Los especimenes fueron
recolectados durante la noche (19-21 h), horario de mayor actividad reportado para
flebotomineos de México (Biagi, et al., 1966; Rebollar-Téllez, et al., 1996; Pérez, et al.,
2014). Las hembras capturadas se transfirieron a botes de policarbono de 500 ml
(Nalgene®, Thermo Fisher Scientific Inc. U.S.A) con fondo de yeso himedo en cada
bote (Figura 7D) para mantener las condiciones de humedad y trasladarlos al insectario

de El Colegio de la Frontera Sur, Unidad Tapachula.

Se les proporcion6é una mota de algodon humedecida con una solucién de
sacarosa al 20%, colocada en la parte superior del bote. En el insectario se
mantuvieron a 23 + 2°C, 80 + 5% HR y fotoperiodo de 12:12 (L:O) hasta su uso en las

evaluaciones de laboratorio.
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Figura 7. Trampa Shannon usada en las capturas de hembras en campo. A) Trampa
Shannon; B) Jaula con hembras capturadas; C) Aspirador entomoldgico; D) Recipiente

para mantenimiento en laboratorio.

5.3. Bioensayos en laboratorio

La atraccion de hembras hacia las cairomonas se determind en un olfatdbmetro
tipo “Y”. Este aparato consiste de un tubo de vidrio en forma de “Y” (30 mm, d.i.), con un
tallo de 15 cm de largo ramificado en dos brazos de 10 cm de largo separados entre si
por un angulo de 65°. El olfatobmetro fue colocado horizontalmente en superficie sélida
de color blanco y evitando cualquier tipo de vibraciones y corrientes de aire que
pudieran afectar el bioensayo. En cada uno de los brazos se afiadié un tubo de vidrio
de 17 cm usado como conector entre el tubo “Y” y la camara de vidrio (11 cm de

longitud) correspondiente, en la cual se colocé el estimulo o control (Figura 8A). El
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bioensayo se realizo sin flujo de aire, el transporte del compuesto hacia el insecto
ocurrid por difusion simple. Se emplearon 30 hembras, expuestas individualmente al
estimulo (30 replicas). La camara de liberacion consistio de un tubo de vidrio (17 mm,
d.i.) de 11.5 cm de largo, forrado la base con tela tul para evitar el estrés en el insecto, y
en el otro orificio se situaba una mota de algodon para evitar la salida del insecto

(Figura 8A).

La evaluacion del comportamiento de la hembra de Lu. cruciata frente al estimulo
se realiz6 mediante su mantenimiento en el puerto de liberacién del olfatdmetro para su
aclimatacién durante 5 minutos pre exposicion al compuesto, durante este tiempo se
impregnod una pieza de papel filtro Whatman #2 (1 x 2 cm) con 30 ul de la sustancia a
evaluar, el rectangulo de papel filtro se colocé en uno de los brazos del olfatbmetro y en
el otro brazo el control correspondiente al solvente del semioquimico (agua destilada o
hexano). Finalizado el tiempo de aclimatacién de la hembra de Lu. cruciata, el puerto de
liberacién fue conectado al tubo “Y” para la observacion y registro del comportamiento
de la hembra al estimulo. En cada repeticion la hembra fue reemplazada y se alterné
cada dos repeticiones la posicion del tratamiento en los dos puertos de la “Y” con el fin
de evitar sesgos de posicion. El tiempo de observacion para cada bioensayo fue de 2
minutos, tiempo estimado de saturacion del medio interno del tubo “Y”, éste tiempo se
definié en base a la duraciéon de saturacion del tubo “Y” por humo blanco producto de la
reaccion de NH4OH y HCI en el interior de una de las camaras de muestra. El tubo “Y”
y los aditamentos de este fueron lavados con etanol al 96% y secados a 121°C por 5

minutos para asegurar la evaporacion del solvente. Este procedimiento se realiz6 cada
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dos repeticiones, para cada vez que cambiaba de concentracion o de compuesto para

evitar posible sesgos.

Los experimentos fueron realizados en las horas reportadas de mayor actividad
para Lu. cruciata en campo, desde las 19:00 hasta las 21:00 horas (Rebollar-Téllez, et
al., 1996; Pérez, et al., 2014). Se utilizé un cuarto oscuro con una temperatura de 27 +
2°C y humedad relativa de 65 = 5%, respectivamente, tratando de simular las

condiciones de campo.

Figura 8. Desarrollo de los bioensayos en laboratorio. A) Esquema general del

olfatbmetro usado en este estudio; B) Trozo de papel filtro; C) Bote de policarbono para
traslado y mantenimiento en laboratorio; D) Vial con alcohol 70% conteniendo al
insecto, 1) identificacion taxonémica, 2) presencia de huevos, 3) alimentacién

sanguinea.
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5.3.1. Compuestos sintéticos evaluados
Las cairomonas evaluadas fueron las siguientes: 1) 1-octen-3-ol (octenol); acido
lactico; acido butirico; acetato de amonio; ciclopentanona. Todas se evaluaron en las

concentraciones siguientes: 0.001, 0.01, 0.1 y 10%.

Cuadro 1. Compuestos y disolventes usados en los bioensayos en laboratorio.

Compuesto Marca Pureza (%) Disolvente
1-octen-3-ol Sigma-Aldrich 98 Hexano
Acido lactico Sigma-Aldrich 88 Agua
Acido butirico Sigma-Aldrich 99 Agua
Acetato de amonio J.T. Baker 98.1 Agua
Ciclopentanona Sigma-Aldrich 99 Agua
Hexano J.T. Baker 95

5.4. Bioensayos en campo

5.4.1. Tasas de liberacion

Se determinaron las tasas de liberacion de las cairomonas evaluadas en campo
usando el dispositivo disefiado y en condiciones naturales. Se peso el vial con aceite
mineral al iniciar y posteriormente se peso el vial con aceite mineral mas el compuesto
en intervalos de 30 minutos durante dos horas (18:30 - 20:30 h). Al peso del vial con
aceite mas el compuesto se le resto el peso del vial con solo aceite mineral para
obtener el peso del compuesto al iniciar la prueba y luego al peso inmediatamente

anterior se le resto el siguiente, y asi suscesivamente.
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5.4.2. Trampa

La trampa CDC (Modelo 512; John W. Hock Co., Gainesville, FL, U.S.A) consta
de un cuerpo cilindrico elaborado con dos tipos de tela, una seccion con tela tul y otra
con tela estilo camuflaje, y termina en un recipiente recolector de plastico con malla
metalica en la base para permitir el flujo de aire pero impermeable para los
flebotomineos. Una fuente de luz constituida por un bombillo tubular de luz amarilla y de
bajo consumo (6.3 Volts) que atrae a los insectos presentes en los alrededores. La
fuente de energia esta compuesta por una bateria sellada recargable de 6 Volts, que
alimenta un motor que a su vez acciona a un ventilador inverso que succiona insectos

vivos y los mantiene integros y atrapados en el recipiente recolector (Figura 9A).

Ventilador

Recipiente
recolector

Bateriade 6 V

T

Figura 9. Instalacién y arreglo de las trampas de luz tipo CDC en campo. A) trampa de

luz y sus constituyentes; B) dispensador de la cairomona; C) arreglo de las trampas.
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5.4.3. Disefio experimental del experimento de campo

Las trampas fueron suspendidas en arbustos con el recipiente recolector a 50 cm
del suelo aproximadamente (Figura 9) (Sudia y Chamberlain, 1962), siendo instaladas
de 18:30 a 20:30 h. A cada trampa se le adicioné un dispositivo liberador conteniendo
100 pl de una sustancia como cebo y 100 pl de aceite mineral y se etiqueto el recipiente
recolector y el dispositivo con el motor de acuerdo al compuesto evaluado, para evitar
sesgos o0 posible respuesta cruzada ocasionada por la combinacion de olores.
Unicamente las concentraciones indicadas en el cuadro 1 se evaluaron en esta etapa.
Cada semioquimico fue mezclado con aceite mineral para disminuir su evaporacion.

Como control se uso6 una trampa con aceite mineral.

El dispensador constaba de un tubo Eppendorf® de 2.5 ml, con una perforacion
de 3 mm de diametro en la tapa en la que se insert6 una tira de papel filtro de 5 mm de
longitud por 3 mm de ancho que entraba en contacto con la mezcla compuesto-aceite
mineral y quedaba expuesto aproximadamente 5 mm para permitir la liberacion del
compuesto; el dispensador se colocé a un lado del motor de la trampa CDC (Figura 9A).

El dispositivo utilizado fue modificado del descrito por Kemme, et al. (1993) (Figura 9B).

En total se evaluaron siete tratamientos en campo (seis semioquimicos y un
control) usando un disefio experimental de cuadrado latino 6x6, con este disefio se
eliminan dos fuentes de variacion (dia y sitio) que podrian afectar las capturas,
incrementando su eficiencia mediante el bloqueo de los dias (Odulaja y Abu-Zinid,
1997), el disefio se usé para asegurar que las medias de las capturas fueran
consecuencia de cada uno de los tratamientos. Los tratamientos de los seis sitios

fueron alternados cada noche, hasta que cada tratamiento ocupara un sitio diferente de

46



manera sucesiva, las trampas se rotaron por los seis puntos de muestreo durante 18
noches no consecutivas, ocupando cada trampa tres veces el mismo sitio. Las trampas
fueron colocadas separadamente entre si por 20 m a lo largo de transecto lineal de 100
m (Figura 9C), distancia suficiente considerando el rango de atraccion de las trampas
de luz (<2.5 m) (Campbell-Lendrum, et al., 1999) y el rango de atraccion de los
flebotomineos antropofilicos hacia cebos humanos (<10 m) (Davies, et al., 1995). Los
flebotomineos capturados fueron colocados dentro de viales conteniendo alcohol al

70% hasta su montaje e identificacion.

5.5. Montaje e identificacion de flebotomineos

Los insectos fueron procesados mediante el método descrito por Ibafiez-Bernal
(2005a) para preparaciones permanentes en resina Euparal® (Bioquip Products,
Rancho Dominguez, CA, U.S.A)) y posteriormente identificados morfol6gicamente
usando las claves de Ibafiez-Bernal (1999; 2003; 2005a; 2005b) para Phlebotominae de

México.

5.6. Andlisis estadistico

Los datos obtenidos fueron organizados en bases de datos en Microsoft Excel.
La respuesta de las hembras de Lu. cruciata hacia los semioquimicos en los
bioensayos en laboratorio se analiz6 mediante una prueba G con correccion de
Williams (Sokal y Rohlf, 1995) en Microsoft Excel. Los datos del estado fisiologico

(gravidez o alimentacion) en relacion al tipo de respuesta, se insertaron en una tabla de
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contingencia de doble entrada y se analizaron mediante una prueba de independencia
x2. Las capturas entre tratamientos fueron analizadas mediante un analisis de varianza
ANOVA, empleando el software R (R Core Team, 2014). El valor LR Chisq (Likelihood
Ratio Chi-Squared) obtenido del ANOVA, se refiere al coeficiente de probabilidad chi-
cuadrado originado del andlisis del modelo lineal generalizado para el disefo

experimental en cuadrado latino.

6. RESULTADOS

6.1. Bioensayos en laboratorio

600 hembras de Lu. cruciata fueron recolectadas en campo y usadas en pruebas
de laboratorio.

Se encontraron 21 hembras con sangre en el abdomen y 275 hembras gravidas
(presencia de huevos). Sin embargo, ambos estados fisioldgicos no afectaron la
respuesta en el olfatdmetro tipo “Y” en comparacion con hembras no gravidas (P>0.05)
o no alimentadas (P>0.05) (Cuadro 2).

En las pruebas de laboratorio, las hembras silvestres de Lu. cruciata fueron
atraidas significativamente a la ciclopentanona a 0.1% (G=6.06, g.l.= 1, P= 0.01). La
respuesta al acido lactico a la concentracion de 0.1% resulté ser negativa (G=6.89, g.l.=

1, P=0.008), sugiriendo posible repelencia (Cuadro 3).

48



Cuadro 2. Numero de hembras de Lu. cruciata en estado de gravidez y alimentadas

observadas en los bioensayos en tubo “Y”.

Concentracién Significancia
Compuesto Gravidez Alimentadas
(%) estadistica (P)
1-octen-3-ol 0.01 19 2 0.80
0.1 21 0 0.72
1 4 0 0.17
10 20 2 0.13
Ciclopentanona 0.01 9 3 0.56
0.1 11 0 0.34
1 12 1 0.03
10 14 1 0.76
Acido lactico 0.01 10 1 0.14
0.1 7 1 1
1 21 1 0.52
10 10 2 0.29
Acido butirico 0.01 18 1 0.42
0.1 9 0 0.77
1 22 1 0.40
10 16 2 1
Acetato de amonio 0.01 9 1 0.19
0.1 12 0 0.55
1 10 1 0.43
10 21 1 0.37
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Cuadro 3. Respuesta de hembras de Lu. cruciata a diferentes concentraciones de los

compuestos evaluados en laboratorio.

Compuesto Concentracién Atraidas N,o No Total Prueba G
atraidas  respuesta
% n % n % n % n P
0.01 7 233 8 266 15 50 30 0.79
0.1 14 466 6 20 10 333 30 0.07
1-octen-3-ol
1 16 533 10 333 4 133 30 0.24
10 12 40 8 266 10 33.3 30 0.37
0.01 10 333 9 30 11 36.6 30 0.82
. 0.1 13 433 3 10 14 466 30 0.01*
Ciclopentanona
1 11 366 9 30 10 333 30 0.65
10 9 30 7 233 14 46.6 30 0.62
0.01 3 10 4 133 23 766 30 0.71
- . 0.1 2 66 12 40 16 533 30 0.008*
Acido lactico
1 6 20 4 133 20 66.6 30 0.53
10 10 333 6 20 14 46.6 30 0.32
0.01 6 20 4 133 20 66.6 30 0.53
. . 0.1 6 20 1 33 23 766 30 0.06
Acido butirico
1 7 233 3 10 20 66.6 30 0.21
10 5 166 7 233 18 60 30 0.57
0.01 6 20 5 166 19 633 30 0.76
Acetato de 0.1 7 233 6 20 17 56.6 30 0.78
amonio 1 9 30 6 20 15 50 30 0.44
10 8 266 4 133 18 60 30 0.25

*Valor significativamente diferente al control aplicando la Prueba G con correccion de Williams

(P<0.05)

6.2. Bioensayos en campo
6.2.1. Tasas de liberacion
Las tasas de liberacion obtenidas por compuesto se muestran en la Figura 10.

Se observo diferencia estadistica en las tasas de liberacion por compuesto (F=3.29,
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g.l.=4, P=0.01). El 1-octen-3-ol fue el compuesto que mayor tasa de liberacién tuvo

(2.07 mg/h), seguido del acetato de amonio (0.98 mg/h), acido butirico (0.92 mg/h),

ciclopentanona (0.74 mg/h) y el acido lactico (0.52 mg/h).
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Figura 10. Tasas de liberacion de los compuestos evaluados en campo. Izquierda)

porcentaje del peso total perdido por compuesto durante 120 min. Derecha) medias (+

E.E.) de los mg perdidos por compuesto. Valores marcados con diferente letra son

significativamente diferentes por la prueba Tukey (P=<0.01).

El nimero de ejemplares de Lu. cruciata capturados con cada tratamiento y el

control durante los 18 dias de trampeo fueron estadisticamente significativos cuando se

analiz6 el total (8'%) de capturas entre compuestos (LR Chisg=16.19; g.l.=5; P= 0.006).

Detectando significancia en las capturas con 1-octen-3-ol (P= 0.005).

Al realizar el andlisis por sexo por compuesto, se encontrdé que las hembras de

Lu. cruciata fueron estadisticamente atraidas a las trampas cebadas con 1-octen-3-ol

(LR Chisg=25.40; g.l.=5; P=0.0001), mientras que los machos fueron estadisticamente

atraidos a las trampas cebadas con ciclopentanona (LR Chisq=11.43; g.l.=5; P=0.04).

En la figura 11 y 12 se presentan las graficas de los andlisis estadisticos de las

capturas totales y de ambos sexos de Lu. cruciata.
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Un total de 121 ejemplares de Lu. cruciata fueron capturados en las trampas
cebadas con los cinco compuestos evaluados y el control. Con 1-octen-3-ol se
capturaron 31 hembras y ningin macho (n=31, 25.6%); con ciclopentanona se
capturaron 8 machos y 19 hembras (n=27, 22.3%); con acido lactico se capturaron 5
machos y 8 hembras (n=13, 10.7%); con &cido butirico se captur6 un macho y 18
hembras (n=19, 15.7%); con acetato de amonio se capturaron 4 machos y 13 hembras
(n=17, 14.1%) y; en el control se capturaron 7 machos y 8 hembras (n=15, 12.4%)

(Cuadro 4). El 1-octen-3-ol fue el inico compuesto que capturé unicamente hembras de

Lu. cruciata.
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Figura 11. Medias (x E.E.) de los totales de Lu. cruciata capturados con las trampas de
luz cebadas y el control, durante las 18 noches de muestreo en un bosque urbano en

Tapachula, Chiapas, México. ANOVA (LR Chisq=16.19, g.l.=5, P=0.006).
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Lu. cruciata fue la especie mas abundante (81.8%, n=122) en las capturas con
los cinco semioquimicos. Ademas de Lu. cruciata, se capturaron las especies Lu.
cayennensis (n=11), Lu. chiapanensis (n=5) y Lu. atulapai (n=1). Ninguno de ellos
mostré atraccion hacia alguno de los compuestos evaluados (Cuadro 4) (LR
Chisg=5.59, g.l.=5, P=0.34; LR Chisq=7.77, g.l.=5, P= 0.16; para Lu. atulapai no se

realizé el andlisis porque solo se capturd un espécimen)
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Figura 12. Medias de capturas de Lu. cruciata. a) hembras (LR Chisqg= 25.40, g.l.= 5,

P=0.0001); b) machos (LR Chisg= 11.43, g.l.= 5, P= 0.04).
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Cuadro 4. Especies de flebotomineos capturadas en las trampas de luz cebadas con cinco diferentes compuestos

cairomonales, en un bosque urbano localizado en la ciudad de Tapachula, Chiapas, México.

Lu. cruciata | Lu. cayennensis | Lu. chiapanensis | Lu. atulapai Total

Compuestos Q 3 ? 3 ? 3 ? 3 ?
1-octen-3-ol 31 0 0 0 2 0 0 0 33 0
Ciclopentanona 19 8 1 1 0 0 0 1 20 10
Acido lactico 8 5 0 3 2 0 0 0 10 8
Acido butirico 18 1 1 0 0 0 0 0 19 1
Acetato de amonio | 13 4 2 0 1 0 0 0 16 4
Control 8 7 2 1 0 0 0 0 10 8
Total 97 25 6 5 5 0 0 1 108 31
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6.3. Especies identificadas

Un total de 139 flebotomineos, 31 machos y 108 hembras de cuatro especies
fueron capturados durante este estudio. La especie mas abundante fue Lu. cruciata
(87%), seguida de Lu. cayennensis (7.9%), Lu. chiapanensis (3.6%) y Lu. atulapai

(0.7%) (Cuadro 4).

Figura 13. Fotografias al microscopio compuesto de Lu. cruciata. a 'y b) cibario y

espermateca de hembra respectivamente; c) cabeza; d) genital de macho.
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Figura 14. Fotografias al microscopio compuesto de Lu. cayennensis. a y b) cibario

y espermateca de hembra respectivamente; ¢) cabeza; d) genital de macho.

Figura 15. Fotografias al microscopio compuesto de la hembra de Lu.

chiapanensis. a) cibario; b) cabeza; c) espermateca.
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Figura 16. Fotografias al microscopio compuesto del macho de Lu. atulapai. a)

cabeza; b) genital.

7. DISCUSION

La disponibilidad de un método eficiente para el monitoreo y vigilancia de las
poblaciones de insectos vectores de enfermedades humanas es primordial para
establecer programas de control, asi como para conocer aspectos de la biologia,
ecologia y comportamiento de los mismos (Foster y Harris, 1997). Trabajos previos han
descrito que algunas especies de flebotomineos son atraidas a trampas de luz tipo CDC
de manera natural, puesto que la luz es un estimulo importante para estos insectos.
Algunos autores sugieren que las especies antropofilicas muestran bajo fototropismo
(Alexander, et al., 1995b; Travi, et al., 1998), aunque algunas especies como Lu.
verrucarum son mas fototrépicas que antropofilicas (Davies, et al., 1995). La atraccién
hacia fuentes luminicas esta asociada con la orientacién en lugares oscuros, ademas
de tener un efecto sinergista o aditivo sobre la atraccién a trampas cebadas (Andrade,

et al., 2008). Sin embargo, las capturas de flebotomineos se incrementan cuando las
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trampas son cebadas con cairomonas porque las ponen aun mas en el contexto
bioldgico que experimenta el insecto, como la busqueda de hospedero (Andrade, et al.,
2008; Ryelandt, et al.,, 2011). Las trampas cebadas con atrayentes son importantes
para diversos tipos de investigacion con insectos hematdfagos como, estudios de
densidad y distribucion de especies, taxondmicos, captura de especimenes vivos y para
la evaluacion de trampas control (Maroli, et al., 1997).

La presente investigacion es pionera en la busqueda de olores sintéticos
presentes en humanos como atrayentes de Lu. cruciata. En México, la falta de este tipo
de estudios en esta especie y otros flebotomineos, se debe a que los registros de la
leishmaniasis son minimos comparados con la incidencia de otras enfermedades
tropicales, como el dengue y paludismo (PAHO, 2007). Sin embargo, fenbmenos como
el cambio climatico y la migracion, representan un riesgo potencial en el incremento de
este tipo de enfermedades tropicales (Maroli, et al.,, 2013). En este sentido, los
hallazgos obtenidos en el presente trabajo son importantes desde el punto de vista
epidemioldgico, especialmente porque Lu. cruciata ha sido recientemente incriminada
en la transmision de leishmaniasis cutanea en México (Pech-May, et al., 2010). Los
estudios comportamentales con flebotomineos también pueden ser limitados por la
complejidad en el mantenimiento de una cria en laboratorio, poseer un ciclo de vida
largo (50-60 dias) y produccion de pocos individuos de la misma edad (Andrade, Galati
y Falcéo, 2004; Castillo, et al., en preparacion).

Recientemente se ha demostrado que el uso de flebotomineos silvestres es
viable para estudios de laboratorio, facilitando los estudios comportamentales con estos
insectos (Pinto, et al., 2012). Los resultados en laboratorio con hembras de Lu. cruciata

silvestres en el presente estudio, corroboran la factibilidad de usar insectos silvestres,
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previamente demostrado por Pinto y colaboradores (2012). Sin embargo, una gran
cantidad de hembras no respondieron a los estimulos ofrecidos, lo cual puede atribuirse
a varios factores como: 1) el disefio del bioensayo, donde el transporte del compuesto
quimico hacia el insecto fue por difusion simple; 2) Edad desconocida de las hembras
silvestres; 3) limitado numero de hembras evaluadas (n=30), dado que en otros
bioensayos con flebotomineos han evaluado mas de 40 insectos (Pareja, 2010; Pinto, et
al.,, 2012) y; 4) baja volatilidad de algunos compuestos como el acido lactico o
simplemente que los compuestos evaluados no son atractivos individualmente para
esta especie, faltaria evaluarlos en mezclas binarias y/o terciarias dado que el acido
lactico, amonio y acido butirico actian mejor como sinergistas (Kline, et al., 1990).

En laboratorio, Lu. cruciata presentd atraccion significativa hacia la
ciclopentanona al 0.1%, un compuesto descubierto recientemente con actividad
atrayente para hembras de Ae. aegypti y evaluado por primera vez en flebotomineos.
Las caracteristicas de este compuesto lo hacen completamente seguro de manipular y
pertenece a las sustancias GRAS: Generally Recognized As Safe (Generalmente
reconocido como seguro) (Tauxe, et al., 2013). Lu. cruciata no presentd una respuesta
concentracion-dependiente tal como se observé con hembras de Ae. aegypti (Tauxe, et
al., 2013). La respuesta hacia la ciclopentanona sugiere que Lu. cruciata podria
contener una neurona receptora olfativa de tipo CpA en los palpos maxilares u otra
region encargada de expresar el receptor de CO2, a la cual se adhiere la molécula de
ciclopentanona y provocar una respuesta, tal como se observdé en hembras de Ae.
aegypti (Tauxe, et al., 2013).

El acido lactico ha sido escasamente evaluado en flebotomineos por su baja o

nula atractividad. En este estudio, Lu. cruciata mostrd repelencia hacia éste compuesto
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cuando se le expuso al 0.1%. Dicho comportamiento ha sido reportado para mosquitos
cuando se exponen al acido lactico en concentraciones mayores a las presentes en el
sudor humano (350-3,600 ppm) (Shirai, et al., 2001). Sin embargo, la concentracion
repelida (0.1%, 1,209 ppm) por Lu. cruciata se encuentra en el rango, indicando que
otros factores inlfuenciaron en la respuesta. La respuesta en otros flebotomineos hacia
el acido lactico ha sido variable. Pinto y colaboradores (2012) tuvieron una respuesta
débil de Ny. neivai hacia 100 pl de &cido lactico al 85%. Mientras que Pareja (2010)
observo cierta atraccién de Lu. longipalpis al 1% con decremento en la respuesta a
concentraciones menores, sugiriendo que la concentracidbn mas atractiva se encuentra
en valores cercanos a éste, inverso a lo encontrado en este trabajo para Lu. cruciata.
En campo, Lu. cruciata fue capturada en todos los tratamientos, pero los
registros fueron mayores en el 1l-octen-3-ol, que exhibié una especificidad en la
atraccion de hembras. En la naturaleza, el 1l-octen-3-ol es un componente volatil
presente en hongos (Matzui, et al., 2003), respiracibn humana (Bernier, et al., 2000) y
piel de ganado (Hall, et al., 1984). Mediante estudios de laboratorio y campo se ha
demostrado que Lu. longipalpis, Ny. neivai y Psathyromyia shannoni son atraidas hacia
el 1-octen-3-ol con respuesta concentracion-dependiente (Sant’ana, et al.,, 2002;
Andrade, et al., 2008; Pinto, et al., 2011; 2012), con cierta variabilidad de capturas en
campo entre sexos, ya que los machos de Lu. longipalpis son mas atraidos hacia este
compuesto que las hembras, pero en Lu. intermedia la respuesta se invierte. Los altos
nameros de machos capturados en otros estudios pueden deberse al comportamiento
reproductivo de estos, dado que los machos son los primeros en localizar un hospedero

para posteriormente formar grupos de apareamiento y liberar una feromona sexual, la
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cual incrementara la atraccion de hembras hacia un hospedero potencial (Kelly y Dye,
1997; Bray y Hamilton, 2007).

La atraccion hacia el 1-octen-3-ol concuerda con los habitos altamente
antropofilicos de esta especie, ya que este compuesto es uno de los mas probados en
dipteros hematdéfagos (Gibson y Torr, 1999), por lo que, el uso de esta cairomona en
trampas de luz incrementara las capturas del vector cuando la densidad poblacional sea
baja 0 se necesiten realizar estudios de infeccion, distribucion y dispersion en lugares
con desconocimiento de la presencia del parasito. Sin embargo, las capturas de Lu.
cruciata en trampas cebadas con este compuesto aun son bajas en comparacién con
las obtenidas para otras especies (Pareja, 2010; Pinto, et al., 2011). Las capturas de
ejemplares pueden incrementarse mediante la adicidbn de otros tipos de atrayentes
(Ryelandt, et al., 2011). Pinto, et al. (2001) y Silva, et al. (2013) demostraron que la
adicion de CO:z a trampas cebadas con 1-octen-3-ol y otras cairomonas humanas
incrementd las capturas de felbotomineos antropofilicos Lu. whitmani, Lu. intermedia y
Lu. umbratilis, mientras que en flebotomineos del Viejo Mundo no se observo el mismo
efecto (Beavers, et al., 2004). El caracter antropofilico de Lu. cruciata hace pensar que
la adicion de CO2 atrampas cebadas con 1-octen-3-ol podria tener resultados similares
a los observados en especies Neotropicales. Asi mismo, el uso de mezclas de
compuestos mas atractivos en laboratorio (1-octen-3-ol al 0.1% + ciclopentanona al
0.1% + acido butirico al 0.1% en proporcion 1:1:1) también podria mejorar las capturas.
Dado que Pareja (2010) evalud la mezcla: 0.1% acido lactico + 1.0% acido butirico +
amonio 10% (1:1:1) y Andrade, et al. (2008) la formulacion: BG-Mesh Lure™ (acido
lactico, acido caproico y amonio), incrementando las respuestas en laboratorio y campo;

la adicion de la feromona sexual de Lu. longipalpis a cebos cairomonales incrementa
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considerablemente la atraccion de esta especie en laboratorio y en campo (Morton y
Ward, 1989; Nigam y Ward, 1991, Bray, et al., 2007; Pareja, 2010). Esto sugiere que el
suplemento de 1-octen-3-ol con la feromona sexual de Lu. cruciata tendra resultados
similares.

Por otra parte, las trampas cebadas con acido butirico y acetato de amonio
también muestran especificidad para capturar hembras de Lu. cruciata, aunque sus
capturas no son significativas. Similar a lo reportado por Andrade, et al. (2008), donde
capturaron mas hembras que machos de Lu. intermedia en las trampas cebadas con
amonio, difiiendo con Lu. longipalpis, donde los machos fueron mas atraidos. Por su
parte, el acido butirico Unicamente habia sido evaluado en mezcla en campo (Pareja,
2010), dado que se ha reportado como un componente sinergista con otras cairomonas
o como inhibidor de los receptores para otras moléculas, por ejemplo, CO2 (Tauxe, et
al., 2013). El acetato de amonio es un compuesto empleado como cebo en trampas
para moscas de la fruta, pero en este estudio se consideré por el componente amonio,
dado que el amonio esta presente en el sudor humano en forma de sales.

Las bajas capturas de Lu. cruciata en las trampas cebadas con acido lactico y el
control son comunes en insectos hematéfagos cuando se evaltan individualmente. Lu.
intermedia y Lu. longipalpis tienen un patron de capturas similar a lo reportado aqui
(Andrade, et al., 2008). Sin embargo, Andrade, et al. (2008) encontraron que las
trampas cebadas con este compuesto atraian mas machos que hembras de Lu.
longipalpis pero igual proporcion entre sexos de Lu. intermedia. El 4cido lactico ha sido
evaluado principalmente en mezcla, como sinergista al lado del CO2 para lograr un

efecto atractivo hacia mosquitos hematéfagos (Kline, et al., 1990).
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La formulacion y las tasas de liberacibn de semioquimicos son factores que
también influyen en la eficiencia de este método dentro de una estrategia de manejo
integrado de plagas (Heuskin, et al., 2011). Investigar las tasas de liberacion, resuelve
tres preguntas: ¢se esta liberando el compuesto?, ¢a qué velocidad se esta liberando?
y ¢Cuanto compuesto se debe usar para que la trampa funcione n tiempo?. En este
trabajo, Unicamente se determind para resolver las dos primeras preguntas, aunque
nuestros resultados pueden servir para futuros estudios con los compuestos y el
dispositivo usados en este estudio. La tasa de liberacion entre compuestos fue muy
variable debido al nivel de volatilidad entre ellos y al tipo de dispensador usado. Para el
caso del 1-octen-3-ol, la tasa de liberacion observada fue mayor en relacion a los otros
compuestos, con una media de 2 mg/h. Un incremento de este valor quizd pueda
aumentar el namero de insectos capturados. Dado que Andrade (2006) manejé una
tasa de liberacidon de 4.5 £ 0.3 mg/h a través de capilaridad por medio de un rectangulo
de papel filtro con dimensiones de 3.5 x 4 cm y 0.5 cm de exposicion al aire libre y fue
una de las tasas que tuvo mayores capturas junto con la de 15 mg/h. Aunque la
temperatura media descrita por este autor fue mas baja a la observada en este estudio.
Las tasas de liberacion también dependen de las caracteristicas del dispensador
(forma, espesor y distribucién del semioquimico en la matriz) y de otros parametros
ambientales como la velocidad del viento, humedad relativa y las propiedades fisicas
del compuesto (Stipanovic, et al., 2004; Alfaro y Cid, et al., 2009). Durante las
evaluaciones en campo del presente estudio, la velocidad del aire hunca sobrepaso los
0.1 m/s, la temperatura se mantuvo constante (29-30°C) y la humedad relativa entre 70

y 80%.

63



Por su parte, las condiciones ambientales durante los experimentos si tuvieron
un efecto sobre las capturas, puesto que durante los meses anteriores a las lluvias
(febrero-mayo) se capturaron ambos sexos y la densidad de insectos fue relativamente
alta, mientras que en los meses posteriores a las lluvias se capturaron Unicamente
hembras en las trampas cebadas y la cantidad de especimenes disminuyeron
considerablemente. Sin embargo, debido a la falta de sistematicidad, no es posible
realizar algun analisis estadistico que permita avalar esto. El impacto negativo de la
lluvia y la temperatura sobre las poblaciones de Lu. cruciata ha sido previamente
reportado por Rebollar-Téllez, et al. (1996) y Pérez, et al. (2014). Aunque sus efectos
sobre la variacion en la proporcion sexual post-lluvias detectada aqui son
desconocidos. Unicamente se tienen registros sobre la densidad y riqueza de especies
de flebotomineos (Guimarées, et al., 2012). Sin embargo, la presencia de hembras en
ambos tiempos de muestreo es de importancia epidemiolégica porque podrian
mantener un foco de transmisién durante todo el afio (Oliveira, et al., 2013).

Lu. cruciata es una especie que se captura muy poco en trampas de luz (Pérez,
et al., 2014), probablemente a causa de su comportamiento antropofilico y anemotaxico
y no fototactico como otras especies de flebotomineos (Davies, et al., 1995). Por lo que
el incremento en las capturas en las trampas CDC como consecuencia del efecto
atrayente del 1-octen-3-ol, adquiere especial relevancia. Otro aspecto que es
importante mencionar es el incremento en la captura de machos y hembras en las
trampas cebadas en comparacion con capturas anuales de esta especie (Pérez, et al.,
2014), permitiendo asi la obtencion de machos silvestres para realizar diversos estudios
en laboratorio. Por su parte, el tratamiento control (aceite mineral) también registro

capturas, indicando una posible atraccion al aceite mineral. Estudios con ratones
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demostraron que éstos tienen la capacidad de detectar e incluso discriminar entre
marcas de aceite mineral solos o en mezcla, revelando que el aceite mineral no es un
diluyente inodoro y su uso en experimentos de olfaccion debe tomarse con reservas
(Gamble y Smith, 2009). Este hallazgo hace nacesario la realizacion de futuros
experimentos que demuestren que la atraccion al control se debié al estimulo luminico y
no al aceite.

En el presente trabajo, los contrastes de los resultados de laboratorio y campo
quiza pudieron ser provocados por un bajo nimero en las repeticiones de las pruebas
de laboratorio. Sin embargo, la disponibilidad estacional de Lu cruciata, impidio
disponer de material suficiente para aumentar el nimero de estos ensayos (Pérez, et
al., 2014). Por otra parte, los bioensayos en laboratorio con insectos hematéfagos
generalmente se hacen controlando factores extrinsecos e intrinsecos. Dentro de los
intrinsecos se encuentra el estatus fisioldgico del insecto, el cual puede influenciar el
comportamiento de busqueda de hospedero (Klowden, 1996).

Durante las evaluaciones en campo, también se capturaron las especies Lu.
cayennensis, Lu. chiapanensis y Lu. atulapai. Considerando el total de flebotomineos
capturados de las cuatro especies, es evidente la gran cantidad de hembras
capturadas. Es imposible notar alguna diferencia estadistica entre sexos en las tres
especies por el escaso numero de individuos.

La atraccion de Lu. cayennensis hacia estos compuestos, puede ser atribuida a
su comportamiento alimenticio antropofilico y endofilico (Cochero, et al., 2007). Sin
embargo, también puede alimentarse de vertebrados de sangre fria, como los lagartos

(Young y Duncan, 1994).
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Por su parte, Lu. chiapanensis fue capturada en las trampas cebadas con 1-
octen-3-ol, acido lactico y ciclopentanona, Unicamente hembras. Este hallazgo también
podria estar ligado hacia la posible antropofilia de esta especie (Dampf, 1947), aunque
este comportamiento aun esta en duda.

Lu. atulapai, fue la especie que registré la menor captura en los experimentos en
campo y soOlo se captur6 un macho en la trampa cebada con ciclopentanona. Los
habitos alimenticios de esta especie aun estan en duda, pero se deduce que se
alimenta de pequefios mamiferos al igual que todos los miembros de su grupo
taxonomico (Young y Duncan, 1994).

Este trabajo también constituye la primera descripcion de la composicidon
poblacional flebotominea dentro de un éarea urbana en esta regidbn de Mexico,
destacando la presencia de Lu. cruciata, la cual habia sido registrada en ecosistemas
cafetaleros de dicha region (Mikery-Pacheco, et al., 2012; Pérez, et al., 2014). Lu.
chiapanensis y Lu. atulapai también se reportan por primera vez en una zona urbana.
Lu. cayennensis ya habia sido previamente encontrada en &reas urbanas en Colombia
(Cortes y Fernandez, 2008). Los registros de las especies Lu. c. cayennensis, Lu.
chiapanensis y Lu. atulapai en la Republica Mexicana son escasos y en el estado de
Chiapas son aun mas raros. En 1959, Lu. c. cayennensis fue recolectada en el hueco
de un arbol del municipio de Acacoyahua, Chiapas, coexistiendo con murciélagos y
otros reptiles (Vargas y Diaz-Najera, 1959). Lu. chiapanensis, fue recolectada en 1938
en el municipio de Chiapa de Corzo (Ibafiez-Bernal, 2003), mientras que Lu. atulapai
fue capturada en el Rio Sabinal en el municipio de Tuxtla Gutiérrez, Chiapas (Ibafez-
Bernal, 2001). Los registros previos sobre la presencia de estas especies en Chiapas

son muy antiguos y limitan hacer conclusiones, aunque también podria tratarse de
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registros geograficos en areas nuevas como una consecuencia de la alta modificacion
antropoldgica. Un registro geografico nuevo para estas especies constituye un alto
riesgo de contacto humano-vector y de posibles focos de infeccion, por la importancia
meédica de estas especies (Cochero, et al., 2007) y por las condiciones que favorecen
su incremento poblacional durante la estacion seca de esta region (Pérez, et al., 2014).

Sobre la importancia médica de las especies, se tiene que Lu. cruciata es
reconocida como vector de Leishmania mexicana, vector de leishmaniasis cutanea en
México; Lu. cayennensis es una especie que se alimenta principalmente de lagartos, y
se le ha encontrado infectada con flagelados, atacando a humanos pero solo en altas
densidades en Sudamérica, presenta alta plasticidad ecoldgica y se distribuye desde
Centroamerica hasta el norte de Sudamerica (Gallego, et al., 1995; Cochero, et al.,
2007), por estas razones esta especie podria ser incriminada como vector de
Leishmania sp.; Lu. chiapanensis, a pesar de la presuncion del caracter antropofilico de
esta especie (Dampf, 1947), ocurrencia en areas peridomiciliares con casos de
Leishmaniasis cutanea y coexistencia con especies de flebotomineos vectores como
Lu. longipalpis y Lu. evansi (Herrero, et al., 1991) su papel en la transmision de
leishmaniasis es desconocido y; Lu. atulapai Unicamente se deduce que se alimenta de
pequefios mamiferos (Young y Duncan, 1994).

La alta abundancia de Lu. cruciata y del resto de especies capturadas, aunque
en bajas cantidades, su capacidad de alimentarse de mamiferos u otros animales
domesticos, representan un riesgo de transmision de leishmaniasis mediante la
interaccion entre los posibles ciclos zoonéticos y antroponoéticos que pudieran originarse

(Chaves y Afiez, 2004).
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8. CONCLUSIONES

1. Las hembras silvestres de Lu. cruciata son viables para usarlas en bioensayos
comportamentales en laboratorio. El estado fisiologico (gravidez o alimentacién) de las
mismas no influyo en la respuesta hacia los compuestos evaluados;

2. Se enmarca el posible uso del 1-octen-3-ol como atrayente para la vigilancia
de especies endémicas de Chiapas y del resto del pais.

3. Se presenta un primer registro de Lu. cruciata en un habitat urbano, lo que
sugiere su gran capacidad de adaptacion a este tipo de ambientes. Asi como nuevos
registros geograficos para las especies Lu. cayennensis, Lu. chiapanensis y Lu. atulapai
para el estado de Chiapas. Estos hallazgos representan riesgos de transmision de
leishmaniasis mediante la interaccion entre posibles ciclos zoondticos y antropondticos.

4. Finalmente, estos hallazgos hacen necesaria la exploracion de otros sitios con
las mismas condiciones, asi como estudios de fluctuacion poblacional de estos
insectos, con la finalidad de establecer medidas que reduzcan el contacto humano-

vector y el riesgo de posibles focos de infeccion.
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Summary

Monitoring phlebotomine sand flies in urban areas is key for epidemiological studies in
susceptible populations. This paper describes sand fly fauna present in the urban area of the
municipality of Tapachula, Chiapas, Mexico, and captured with Shannon and CDC light
traps. During February and March of 2014, 1442 sand flies were captured, the total
comprised Lutzomyia cruciata (Coquillet) (98.8%), Lu. c. cayennensis (Floch and
Abonnenc) (0.8%), Lu. chiapanensis (Dampf) (0.3%) and Lu. atulapai (De Leo6n) (0.1%).
Lu. cruciata was the most abundant and the most frequently trapped species. This was the
first record of its remarkable ability to adapt to urban green areas. The three other species
trapped are new registers of geographic distribution for the study region. The results
indicate the need to establish measures for reducing human contact with the vector and the
risk of possible sites of infection.

Key words: Sand flies, urban area, Mexico, urbanization

Chiapas in one of the states of the Mexican Republic with high incidence of skin and
visceral leishmaniasis (Sanchez-Tejeda et al. 2001, Becker et al. 2005). The main risk
factors for contracting this disease are urbanization of ecosystems, host immunological
stage and lack of effective treatment (Dujardinn 2006). Environmental changes, which can
also be the product of urbanization, increase human exposure to phlebotomine as a
consequence of the alteration in range and density of the vectors (Dujardinn 2006). This
paper describes, for the first time, the composition of sand fly fauna present in a green area
of an urban zone (160 masl) of Tapachula, Chiapas, Mexico (Figure 1). This area is

characterized by the presence of a large variety of tree and bush species, among which
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predominate Mangifera indica, Theobroma cacao and Coffea sp. The availability of
vertebrates, which represent sources of blood for the sand fly and possible reservoirs of the
disease (Young & Arias 1992, Rotureau 2006), is unknown. Seven miniature light traps of
the CDC type and a Shannon trap were placed within the area during 14 inconsecutive
nights (6:30-8:30 PM) of the dry season (February to March, 2014). The captured insects
were deposited in recipients with 70% alcohol. To identify the material, permanent
preparations were made in Euparal® resin (BioQuip Products, CA), following the method
described by Ibafiez-Bernal (2005a). The keys of Ibafiez-Bernal (1999, 2003, 2005a and b)
were used for morphological identification of the captured material.

A total of 1442 phlebotomine sand flies were captured in the study area using two types
of traps CDC=74; Shannon=1368). The species identified were Lu. cruciata (98.8%), Lu. c.
cayennensis (0.8%), Lu. chiapanensis (0.3%) and Lu. atulapai (0.1%) (Table 1). This
paper is the first description of the composition of the sand fly population within an urban
area of this region of Mexico. The register of the presence of Lu. cruciata in the coffee-
producing region of Soconusco date from 1941 (Ibafiez-Bernal 1999), the oldest geographic
record of the four captured species. This, however, is the first time the species has been
trapped in an urban area. Both types of traps captured mostly specimens of Lu. cruciata,
although they were more predominant in the Shannon trap, suggesting the capacity of this
species to adapt to this type of habitat and confirming its anthropophilic habits (Rebollar-
Teéllez et al. 1996). Maintenance of this wild population must have required a relatively
nearby food source, considering the limited capacity for dispersion of hematophagous
adults (<100 m). The vertebrates associated with the habitat certainly provide ideal

conditions for its development, repose and reproduction (Salomén et al. 2008, Wassemberg
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et al. 2003). The approximately 9326 people that live around the study area (INEGI 2010,
DGEST-ITT 2013), however, should not be ruled out as a source of food for Lu. cruciata.
This study is the first geographic record of the species Lu. c. cayennensis, Lu. chiapanensis
and Lu. atulapai in this area. Records of these species in Mexico are rare and in the state of
Chiapas, even more so. In 1959, Lu. c. cayennensis was collected from a hole in a tree in
the municipality of Acacoyahua, Chiapas, co-existing with bats and reptiles (Vargas &
Diaz-Najera 1959). Lu. chiapanensis was collected in 1938 in the municipality of Chiapa
de Corzo (Ibafiez-Bernal 2003), while Lu. atulapai was trapped in the municipality of
Tuxtla Gutiérrez, Chiapas (Ibafiez-Bernal 2001). Previous records of the presence of these
species in Chiapas are very old, a fact that limits conclusions, although there may be
geographic registers in new areas as a consequence of highly modified anthropology. A
new geographic register for this species would constitute high risk of human contact with
the vector and possible focuses of infection because of the medical importance of these
species (Cochero et al. 2007) and because the conditions favor population increases during
the dry season in this region (Pérez et al. 2014).

Association of phlebotomine sand flies with patches of vegetation in an urban areas has
also been documented in other parts of the world with endemic leishmaniasis (Salomon et
al. 2008, Cerino et al. 2009). Tapachula is a population of approximately 350 thousand
inhabitants (INEGI 2010), who are mostly people from other parts of Chiapas, other states
of the republic, and mostly from Central America. In some of these places leishmaniasis is
endemic. Modifications in the landscape, together with peridomestic transmission and
domestication of the vector, promote epidemic outbreaks (Solomén et al. 2008). Currently,

there are no clinical cases of the disease recorded in this city, although Lu. cruciata is a
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species that has been incriminated as vector of leishmaniasis in Mexico (Pech-May et al.
2010). A possible immigration of infected humans to urban environments and the
abundance of vector species, together, would threaten the population with outbreaks of
leishmaniasis. In any case, the environmental conditions of urban zones are adverse
compared with those in secondary vegetation patches, although the latter may be
comparable to those observed in peridomestic habitats (Salomon et al 2008). In addition to
the high abundance of Lu. cruciata, the other species captured, although in low numbers,
their ability to feed on mammals or other domestic animals, also represents risk of
leishmaniasis transmission through interaction between possible zoonotic and
anthropozoonotic cycles that may arise (Chaves & Afiez 2004).

This paper is the first description of sand fly population composition within an urban
area in this region of Mexico, and the findings are the first register of Lu. cruciata in this
type of habitat, suggesting that it is highly capable of adapting to urbanized environments.
This finding makes it necessary to explore other sites with the same conditions, as well as
to monitor population fluctuations with the objective of establishing measures to reduce

human contact with the vector and the risk of possible focuses of infection.
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Table 1. Phlebotomine species captured in an urban area of the municipality of Tapachula,

Chiapas, Mexico.

Species Shannon CDC Total
¢ 4 ¢ 4
Lutzomyia cruciata 1368 O 28 28 1424
Lutzomyia c. cayennensis 0 0 6 6 12
Lutzomyia chiapanensis 0 0 4 0 4
Lutzomyia atulapai 0 0 0 2 2
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202 Figure legends

203

204 Figure 1. Location of the sample site in the municipality of Tapachula, Chiapas, Mexico.
205 Numbers inside the circle indicate population density and the shaded area
206 indicate the sampled forest.
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11. ANEXO 2 (Dictamen del Comité de Etica para la Investigacion de El Colegio de

la Frontera Sur)

EL COLEGIO DE LA FRONTERA STUR
COMITE DE ETICA PARA LA INVESTIGACION

——
ECIS LR

San Cristobal de Las Casas, Chiapas, 5 de febrero 2014
CE-D-008/14
Vigencia: 5 de febrero 2015

Oizcar Fammando Mikery Pacheco
Estudiante de Maestria
ECOSUR

FPRESENTE

Posterior a la revisién por parte del Comité de Efica para la Investizacidn (CED de su
profocole de investigacion: “Busqueds de ammaventes para Lufzom)da cruciara (Dipiera:
Poychodidse)”, con base en el capimalo VL articulo 20 del Beglamento del CEI de El Colagio
de la Fromtera Sur, el Comité en plens dictaming lo siguiente:

APROBARTO

Se extiends la presents para los fines académicos que requiera la solicitante

Atsntamente

]
\\!
'-._r1 =)

Dira. Guadalupe del Carmen Alvarez Gordillo
Presidents del CEI

orp. Ausireberts Mazar Bautel spacher (Tirectora del posgrada)
ccp. Comiie de Etica para la Investigacion
op. Archive

EL COLEGIOD DE LA FRONTERA SUR
San Cristobal Tapachula Chetumal Villahermosy
Carretera Paramericany v Periferico Sur &'n Bamio de Mana Aupdbisdora, CF 20200,
San Cristobal de Las Casas, Chiapas. Tel: (§7) 674.0000. Fax (967) §74.9021.
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