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RESUMEN DEL TRABAJO

En este proyecto se evalu6 la mortalidad de las larvas del Aedes aegypti, el cual es
un vector de muchas enfermedades viricas entre las cuales se destacan el dengue,
chikungufa y Zika. Inicialmente se desarrollaron seis sistemas que prolongan la
duracion del efecto de un larvicida en comparacion a un producto convencional,
cada uno con una concentracion diferente de una emulsion comercial que contenia
el larvicida Novaluron y el insecticida Bifentrina dentro de una matriz polimérica de
quitosano, con el propésito de disminuir la emergencia del mosquito Aedes aegypti
durante periodos de tiempo prolongados. Posteriormente, se evalué la mortalidad
del mosquito en condiciones de laboratorio durante 8 semanas y en semicampo
durante 6 semanas. Se evaluaron tres concentraciones de larvicida (0,5 ppm, 2,5
ppm y 5,0 ppm) con dos grados de entrecruzamientos distintos (25% y 75%). Los
principales resultados mostraron que durante 2 meses de evaluacion, todos los
sistemas mataron el 100% de las larvas para los bioensayos de laboratorio mientras
gue para condiciones de semicampo, los hidrogeles de concentracion 0,5 ppm y
25% de entrecruzamiento perdieron su efectividad en tres semanas de evaluacion.
Finalmente se seguira el estudio por parte del CIDEIM con el fin de encontrar el
tiempo maximo de efectividad y observar el comportamiento que puedan tener los
hidrogeles a través del tiempo.

Palabras clave: Aedes aegypti, hidrogel, quitosano, vector, Novaluron.
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ABSTRACT

In this project we evaluated the mortality of Aedes aegypti larvae, which is a vector
of many viral diseases, among which dengue, chikungufia and Zika. Initially, six
systems were developed which prolong the duration of effect of a larvicide compared
to a conventional product, each with a different concentration of a commercial
emulsion containing Novaluron larvicide and Bifenthrin insecticide within a chitosan
polymer matrix, with the Purpose of reducing the emergence of the Aedes aegypti
mosquito for prolonged periods of time. Subsequently, mosquito mortality was
evaluated in laboratory conditions for 8 weeks and in the semi-field for 6 weeks.
Three concentrations of larvicide (0.5 ppm, 2.5 ppm and 5.0 ppm) were evaluated
with two different degrees of crosslinking (25% and 75%). The main results showed
that during 2 months of evaluation, all systems killed 100% of the larvae for the
laboratory bioassays, while for semi-field conditions, hydrogels of 0.5 ppm
concentration and 25% of cross-linking lost their effectiveness in Three weeks of
evaluation. Finally it is tried to find the maximum time of effectiveness and to observe
the behavior that the hydrogels can have through the time, reason why they will
continue evaluating in the CIDEIM.

Key words: Aedes aegypti, hydrogel, chitosan, vector, Novaluron.
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1. INTRODUCCION

Las enfermedades transmitidas por vectores se han convertido en un problema
mundial, afectando a cientos de millones de personas cada afio. Sin embargo, estas
enfermedades han existido desde mucho tiempo atras, por lo cual las autoridades
competentes se han visto en la obligacion de usar insecticidas sintéticos para el
control del vector. Entre los aflos de 1940 y 1950 con el empleo de estos
insecticidas, se observo una disminucion de la prevalencia en las enfermedades
transmitidas por vectores. No obstante, hoy en dia la incidencia de estas patologias
esta incrementando. (Smith, Kasai, & Scott, 2016).

El mosquito Aedes aegypti es la especie mejor caracterizada dentro de la familia
Culicidae debido a su facil transicion del campo al laboratorio. Sus estudios han
proporcionado gran informacién acerca de la biologia, fisiologia, genética y
competencia vectorial del mosquito (Nene et al., 2007). El desarrollo del ciclo de
vida se da principalmente en lugares donde existe agua estancada, es decir,
recipientes naturales (huecos en los arboles y rocas, axilas de las hojas) o artificiales
(tanques, barriles, floreros, botellas, llantas) que mantienen un depdésito de agua
durante un tiempo determinado.

Las campafias para el control del vector se han enfocado en la reduccion de las
fuentes de infestacion, jornadas de limpieza y educacién sanitaria. A pesar de esto,
los resultados no han sido satisfactorios, debido a que estas acciones se deben
hacer regularmente, para que la reduccién en la proliferacion del mosquito en
recipientes de almacenamiento de agua sea eficaz. Se han propuesto otras
alternativas como el empleo de larvicidas que, con el tiempo, se han convertido en
estrategias poco efectivas debido a la generacion de resistencia por parte del vector.

De esta manera, el proyecto se basa en el empleo de larvicidas inmersos en una
matriz polimérica como desarrollo de nuevos sistemas para el control del vector A.
aegypti. Ademas, se empleé como polimero el quitosano, un polisacéarido
biodegradable. La matriz empleada funciona como un sistema que prolonga la
duracioén del efecto de un larvicida en comparacion a un producto convencional, la
cual contribuye a que este producto se libere lentamente evitando que se elimine su
accion con el recambio de agua ademas de reducir la frecuencia de aplicacion en
las fuentes de infestacion.
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2. DESCRIPCION DEL PROYECTO

2.1 Planteamiento del problema de investigacién y su justificacion en
términos de necesidad y pertinencia

El Aedes aegypti es un insecto del filo Arthropoda que transmite tres infecciones
viricas: el dengue, el chikungufia y el zika. Este vector se presenta en climas
tropicales y subtropicales de todo el planeta, especialmente en zonas urbanas y
semiurbanas. Colombia es un pais con una gran diversidad climatica por lo cual ha
desarrollado este mosquito, especialmente en lugares situados por debajo de los
2,200 m.s.n.m (OMS, 2016). Se han reportado brotes epidémicos de estos tres virus
transmitidos por el vector, por lo que estas enfermedades se han convertido en un
problema de salud publica, principalmente en los udltimos afios, debido al
incrementado de su incidencia. Ademas, alrededor de la mitad de la poblacién del
mundo esta en riesgo de contraer alguna de estas tres enfermedades (OMS, 2016).

El dengue es una enfermedad de caracter endémico-epidémico que constituye hoy
la arbovirosis mas importante a nivel mundial en términos de morbilidad, mortalidad
y afectacion econdmica (Martinez, E., 2008). En Colombia, el dengue representa un
problema prioritario en salud publica debido a multiples factores, entre ellos: el
aumento en la frecuencia de brotes de dengue hemorragico debido al incremento
en la reemergencia en la transmision viral, la circulacién de los cuatro serotipos al
mismo tiempo, y la infestacion por Aedes aegypti de mas del 90% del territorio
nacional. Estos factores ponen en riesgo a aproximadamente 25 millones de
personas que habitan en zonas urbanas de nuestro pais (Salamanca et al., 2010).

Desde 1978 hasta el 2010 se reportaron 1°020.637 casos de dengue en Colombia
(Padilla, Rojas & Séezn, 2012). Por otro lado, después del 2010 la ocurrencia de
dengue por afio incremento a 54,382 casos (Restrepo et al., 2014). Ademas, el
Instituto Nacional de Salud declara que hasta la semana 52 del 2016 se han
reportado aproximadamente 103,822 casos (INS, 2016).

De esta misma manera, para el virus del chikungufia se han reportado 19,566 casos
hasta diciembre del 2016, donde el 97,8 % han sido confirmados por clinica, 1,1%
confirmados por laboratorio y el 1,1% son casos sospechosos. Asi mismo, a partir
del inicio de la fase epidémica del virus zika en el pais (octubre del 2015) hasta
diciembre del 2016, se han notificado 9,799 casos confirmados de esta enfermedad
con 98,860 casos sospechosos (INS, 2016).

La alta incidencia de casos de enfermedades transmitidas por el vector, ha
generado la implementacion de diferentes formas de prevencion que consisten
principalmente en la aplicacion de insecticidas organofosforados, organoclorados y
carbamatos en los habitats donde se encuentra el mosquito adulto. Sin embargo,
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estos insecticidas han resultado poco efectivos por la resistencia que han
desarrollado las poblaciones de Aedes aegypti (Vontas et al., 2012).

Este proyecto busca desarrollar nuevas alternativas para el control del crecimiento
y propagacion del vector y asi disminuir la tasa de morbilidad por la transmision de
estas enfermedades. Para esto, se pretende realizar un sistema que prolonga la
duracion del efecto de un regulador de crecimiento comparado con un producto
convencional, desde una matriz polimérica de quitosano, el cual es un polimero
biodegradable y no toxico para los seres humanos, empleando hidrogeles con un
grado de entrecruzamiento del 25% y 75% de acuerdo a los resultados encontrados
por Karen Luna (Luna, K., 2016). Cabe resaltar que el objetivo es lograr obtener
resultados favorables, en cuanto a la duracion del efecto del larvicida, en
condiciones de laboratorio y semicampo, que proporcionen informacién importante
sobre como realizar un escalonamiento hacia otros medios de mayor volumen y asi
evaluar la viabilidad del proyecto.
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2.2Marco tedrico y estado del arte

2.2.1 Aedes aegypti

El Aedes aegypti es un vector de metamorfosis completa, antropofilico y que es
capaz de transmitir el virus del dengue, chikungufia y zika si se encuentra infectado
(Padilla et al., 2012). EI mosquito es capaz de reproducirse en lugares que tengan
agua estancada como lavaderos, macetas, recipientes descubiertos vy
abandonados, neumaticos desechados, etc. En su forma adulta, se encuentra
generalmente en el interior de las casas y suele volar aproximadamente 400 metros
alrededor de esta (OMS, 2016).

Las hembras son las Unicas que pueden realizar ovogénesis, por lo que necesitan
chupar sangre preferiblemente de humanos como fuente de proteinas y lipidos, en
particular colesterol, una molécula que el insecto es incapaz de sintetizar y que es
necesaria como componente esencial de las membranas biolégicas y como
precursor de las hormonas ecdiesteroides que son necesarias para la maduracién
de los huevos, e indispensables para el éxito de su reproduccion (Talyuli et al.,
2015).

Durante su ciclo de vida, el Aedes aegypti pasa a través de cuatro etapas diferentes:
huevo, larva (cuatro estadios), pupay adulto (figura 1). Las primeras tres etapas son
llamadas inmaduras y tienen lugar en el agua, mientras que el aire es el medio para
la etapa de adulto (Otero, Solari, & Schweigmann, 2006).

Stages of the mosquito VA

///
Adult
Mosquito
i AN

. BELYAE 'V .

Eggs
e = )
>l &= \
,\& [}
a1y
A Pupa
2 !

Yoe |
H >

Larva, A

third

i stage

larva, | k%
first | @
stage :

Figura 1. Ciclo de vida del Aedes aegypti.

El desarrollo del huevo puede durar 48 horas si el ambiente es humedo y calido, en
condiciones adversas podria durar hasta 5 dias. Esta etapa puede soportar periodos

! Imagen tomada de http://www.shutterstock.com/s/aedes/search.html?page=1&inline=369343772
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de desecacidon hasta por un afio. Posteriormente, sigue la fase larvaria que consta
de 4 estadios diferentes y donde se alimentan del material organico sumergido en
el agua o adherido a las paredes del recipiente donde se estan desarrollando. Esta
fase dura entre 5y 7 dias y requiere temperaturas entre 10 y 45°C. La etapa de
pupa dura de 1 a 2 dias y estas no se alimentan, pero si sufren modificaciones
anatomicas y fisiologicas. Finalmente, los adultos emergen del agua dejando atras
su piel pupal (Padilla et al., 2012).

Al final, la persistencia de esta especie depende de varios eventos como la
obtencion de nutrientes por parte de la hembra (sin lo cual no se formaran los
huevos), la disponibilidad de agua adecuada para la vida de los estadios de larva 'y
pupa, ademas de una apropiada temperatura (25-28°C) que permita a la hembra y
el macho copular, para finalmente comenzar de nuevo el ciclo con la ovoposicién
(Simoy, Simoy, & Canziani, 2015).

2.2.2 Dengue, chikunguiay Zika

Estos tres virus, ademas de la fiebre amarilla, pueden ser transmitidos por
mosquitos del genero Aedes en Colombia. Existen otros tipos virus como la
encefalitis japonesa, el virus del Nilo occidental y el virus Mayaro que pueden ser
transmitidos por estos mosquitos, pero no se encuentran en Colombia (OMS, 2016)
por lo cual no se tendran en cuenta para este trabajo. Por lo tanto, y teniendo en
cuenta su incidencia y distribucién, el Aedes aegypti es el vector mas importante en
la transmision de estas tres enfermedades por lo cual se hara referencia solo a esta
especie en el trascurso del documento.

El dengue es una enfermedad viral aguda del género Flavivirus que posee cuatro
serotipos (DENV1, DENV2, DENV3 y DENV4). Estos cuatro serotipos diferentes no
desencadenan inmunidad cruzada, por lo cual una persona puede tener esta
enfermedad por los cuatro serotipos. Sin embargo, cuando se adquiere la
enfermedad por un serotipo, se adquiere una inmunidad temporal de
aproximadamente 2 a 3 meses para otro serotipo. Después, la probabilidad de
adquirir dengue grave es mayor (Salamanca et al., 2010).

El periodo de incubacién del virus gira alrededor de 7 dias y las sintomatologias son
muy variadas, van desde formas asintomaticas hasta cuadros muy graves con
compromiso vascular, afeccion de 6rganos y sistemas que se asocian a mortalidad
(Guzman, 1999). De esta manera, se ha clasificado la enfermedad en dos tipos:
dengue y dengue grave. El primero presenta una sintomatologia de fiebre, dolores
musculares y articulares, dolor de cabeza, naduseas y sarpullido; mientras que el
dengue grave se caracteriza por dificultad respiratoria, hemorragias severas,
extravasacion del plasma y fallas organicas, lo que aumenta el riesgo de muerte en
personas que padecen esta enfermedad (OMS, 2016).
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A principios de 2016 se aproboé la primera vacuna contra el dengue: Dengvaxia
(CYD-TDV) de Sanofi Pasteur. Esta, es una vacuna tetravalente que contiene el
virus vivo atenuado y que ha demostrado ser efectiva con un perfil de seguridad
satisfactorio lo cual sugiere que, con esta inmunizacion, se puede contribuir a
alcanzar los objetivos propuestos por la Organizacion Mundial de la Salud de
reducir, para el 2020, la mortalidad en un 50% y la morbilidad de un 25% en
personas con el virus (Gessner & Wilder-Smith, 2016). Ademas, se estan
elaborando otras tres vacunas vivas atenuadas tetravalentes que se encuentran en
fase llb (CYD23) y en fase Il (CYD14 y CYD15) de los ensayos clinicos (Guy,
Briand, Lang, Saville, & Jackson, 2015).

Por otro lado, el virus de chikungufia es otro factor importante en la incidencia de
morbilidad causada por el A. aegypti. Su diagnostico es dificil ya que se puede
confundir facilmente con el dengue por su similar sintomatologia que se caracteriza
por: fiebre, dolor de cabeza y, manifestaciones cutaneas. Ademas, también podria
causar dolores articulares, principalmente en las extremidades, que pueden
desaparecer con los demas sintomas, o pueden permanecer por muchos afios
(Moro et al., 2012).

Similar a la vacuna para el dengue, el virus del chikungufia tiene dos vacunas
candidatas para prevenir la enfermedad. La primera es una version muy similar al
virus llamada VRC 311 y la segunda es un virus vivo basado en la vacuna del
sarampion llamada MVB. Ambas vacunas han sido evaluadas en fase | presentando
un porcentaje de efectos adversos, principalmente artralgias transitorias y por esta
razon aun se mantienen lejos de otorgamiento de licencias (Fernandez-Salas et al.,
2015).

El virus del Zika es el ultimo de los tres en llegar a Colombia. El primer brote se
describio en octubre del 2015. Los sintomas son similares a los de otras infecciones
por arbovirus y consisten en fiebre, erupciones cutaneas, conjuntivitis, dolores
musculares y articulares, malestar y cefaleas (OMS, 2016).

Por el contrario a los dos virus anteriores, la transmisién del Zika también es
probable que se dé mediante el intercambio de fluidos, transmisién sexual y
transfusiones de sangre lo que hace que la contencion de esta enfermedad sea
mucho mas dificil. Hasta ahora la enfermedad ha tenido poco impacto en la
sociedad, aunque su verdadero riesgo esta en la asociacion con malformaciones
congénitas, sindrome de Guillain-Barré y otros sindromes neuroldgicos. Sin
embargo, aun es necesario establecer su asociacion (Tilak, Ray, Tilak, & Mukherji,
2016).

Hasta la fecha no hay disponible ninguna vacuna para el zika. No obstante, la
iniciativa para desarrollar esta vacuna ha sido tomada por varios institutos entre el
cual se destaca el Instituto Nacional de Alergias y Enfermedades Infecciosas, NIAID
por sus siglas en inglés, de Estados Unidos (Tilak et al., 2016)
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Para el proyecto se emple6 un producto comercial, Rimon Duo, usado en diferentes
sectores agricolas. Inicialmente se queria obtener solo el producto que tuviera el
larvicida Novaluron. Sin embargo, no fue posible conseguir una emulsién comercial
que tuviera solo este larvicida por lo cual se tuvo que emplear el Rimon Duo el cual
consta de un 5% de Novaluron y un 5% de Bifentrina como ingredientes activos. En
proyectos anteriores se ha empleado el estdndar de Novaluron, no obstante, este
resulta ser muy costoso y poco rentable a la hora de usarse en proyectos como
este. Por esta razon, se busca un producto comercial mucho mas barato que
contenga el larvicida.

2.2.3 Agentes quimicos para el control del Aedes aegypti

Actualmente existen tres métodos para el control del vector Aedes aegypti que se
basan en: manejo del medio ambiente, control biolégico y control quimico. Dentro
del control quimico, se encuentra el manejo focal de formas inmaduras, es decir el
empleo de larvicidas, y el control de formas adultas del mosquito, es decir el empleo
de adulticidas. Para el primero, se dispone de larvicidas organofosforados como el
temefos, biopesticidas como el Bacillus thuringiensis y reguladores del crecimiento
como el diflubenzuron y el pyriproxyfen. Para el manejo de las formas adultas, se
emplean insecticidas liquidos en forma de aerosol, los cuales actian si sus gotas
guedan suspendidas en el aire. Entre ellos estan el malation, el fenitrotion y el
pirimiphos-metil (Salamanca et al., 2010).

Sin embargo, en los ultimos afios se ha venido presentando un alto grado de
resistencia por parte de los moquitos a los insecticidas organofosforados empleados
actualmente. Por esta razon, muchos paises han reemplazado este tipo de
insecticidas por reguladores del crecimiento de insectos (IGR) ya que presentan una
accion selectiva sobre el desarrollo de ciertas etapas especificas en el ciclo de vida
del vector. Entre este tipo de larvicidas se encuentra el Novaluron que sera el
empleado en el proyecto. (Fontoura et al., 2012)

El Novaluron es una Dbenzoilfenilurea  (()-1-[3-cloro-4-(1,1,2-trifluoro-2
trifluorometoxietoxi) fenil]-3-(2,6-difluorobenzoil) urea) (figura 2) que actia
principalmente por ingestion, pero también por contacto, alterando la composicién
de la cuticula, especialmente la inhibicién de la sintesis de quitina, lo que conlleva
a una deposicion endocuticular anormal que afecta la firmeza y la elasticidad
cuticular causando muda abortiva. Sin embargo, se han establecido otros posibles
mecanismos de accion del Novaluron que consisten en: inhibir el transportador
UDP-GIcNac a través de las membranas bioldgicas; bloguear la union de la quitina
a las proteinas cuticulares resultando en la inhibicion de la deposicion cuticular y
fibrilogénesis; inhibir la formacién de quitina debido a la inhibicion de la quitina
sintasa, ademas de la activacion de las quitinasa y fenoloxidasa las cuales estan
relacionadas con el catabolismo de la quitina; afectar el metabolismo de la ecdisona,
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ocasionando la acumulacion de esta hormona que estimula la quitinasa y asi afecta
la sintesis de la quitina; bloquea la conversion de glucosa a fructosa 6-fosfato; e
inhibe la sintesis de ADN (Dhadialla et al., 2005)

F Cl
CONHCONH OCF,CHFOCF,

F
Figura 2. Estructura quimica del Novaluron (Scott-dupree, 2007)

De esta manera, el Novaluron pertenece a la familia de los compuestos que
intervienen en la regulacién del crecimiento de insectos (IGR) y dentro de este
grupo, se sub clasifica en el grupo de los inhibidores de la sintesis de quitina (CSI).
Asi, el larvicida actia no solamente en los vectores del genero Aedes, sino que
también se usa para el control de plagas de otros dipteros, lepidépteros, coledpteros
y homopteros (Benradia & Soltani, 2016).

Por otro lado, la Agencia de Proteccion Ambiental de los Estados Unidos (EPA) y la
Agencia Regulatoria para el Manejo de Plagas en Canada (PMRA) designaron que
el Novaluron presenta una baja toxicidad aguda y no presenta efectos subcrénicos
significativos para los mamiferos. Ademas, sefialan que presenta un bajo riesgo
para el medio ambiente por lo cual sugieren que sea una alternativa que reemplace
el uso de pesticidas organofosforados, organoclorados y carbamatos (Scott-dupree,
2007). Asi mismo, la OMS recomienda que la dosis del larvicida en agua potable no
debe exceder los 0,05 ppm para ser considerado como seguro en los seres
humanos.

Otro grupo quimico para el control del vector son los piretroides, los cuales son
derivados sintéticos de un insecticida natural, la piretrina, obtenida en el extracto de
las flores de Chrysanthemum cinerariaefolium. Estos insecticidas se dividen en dos
tipos: los tipo I, que son sintetizados por la modificacion del grupo alcohol de la
molécula, mientras que los tipo Il han sufrido una modificacion del grupo acido y
contienen un grupo a-ciano-3-fenoxibencil como la Cihalotrina (ver figura 3).
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Figura 3. Cihalotrina, piretroide sintético tipo I

La Bifentrina, es un piretroide tipo | de tercera generacion, es fotolabil y su vida
media es tan solo de horas. Su nombre IUPAC es 2-metilbifenil-3-ilmetil (Z) (1RS,
3RS)-3-(2-cloro-3,3,3-trifluropropenil)-2,2-dimetilciclopropanocarboxilato (ver figura

4).
. HQCKCH2
O

Figura 4. Estructura quimica del insecticida Bifentrina (Riar, 2014).

CH,

Su mecanismo de accidn se basa en atacar el sistema nervioso central. La Bifentrina
interacciona con los canales de sodio dependientes de voltaje en las neuronas y
causa una despolarizacion debido a la entrada de iones sodio durante la excitacion.
Esta despolarizacion produce una actividad nerviosa repetitiva que lleva a una
hiperexcitacion y al final la muerte. Debido a este comportamiento, el insecticida
actia en el estadio adulto del mosquito A. aegypti y por esta razon, se usa
comunmente en el control por aspersion en zonas infectadas con el adulto (Riar,
2014).

El uso de este insecticida se vio restringido por la Agencia de Proteccion del Medio
Ambiente (EPA, por sus siglas en ingles) en el afio de 1989, debido a que presenta
alta toxicidad en gran variedad de peces, algunas aves, invertebrados terrestres y
acuaticos y otros insectos como las abejas (Riar, 2014). Por este motivo, el empleo
de Bifentrina se debe hacer de manera responsable, procurando tener un buen
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manejo de desechos y haciendo un correcto empleo en diferentes campos como la
agricultura, control de vectores, etc.

2.2.5 Hidrogeles de quitosano

Los hidrogeles son sistemas compuestos por redes de polimeros con grupos
hidrofilicos en su estructura. Estos sistemas tienen una alta afinidad por el agua, la
cual es capaz de penetrar estas redes y hacer que el hidrogel se hinche
confiriéendole una consistencia blanda, elastica y con una baja tension interfacial con
respecto al agua (Bhattarai, Gunn, & Zhang, 2010).

Los hidrogeles han venido utilizandose como sistemas de liberacién modificada de
medicamentos para mejorar algunas caracteristicas como: la cantidad de farmaco
absorbido, el lugar de absorcién y el tiempo indicado para que el tratamiento sea
eficaz. Esto se logra gracias a la caracteristica de hinchamiento que permite,
dependiendo de las condiciones del organismo, que el farmaco sea liberado poco a
poco a medida que el hidrogel va adquiriendo mayor volumen (Kumar et al., 2004).

Los polisacaridos son polimeros naturales empleados en la sintesis de los
hidrogeles por su abundancia y por encontrarse en fuentes naturales renovables
tales como: animales, algas, plantas, microbios y hongos. Ademas, la mayoria de
estos polimeros son clasificados como GRAS (generalmente reconocidos como
seguros), es decir que la mayoria de estos polimeros naturales son biodegradables
y no toxicos para los humanos (Alhaique et al., 2015).

Para este proyecto se utilizara el quitosano, un polisacéarido lineal conformado por
unidades aleatorias de -(1,4) D-glucosamina y N-acetil-D-glucosamina (figura 5).
Es producido comercialmente por la desacetilacidon de la quitina, un elemento
estructural en el exoesqueleto de crustaceos, moluscos e insectos principalmente,
aungue se encuentra también en algunos hongos. Ademas, la quitina es el segundo
biopolimero mas abundante después de la celulosa, por lo que puede ser
aprovechado para el uso en diferentes campos, no solo farmacéuticos sino también
en la medicina, biotecnologia, etc. (Mufioz et al., 2015)
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Figura 5. Estructura quimica del quitosano (Bhattarai et al., 2010)

Las caracteristicas del quitosano permiten su uso para la elaboracion de hidrogeles
como sistemas de liberacion modificada que posibiliten el desarrollo de nuevas
formulaciones que mejoren la biodisponibilidad de algunos farmacos, asi como la
disminucién de efectos adversos. El quitosano es una materia prima que se
caracteriza por ser biodegradable, biocompatible y no toxico ya que los vertebrados
tienen la capacidad de metabolizar el compuesto, tanto quimicamente a través de
la hidrolisis en medios acidos como el estbmago, asi como enziméaticamente a
través de ciertas proteinas como las lisozimas y las quitinasas (Kean & Thanou,
2010).

Asi, algunos dialdehidos y acidos carboxilicos son usados ampliamente en el
desarrollo de los hidrogeles como agentes entrecruzante, siendo el glutaraldehido
el mas usado para formar las cadenas reticuladas del polimero (Delmar & Bianco-
Peled, 2016). Sin embargo, la formacién del hidrogel no depende solamente del
agente entrecruzante y de su concentracion, sino que también depende del peso
molecular del polimero, el grado de desacetilaciéon que tenga, el pH del medio, el
volumen de solvente empleado en la preparacion, entre otras variables que van a
condicionar que se obtenga un proceso reproducible con el fin de poder obtener un
sistema que permita prolongar el efecto de un larvicida (Novaluron) a través del
tiempo para el control del A. aegypti.

2.2.6 Resultados obtenidos en trabajos de proyectos de grado anteriores

En trabajos anteriores que han empleado el larvicida Novaluron, se ha encontrado
que el grado de entrecruzamiento de los hidrogeles no es un factor significativo en
la mortalidad de las larvas. Sin embargo, si se demostré que los hidrogeles con la
concentracion 1,5 ppm fueron los mas efectivos en los 4 bioensayos de laboratorio,
que tardaron 15 dias cada uno, para matar el 100% de las larvas (Ladino, L., 2016).
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Por otro lado, Stephanie Falla encontr6 que el entrecruzamiento del hidrogel si
afectaba la mortalidad de las larvas. Determiné que el sistema de entrecruzamiento
del 75% fue el mas efectivo en el segundo periodo que duro 15 dias (Falla, S., 2015).
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2.3 OBJETIVOS

2.3.1 Objetivo general

Determinar la efectividad de hidrogeles de quitosano cargados con una emulsion
comercial (Rimon Duo) del regulador de crecimiento Novaluron y el insecticida
Bifentrina como sistema que permita la prolongacion del efecto larvicida, capaz
de inhibir el desarrollo del mosquito Aedes aegypti en condiciones de laboratorio
y semicampo, para el 2016

2.3.2 Objetivos especificos

e Obtener hidrogeles de quitosano con tres diferentes concentraciones del
producto Novaluron y Bifentrina proveniente de una emulsién comercial.

e Evaluar la eficacia del larvicida desde la matriz polimérica sobre la mortalidad
de las larvas de Aedes aegypti en condiciones de laboratorio y semicampo.

e Proponer estrategias de escalonamiento del proceso hacia volimenes
mayores como los sumideros.
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2.4 METODOLOGIA

2.4.1 Reactivos, materiales y equipos empleados.

Para la obtencion de los hidrogeles se utilizaron los reactivos presentados en la
Tabla 1.

Tabla 1. Reactivos empleados durante el proyecto.

Reactivos Pureza o Casa Comercial
concentracion

Quitosano 98% Sigma-Aldrich
Acido acético glacial 99,5% Sucromiles S.A.
Glutaraldehido 50% Protectol

Emulsién Rimon Bifentrina 5% y
Duo: Bifentrina y Novaluron 5%
Novaluron Proficol

Los materiales utilizados fueron: vidrios silanizados, rejilla de 10cm x 10 cm, Beaker
de 500mL, probeta de 100 mL y puntas de micropipeta. Se emplearon equipos como
la balanza analitica, micropipetas, horno Binder, magnetos, cabina de extraccion y
plancha de agitacion.

2.4.2 Obtencién de hidrogeles de quitosano con tres concentraciones
diferentes de Novaluron y Bifentrin y dos entrecruzamientos distintos

Para la elaboracion de los controles de los hidrogeles se prepar6 una solucién de
quitosano al 3%, empleando como disolvente una solucion de &cido acético al 2%.
Posteriormente, se adiciono la cantidad necesaria del agente entrecruzante,
glutaraldehido, para obtener los dos grados de entrecruzamiento distintos (25% y
75%). Esta adicion se realiz6 a una velocidad constante mientras la solucion de
guitosano estaba en agitacion permanente con un magneto sobre una plancha de
agitacion. Se espero a que el glutaraldehido se homogeneizara completamente y
posteriormente se llevé al ultrasonido donde con la ayuda de una espatula concava,
se sacaron las burbujas generadas en el proceso. Después, se llevo la solucion a
un molde de 10cm x 10cm que estaba sobre un vidrio previamente silanizado para

26



evitar la adhesion del hidrogel (ver figura 6). Luego, se aseguro el molde al vidrio
con 8 caimanes, 2 por cada lado, y se dejé gelificar a temperatura ambiente por 3
dias. Finalmente, se sacaron los hidrogeles del molde y se pusieron sobre un sartén
de teflon (ver figura 7) para llevarlos al horno a una temperatura de 50 °C. Alli se
dejaron por un dia mas y después se sacaron y se almacenaron en recipientes
plasticos marcados previamente para su posterior uso (ver figura 8).

Figura 7. Hidrogeles en el sartén de teflon antes de
ser llevados al horno
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Figura 8. Hidrogeles secos en los recipientes de plastico.

Por otro lado, se prepararon hidrogeles con tres concentraciones diferentes del
larvicida (0,5 ppm, 2,5 ppm y 5,0 ppm). En este caso se tuvo que dispersar el
larvicida, proveniente de una emulsion, en la solucién de acido acético al 2%. Para
esto, se agrego la cantidad de emulsion requerida para cada concentracion, con la
ayuda de una micropipeta, a la solucion de acido acético hasta que se
homogeneizara completamente. Posteriormente, se agregdé a la dispersion la
cantidad de quitosano requerido para obtener los hidrogeles y se dejé homogeneizar
hasta que se obtuvo una coloracion blanca traslucida. Finalmente, se le adicioné la
cantidad de glutaraldehido necesario para obtener cada grado de entrecruzamiento
y se siguieron los mismos pasos llevados a cabo para la elaboracion de los
controles.

Los célculos requeridos para la realizacion de estos hidrogeles se encuentran en el
anexo 1.

2.4.3 Determinacion del efecto del producto comercial sobre la mortalidad
de las larvas de Aedes aegypti en condiciones de laboratorio.

Los bioensayos realizados en esta parte se llevaron a cabo en el laboratorio de
control de vectores ubicado en las instalaciones del CIDEIM (Centro Internacional
de Entrenamiento e Investigaciones Médicas), debido a que aqui se dispone de las
condiciones ambientales necesarias para el desarrollo del experimento, ademas de
tener un cuarto disponible para la cria de las larvas utilizadas.

El efecto del larvicida liberado desde el hidrogel sobre la inhibicion de la emergencia
de Aedes aegypti se determind utilizando 10 larvas en estadios larvarios L1y L2, un
vaso plastico con 100mL de agua declorada y el hidrogel evaluado. Cada ensayo
se realizé por triplicado, incluyendo los controles (ver figura 9). Los vasos eran
cubiertos con una malla y un caucho con el fin de evitar que los mosquitos que
emergieran escaparan al aire (ver figura 10). Ademas, se alimentaron las larvas
cada dos dias con solucién de higado al 2% marca Difco hasta completar 15 dias.
En este tiempo se contaron las larvas vivas, muertas y los adultos que emergian
cada dos dias hasta completar este tiempo.
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Figura 9. Vasos empleados en los bioensayos en condiciones de laboratorio.

Grado de entrecruzamiento 25% Grado de entrecruzamiento 75%

1 |

X ' concentracion
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X 13
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10x 10x >
{ contro
Figura 10. Disefio experimental del ensayo en condiciones de laboratorio (Ladino,

L., 2016).

Después de transcurridos 15 dias, se procedié a cambiar el hidrogel a otro vaso con
10 larvas nuevas en estadios L1y L2 y con 100mL de agua declorada. Se evalud la
mortalidad de las larvas durante esos 15 dias y se repiti6 el proceso durante la
ejecucion del experimento que tuvo una duracion de 60 dias en total (4 bioensayos).
En los casos en que las larvas no habrian muerto durante los 15 dias, se dejaron
en el vaso correspondiente, sin el hidrogel, y se seguia evaluando la mortalidad
hasta que se completara el 100%.
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2.4.4 Determinacion del efecto del Novaluron sobre la mortalidad de las
larvas de Aedes aegypti en condiciones de semicampo.

Estos bioensayos se realizaron de igual manera en las instalaciones del CIDEIM;
se utilizaron baldes de 12L con agujeros al nivel de 10L para asegurarnos de que
no excediera ese volumen. Los baldes fueron dispuestos en las zonas verdes
debajo de arboles y expuestos a los cambios ambientales que sufrié la ciudad de
Calilos meses de octubre y noviembre de 2016. El agua utilizada fue la que provenia
de un riachuelo que pasa por el campus del CIDEIM y que proviene del rio Pance,
es decir, es un agua de pozo y sin tratamiento alguno.

Figura 11. Baldes empleados en los bioensayos con condiciones de semicampo

Para evaluar la efectividad de los hidrogeles en los baldes se montaron 10 sistemas
diferentes. Los baldes 1, 2 y 3 estaban cargados con 100 hidrogeles cada uno
(debido a que se utiliza un hidrogel para 100mL de agua, es decir que para 10L se
emplean 100 hidrogeles) con las concentraciones 0,5 ppm, 2,5 ppm y 5ppm,
respectivamente, y un entrecruzamiento del 25%. El balde 4 contenia la cantidad de
larvicida en emulsién necesaria para preparar 100 hidrogeles de concentracion 1X
(control positivo) y el balde 5 contenia 100 hidrogeles control con un
entrecruzamiento del 25% (control negativo). Los baldes 6, 7 y 8 tenian 100
hidrogeles cada uno, con las concentraciones 0,5 ppm, 2,5 ppm y 5ppm
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respectivamente, y con un entrecruzamiento del 75%. El balde 9 contenia la
cantidad de larvicida en emulsibn necesaria para preparar 100 hidrogeles de
concentracion 5X (control positivo) y finalmente el balde 10 estaba cargado con 100
hidrogeles control con un entrecruzamiento del 75% (control negativo) (ver figura
12).

Balde 4 Balde 5
{Control {Control
positivo negativo
con 1X) 25%)

Balde 1 Balde 2 Balde 3
(1X y (5X y {10X y
25%) 25%) 25%)

Balde 9 Balde 10
{Control (Control
positivo negativo
con 5X) 75%)

Balde 6 Balde 7 Balde 8
(1Xy (5X y (10X y
75%) 75%) 75%)

Figura 12. Disefio experimental del ensayo en condiciones de semicampo.

Los baldes se revisaron todas las semanas con el fin de observar si habia
proliferacion de larvas nativas en ellos. Dentro de los primeros 21 dias no se observo
presencia de larvas, por lo cual se decidié tomar 100mL de agua de cada balde y
ponerlos en vasos desechables con 10 larvas en estadios L1 y L2 criadas en el
laboratorio del CIDEIM y evaluar asi que la concentracion en los baldes era la
necesaria para matar las larvas (ver figura 13).

‘ CIDEIM ‘

l Larvas

]

—

Agua
Condiciones
Condiciones de controladas de
semicampo laboratorio

Figura 13. Ejemplo de la adicion de larvas del CIDEIM al agua proveniente de los
baldes en semicampo.
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7 dias después se observo la presencia de larvas nativas en algunos de los baldes
por lo cual se procedi6 a su recoleccion con la ayuda de una malla, se pusieron en
vasos plasticos con agua del mismo balde y luego fueron llevadas al laboratorio con
el fin de evaluar su mortalidad a través del tiempo (ver figura 14).

Larvas nativas

+ Agua
Condiciones
Condiciones de controladas de
semicampo laboratorio

Figura 14. Coleccion de larvas nativas para evaluar su mortalidad en el
laboratorio.

2.4.5 Evaluacion de los resultados obtenidos para la propuesta de un
escalonamiento a futuro

De acuerdo con los resultados obtenidos, se analizé cual es el sistema mas viable
para ser utilizado en un medio de mayor volumen como podria ser los sumideros,
tanques, lavaderos domésticos, llantas abandonadas, etc. Se realiz6 el calculo de
la capacidad en volumen que podria tener un sumidero (u otro medio de mayor
volumen) regular y la cantidad de hidrogeles necesarios para lograr el mismo efecto
en la mortalidad de las larvas. Ademas, se considerd cuales son los cambios
ambientales que podrian afectar las condiciones en la liberacion del larvicida y el
comportamiento del hidrogel. Por dltimo, se considero la forma y la cantidad de
hidrogeles que van a ser empleados en los sumideros y las posibles diferencias que
puedan presentar con respecto a las condiciones de laboratorio y semicampo.

2.4.6 Matriz de marco logico

OBJETIVO GENERAL
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Determinar la efectividad de nuevas formulaciones de hidrogeles de quitosano cargados
emulsiones comerciales del regulador de crecimiento Novaluron como sistema de liberacion
modificada capaz de inhibir el desarrollo del mosquito Aedes aegypti en condiciones de
laboratorio y semicampo, para el 2016

Ssbsgg}?i)csos Actividades Supuestos Indicadores
- Preparar una solucién | - El hidrogel no gelifica | - Obtener un
de quitosano al 3% en |antes de adicionarlo al | hidrogel
acido acético al 2% molde completamente
homogéneo,
- Adicionar el |-El hidrogel presenta|consistente y que
Novaluron en emulsion | completa presente
1. Sintetizar hidrogeles a la solucion de ho_mogeneidad y unif_or_midad del
de quitosano con tres guitosano uniformidad larvicida.
Sgﬁ(r:eerr]wtt?:ciones del” Se adiciona,solucic')n - Se obtiene un
Novaluron proveniente de glutaraldehido como | correcto g_rado de
de una emulsion agente entrecruzante | entrecruzamiento
comercial.

-Adicionar la mezcla a
los moldes y dejar
gelificar por 24 horas

-Cortar el hidrogel vy

dejar secar a
temperatura ambiente
de 2 a 3 dias.

- Llevar al horno a 50°C
por 24 horas.

2. Evaluar la eficacia del
larvicida desde la matriz
polimérica  sobre
mortalidad de las larvas

de Aedes aegypti en
condiciones de
laboratorio y
semicampo.

la

- En los ensayos de
laboratorio se requiere
llenar los vasos con
100 mL de agua, 10
larvas y 1 hidrogel.

-Tapar el vaso con una
malla y asegurarla con
un caucho.

-Alimentar las larvas
con gotas de solucién
de higado.

- La liberaciéon del
larvicida se da de
forma constante vy
uniforme asegurando
gque no emerjan las
larvas al estado adulto.

-Los medios utilizados
no sufren ninguna
alteracion inesperada y
el ensayo se realiza
normalmente.

-Los ensayos control
no presenten ningun
tipo de interferencia

- Las larvas que se
encontraban en el

medio con el
hidrogel cargado
de larvicida
murieron 'y no
emergieron
adultos.

- Las larvas que se
encontraban en el
ensayo control
emergieron como
adultos.

33




-Realizar el conteo de
las larvas vivas vy
muertas cada 3 dias.

-Cambiar el medio
(agua, larvas y vaso)
cada 15 dias.

-Realizar un control

donde el hidrogel no
contenga el larvicida.

-Para condiciones de
semicampo se requiere
lavar muy bien los
baldes a emplear.

-Llenar los baldes con
10L de agua y los
hidrogeles.

-Realizar el conteo de
las larvas cada 3 dias y
registrar los valores.

-Realizar de igual
forma un control donde
no haya presencia de
larvicida.

que pueda afectar los
resultados esperados.

3. Proponer estrategias
de escalonamiento del
proceso hacia
voliumenes mayores
como los sumideros.

- Analizar
estadisticamente  los
resultados obtenidos
en los anteriores
objetivos.

- Realizar el calculo de
la capacidad en
volumen que podria
tener un sumidero
regular y la cantidad de
hidrogeles necesarios
para lograr el mismo
efecto en la mortalidad
de las larvas.

resultados
no son

- Los
obtenidos
concluyentes.

-La informacién
obtenida durante el
proyecto es insuficiente
para realizar una
propuesta de
escalonamiento.

- Los resultados
muestran que el
hidrogel  perdura
en el tiempo y es
una alternativa
viable para el
empleo contra el
vector.
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2.5 RESULTADOS Y DISCUSION

2.5.1 Obtencion de los hidrogeles

La obtencidn de los hidrogeles de quitosano se logré después de un mes de intentar
varias opciones, empleando la metodologia mencionada anteriormente.
Inicialmente se intentd realizar el entrecruzamiento con una solucion de
glutaraldehido al 2,5%, observando que el proceso de entrecruzamiento del
polimero se daba inmediatamente. El gel se formaba rapidamente y no daba tiempo
para vertirlo en el molde. Por esta razén, se empez0 a reducir la concentracion del
glutaraldehido, de tal manera que diera tiempo tanto de sacar las burbujas de la
solucién, como de agregarla al molde y asi esperar que se gelificara alli para obtener
la forma deseada. Este procedimiento se hizo con pruebas de ensayo y error, hasta
que finalmente se encontré que la solucién del agente entrecruzante debia estar al
0,4% para poder obtener resultados satisfactorios.

En la obtencion de los hidrogeles con concentraciones 0,5 ppm, 2,5 ppm y 5ppm
del larvicida fue necesario cambiar el orden de adicion de los reactivos a la mezcla,
en comparacién con los trabajos anteriores. Stephania Falla mezclaba la emulsién
del larvicida después de haber formado la solucion de quitosano (Falla, S. 2015).
Sin embargo, en este caso el larvicida no se incorporaba totalmente, dejando
grumos y formando una solucién heterogénea, que no garantizaba que los 100
hidrogeles del molde tuvieran la misma concentracion del larvicida. Por esta razoén,
se decidio dispersarla primero en la solucion de acido acético al 2% y después
adicionar el quitosano. Al realizar este procedimiento se observé que la emulsiéon se
dispersaba inmediatamente y el quitosano se dispersaba en esa solucién sin
inconveniente, logrando finalmente una mezcla totalmente homogénea.

Finalmente, para obtener un mayor rendimiento en la obtencion de los hidrogeles
(mayor nimero de hidrogeles sacados de la rejilla), se llevé el molde al horno con
una temperatura constante de 25 °C. A temperatura ambiente los hidrogeles de los
bordes del molde se secaban, mientras que los que se encontraban en el centro
seguian con la consistencia de un liquido viscoso debido a las fluctuaciones de
temperatura que habia en el laboratorio (el aire acondicionado se apagaba por las
noches y se prendia de nuevo por las mafianas), llevando todo esto a obtener
porcentajes de rendimiento muy bajos (menos del 60% de hidrogeles sacados de la
rejilla).

2.5.2 Bioensayos en laboratorio

Al comenzar los bioensayos de laboratorio se presento un inconveniente que retraso
el experimento por casi mes y medio. Los bioensayos propuestos para la evaluaciéon
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de la mortalidad del mosquito se montaron de la forma descrita, sin embargo, tanto
las larvas que se encontraban en los vasos con hidrogeles cargados con larvicida,
como las larvas que estaban en los vasos con hidrogeles control, se estaban
muriendo. Si los controles estaban matando las larvas, el experimento no podia
continuar ya que estos hidrogeles no deberian tener el larvicida y el polimero con el
entrecruzante no deberia tener ningun efecto sobre las larvas.

Lo primero que se pensoé fue en que hubo una contaminacion cruzada entre los
diferentes lotes de hidrogeles fabricados anteriormente. Se realiz6 una nueva
produccion de hidrogeles control para descartar esta posibilidad, asegurando que
todos los materiales estuvieran muy bien lavados para garantizar que estos nuevos
hidrogeles no tuvieran trazas de larvicida. Posteriormente, se procedié a montar de
nuevo el experimento con los nuevos hidrogeles y las larvas de laboratorio. Sin
embargo, todavia se seguian muriendo los individuos por lo que aun habia algo que
las estaba matando.

Se reviso el agua utilizada en los vasos, la cual no tuvo ningn cambio respecto a
la empleada en proyectos anteriores. Se revisé también la alimentacion de las
larvas, que fue la misma que se ha usado en los ensayos anteriores y por ultimo, se
tuvo en cuenta los vasos de plastico usados, los cuales si habian cambiado respecto
a los que siempre se han dispuesto para este tipo de proyectos. Se procedio a
colocar 10 larvas en el vaso, pero sin hidrogel, para evaluar la mortalidad y se
observd que si murieron. Por esta razon, se atribuyé la mortalidad de las larvas
estudiadas con los hidrogeles control a los vasos usados.

Los vasos desechables se cambiaron por otra marca y se repitio el experimento. En
esta ocasion los vasos que tenian hidrogel cargados con larvicida mataban las
larvas, mientras que los vasos que tenian el hidrogel control no lo hacian. De esta
manera se logré continuar el ensayo sin problema.

Se realizaron 4 bioensayos de 15 dias cada uno para un total de 60 dias de
evaluacion. Después de terminar los 15 dias, se pasaba el hidrogel a otro vaso
nuevo que contenia otros 100 mL de agua y 10 larvas nuevas para el siguiente
bioensayo. En cada ciclo se realizaron gréaficas de mortalidad acumulada en el
tiempo donde se observa la comparacion del comportamiento para cada
concentracion del larvicida (0,5 ppm, 2,5 ppm y 5 ppm) con su respectivo control
negativo (sin larvicida) y el grado de entrecruzamiento (25% y 75%).

El primer bioensayo de 15 dias se llevd a cabo desde el 21 de septiembre de 2016
hasta el 7 de octubre de 2016. Los resultados se expresan en numero de dias donde
se llevo a cabo el conteo en la mortalidad de las larvas (ver graficas 1y 2).
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Gréfica 1. Primer bioensayo con entrecruzamiento del 25%.
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Grafica 2. Primer bioensayo con entrecruzamiento del 75%.

El segundo bioensayo se realiz6 entre el 12 de octubre de 2016 hasta el 31 de
octubre de 2016. En este caso, el ciclo duro mas tiempo debido a que el 100% de
las larvas no habian muerto durante los primeros 15 dias por lo tanto se extrajo el
hidrogel para comenzar el tercer bioensayo y se dejaron los vasos con el hidrogel 4
dias mas (19 dias) hasta que murieran las larvas o emergieran los adultos (ver

graficas 3y 4).
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Gréfica 3. Segundo bioensayo con entrecruzamiento del 25%.
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Gréfica 4. Segundo bioensayo con entrecruzamiento de 75%.

El tercer bioensayo se llevo a cabo desde el 29 de octubre de 2016 hasta el 13 de
noviembre de 2016. (ver figuras 5y 6).
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Grafica 5. Tercer bioensayo con entrecruzamiento de 25%.
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Gréfica 6. Tercer bioensayo con entrecruzamiento de 75%.

Finalmente, el ultimo ciclo se llevé a cabo del 15 de noviembre de 2016 hasta el 2
de diciembre de 2016 (ver graficas 7 y 8). Hasta esta fecha se complet6 los 60 dias
de evaluacion para realizar la comparacion de la efectividad de los diferentes
hidrogeles.
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Grafica 7. Cuarto bioensayo con entrecruzamiento de 25%.
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Gréfica 8. Cuarto bioensayo con entrecruzamiento de 75%.

Todas las graficas de mortalidad (graficas 1 a 8) realizadas para los 4 bioensayos
muestran que el 100% de las larvas murieron. Se observé que los tiempos
necesarios para alcanzar el 100% de mortalidad variaron entre los diferentes
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bioensayos, siendo el bioensayo 2 el que mas tiempo demoro con 19 dias, 4 dias
mas en comparacion con el bioensayo 1 que duro 15 dias y 3 dias mas en
comparacion con los bioensayos 3 y 4 que duraron 16 dias. Sin embargo, como la
diferencia de tiempo fue muy pequefia entre los bioensayos, el andlisis estadistico
se realizo teniendo en cuenta la mortalidad a los 15 dias para los 4 bioensayos.

Para determinar si existen diferencias significativas entre los diferentes bioensayos,
las réplicas evaluadas, las diferentes concentraciones de larvicida, los dos grados
de entrecruzamiento o la interaccion de estos, se realiz6 un modelo de regresion
multiple para evaluar estos parametros.

Para esto se planted una hipotesis nula (Ho) y una hipétesis alternativa (Ha):

Ho: No existen diferencias significativas en el tiempo que requiere matar el 100% de
las larvas

Ha: Existen diferencias significativas en el tiempo que requiere matar el 100% de
las larvas

Para comprobar estas hipotesis se toma el valor P como valor de referencia con un
alfa de 0,05, donde si el valor P es mayor o igual al alfa (P = a) se afirma la hipétesis
nula.

En la tabla 2 se muestra el modelo que evalla los diferentes parametros: los
bioensayos, sus réplicas, la concentracion del larvicida, el porcentaje de
entrecruzamiento y la interaccion de estos dos ultimos. En todos los casos se hace
una comparacién respecto al experimento uno, debido a que para realizar el modelo
se debe tener una referencia con la cual comparar los demas parametros. Por esta
razon este experimento no se muestra en la tabla. Asi, las diferencias
estadisticamente significativas encontradas son respecto a este experimento. En la
columna de laizquierda se muestra cada uno de los parametros (siendo “experimen”
los diferentes bioensayos, “concentra” las concentraciones, “percentre” el
porcentaje de entrecruzamiento, “expXcon” la interaccién los bioensayos y la
concentracion y “replica” las diferentes replicas) y se compara con el valor P de cada
uno de ellos.
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Tabla 2. Modelo de regresion lineal maltiple para evaluar si existe diferencias
entre los bioensayos, las réplicas, la concentracion del larvicida, el porcentaje de
entrecruzamiento y la interaccion de estos.

Xi: regreszs percmertalidad i.experimento*i.concentracion i.percentrecruzamiento

i.replica
i.experimento _Texperimen 1-4 (naturally coded; Texperimen 1 cmitted)
i.concentracion _Tconcentra 1-3 (naturally coded; Tconcentra 1 ocmitted)
i.eXxp~0*1.con~n Texp¥con £ # {coded a3 abowve)
il.percentrecr~o :Iper:entEEZI—E (naturally coded; Ipercentre 1 cmitted)
i.replica _Ireplica_1-4 (naturally coded; Treplica 1 omitted)
Source | 55 df M5 Humber of chs = E1
————————————— +-————————————— F({ 15, 40y = 57.8%
Model | 10787%.14&7 15 7181.594444 Prob > F = 0.0000
Regidual | 9520.83333 20 124.010417 B-=zquared = [.9158
————————————— +— Adj B-squared = 0.9000
Total | 117800 95 1240 Eoot MSE = 11.138
percmortali~d | Coef 5td. Err t Exlt| [85% Conf. Interwval]
______________ +________________________________________________________________
_Iexperimen 2 | -1.25 5.567994 -0.22 0.823 -12.330&7 9.830e7
Iexperimen 3 | 7.5 5.567994 1.35 0.182 -3.5808&7 18.58087
:Iexperimen:4 [ -11.25 5.567994 -2.02 0.047 -£2.33087 -.18593304
_Iconcentra 2 | -6.25 5.567994 -1.12 0.2685 -17.3308&7 4.83087
Iconcentra 3 | —b .25 5.567994 -1.12 0.2e5 -17.3308&7 4.83067
:ieprcon_EZE | S5.5%e-14 T.874335 0.00 1.000 -15.67043 15.67043
_Iexp¥con 2 3 | 2.5 T.87433% 0.32 0.752 -13.17043 18.17043
_IexpXecon 3 2 | ST T.874335 0.45 0.835 -11.82043 19.42043
_IexpXcon 3 3 | B.25 T7.874335 0.79 0.430 -5.420433 21.92043
_Iexpcon_4 2 | 14 T.874335 1.27 0.208 -5.670433 25.67043
_IexpXcon 4 3 | 12.5 T.874335 1.59 0.11& -3.170433 2B.17043
Ipercentre 2 | -2.083333 2.27312¢6 -0.492 0.362 -6.6069%4 2.440331
- _Irep;i:a:2 | T7.08333 3.214835 23.393 0.aoo T70.68855%1 83.48074
_Ireplica 3 | T68.25 3.214835 23.72 0.aoo 69.85257 82.a4743
Ireplica 4 | 75 3.214835 23.33 0.a0o0 658.80257 81.39743
- _:DHE | 26.45833 4.548252 5.8 0.a0o 17.411 35.505684

Las filas resaltadas, que sefalan la concentraciébn, el porcentaje de
entrecruzamiento y la interaccion de estos, muestran que estos pardmetros no
presentan diferencias estadisticamente significativas exteriorizando en todos los
casos un valor P mayor a 0,05.

Los analisis muestran que solo hay diferencias significativas cuando se evaltan los
bioensayos (experimen) y las réplicas. De esta manera, el modelo queda reducido
a los diferentes bioensayos y las diferentes replicas evaluadas para determinar
cuales son diferentes (ver tabla 3). En la primera columna de la tabla se observan
los parametros de interés: bioensayos y replicas y se compara con el valor P
mostrado en la columna 5. Se puede observar que todas las réplicas presentan
diferencias significativas con un valor P menor a 0,05 y que solo el experimento 3
es estadisticamente diferente al experimento 1 con un valor P de 0,001. Los demas
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experimentos presentan un valor P mayor al alfa, por lo cual se considera que no
presenta diferencias significativas aceptando la hipotesis nula. Asi, se propone el
modelo final

% mortalidad = By + X, + Bj X, + €
Donde X, representa los bioensayos y X, representa las réplicas.

Tabla 3.Modelo de regresion lineal multiple para evaluar si existe diferencias entre
los diferentes bioensayos y las réplicas evaluados

. %i: regress percmortalidad i.experimento i.replica

i.experimento _Iexperimen 1-4 (naturally coded; TIexperimen 1 omitted)
i.replica _Ireplica_1-4 (naturally coded; _Irsplica_l cmitted)
Source | 58 df M5 Number of oks = 96
————————————— e F( &, g89) = 150.27
Model | 107216.8667 & 17865.4444 Erch > F = 0.0000
Residual | 10583.3333 89 118.913858 B-squared = 0.5102
————————————— +-— 2dj B-sguared = 0.5041
Total | 117800 S5 1240 Root MSE = 10.805

percmortali~d | Coef. Std. Err. t P>t [95% Conf. Intervall]
______________ +________________________________________________________________
_Iexperimen 2 | -.41666&7 3.147534 -0.13 0.8595 -6.671544 5.838211
_Iexperimen_ 3 | 10.83333 3.147934 3.44 0.001 4_.57845¢6 17.08821
_Iexperimen 4 | -3.75 3.147934 -1.1% 0.237 -10.00488 Z2.504878
_Ireplica 2 | 77.08333 3.147534 24.45 0.000 70.82846 83.33821
_Ireplica_3 | 76.25 3.147534 24 .22 0.000 ©9.95512 82.50488
_Ireplica 4 | 75 3.147934 23.83 0.000 g8.74512 81.25488
_cons | 21.25 2.944623 T.22 0.000 15.39%1 27.100%

En el laboratorio todas las concentraciones evaluadas mataron el 100% de las
larvas en los 4 bioensayos realizados. Sin embargo, al aumentar la concentracion
del larvicida 5 0 10 veces se espera que la mortalidad de las larvas sea mucho
mayor, debido a que se esta aumentando en esta proporcion la Dosis Letal 99 del
larvicida. No obstante, no se encontraron diferencias debido a que con la
concentracion 1X fue suficiente para matar el 100% de las larvas. Lo que si se podria
evidenciar con mas tiempo de estudio, es que al aumentar la concentracién del
larvicida, el hidrogel tenga la capacidad de ejercer su accion por mas tiempo. Esta
hipotesis no pudo comprobarse por el limite de tiempo establecido. Sin embargo, el
CIDEIM contintia con el experimento y es posible que al pasar el tiempo se vean
estas diferencias.

El grado de entrecruzamiento esta muy relacionado con el tiempo de efectividad del
larvicida. Para los 60 dias de evaluacion del experimento tampoco se encontraron
diferencias significativas entre los diferentes porcentajes de entrecruzamiento
evaluados (25% y 75%), ya que en la tabla 2 se puede observar que este parametro
presenta un valor P mayor a 0,05. Se esperaria que al aumentar el grado de
entrecruzamiento exista una menor movilidad de las cadenas del polimero, por lo
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cual el larvicida tendra mayor dificultad en salir de la red polimérica y por tanto,
habra una menor liberacion de éste en el tiempo. Esta hipétesis también se podria
comprobar por parte del CIDEIM con un mayor tiempo de experimentacion.

La evaluacion de la mortalidad de las larvas para cada hidrogel sintetizado se realizd
por triplicado, con el objetivo de darle validez estadistica al experimento. El modelo
estadistico propuesto demostrd que existen diferencias entre las réplicas de cada
bioensayo ya que el valor P obtenido es menor a 0,05 (tabla 3). Se esperaria que el
comportamiento de las tres replicas fuera similar y las diferencias en la mortalidad
de las réplicas se debe a la variabilidad genética de las larvas.

2.5.3 Bioensayos en condiciones de semicampo

Para llevar a cabo el experimento se tuvo en cuenta la recomendacion de los
proyectos anteriores, los cuales no lavaron bien los baldes y por lo tanto no
crecieron larvas debido a que estos recipientes tienen en su superficie ciertos
quimicos para evitar el crecimiento de plagas.

El bioensayo se llevo acabo en un lugar abierto, los baldes se colocaron debajo de
arboles y expuestos a cualquier cambio climatico que pudiera afectar el
experimento. Durante el periodo del 7 de octubre hasta el 21 de noviembre que tuvo
cabida el ensayo, se presentaron lluvias fuertes que, sin lugar a duda, realizaron un
recambio en el agua de los baldes. Ademas, se encontré material organico, hojas,
tallos y tierra en todos los recipientes.

Después de tres semanas de haber montado el experimento (31 de octubre), y sin
obtencién alguna de larvas nativas en ninguno de los 10 baldes, se recolecto agua
de cada uno de los recipientes para ver el comportamiento con larvas de laboratorio.
En esta primera tanda se observé que después de 8 dias todas las larvas habian
muerto, con excepcion del balde 1 (1X con entrecruzamiento del 25%) donde a los
8 dias aun permanecian 18 larvas vivas de 20. 15 dias después (15 de noviembre),
y al no encontrar larvas nativas en ninguno de los 10 baldes, se procedié a recoger
agua de cada uno de los recipientes para colocar larvas de laboratorio y ver su
comportamiento. En esta segunda tanda, y pasados 6 dias, todas las larvas habian
muerto exceptuando el balde 1 con 18 larvas vivas de 20, el balde 2 (5X con
entrecruzamiento del 25%) con 8 larvas vivas de 20 y el balde 6 (1X con
entrecruzamiento del 75%) con 15 larvas vivas de 20.

Hay que tener en cuenta que el balde 1 tenia los hidrogeles con el menor grado de
entrecruzamiento y la menor concentracion del larvicida. Esto podria indicar dos
cosas: al tener un menor porcentaje de entrecruzamiento, las cadenas de los
polimeros van a permitir que haya una mayor liberacion del larvicida al medio,
reduciendo su tiempo de efectividad. Por otro lado, al ser el hidrogel con la menor
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concentracion de larvicida, se esperaria que su efecto terminara en menor tiempo
en comparacion a los otros hidrogeles con mayor concentracion del larvicida.

A la cuarta semana de evaluacion se encontré la presencia de larvas nativas
exclusivamente en el balde 1 (1X con 25% de entrecruzamiento). Estas se llevaron
al laboratorio y se observé que al pasar los dias iban saliendo mosquitos Aedes
Albopictus, lo que confirma que los hidrogeles del balde 1 habian perdido la
efectividad y estaban dejando emerger los vectores. Para los demas baldes nunca
se vio presencia de larvas o pupas nativas.

Para estos bioensayos no se realizaron analisis estadisticos debido a que los datos
obtenidos eran insuficientes para lograr realizar un estudio completo y que mostrara
resultados certeros.

En las siguientes semanas no se observd presencia de larvas nativas en los
recipientes y la recoleccion de datos, para este experimento en condiciones de
semicampo, se suspendié. Sin embargo, los sistemas quedaron montados y la
lectura de los datos se seguira realizando por parte del CIDEIM.

Por otro lado, se estaba evaluando simultdneamente otro producto (Piriproxifen) por
parte de un compafiero al cual si le llegaron muchas larvas. Una explicacion para
gue no hubiera presencia de larvas nativas en los baldes es debido a que los
mosquitos presentan cierta repulsion al Novaluron por lo cual ni siquiera se
acercaban a los baldes a colocar sus huevos. Esto se ha observado en proyectos
anteriores con Lorena Ladino y para este se evidencio una situacion similar, por lo
cual se cree que existe cierta repelencia. Ademas, se encontré que la Bifentrina
presenta una repelencia espacial a las hembras de A. aegypti utilizando
concentraciones muy pequefas del insecticida (Ayala-Sulca et al., 2008). Los 10
recipientes se colocaron de forma contigua, el balde control positivo al lado del balde
control negativo, lo cual podria explicar porque ni siquiera hubo presencia de larvas
en los baldes con control negativo donde habia hidrogeles sin larvicida. Esto podria
ser una ventaja cuando no se quiera tener presencia del mosquito en las aguas
estancadas, es decir, se podria proponer usar estos hidrogeles con Novaluron en
los lavaderos de las casas o cualquier otro recipiente con agua dentro de una casa
y evitar su reproduccion. Por otro lado, podria ser una desventaja cuando se quiere
poner una trampa al mosquito, es decir, si se quiere atraer al vector al depésito de
agua para que ponga sus huevos, este podria ser el caso de los sumideros en las
ciudades o en cualquier otro lugar al aire libre.

2.5.4 Propuesta de escalonamiento a recipientes de mayor volumen.

Finalmente, este proyecto propone realizar un escalonamiento a medios que
contengan mayor capacidad en volumen, para lograr la inhibicion del vector A.
Aegypti en lugares que contienen agua estancada y que representan un potencial
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criadero para el mosquito. Lo primero que hay que tener en cuenta es que los
resultados a nivel de laboratorio fueron satisfactorios, para 100mL de agua fue
suficiente un hidrogel con un volumen 0,5cm3. Este hidrogel tiene forma de cubo,
con medidas de 1cm de largo, 1cm de ancho y 0,5cm de alto. En esta ocasion, la
concentracion y el grado de entrecruzamiento no fueron un factor determinante ya
gue en todos los casos se vio una mortalidad de 100% en 2 meses que se llevo a
cabo el bioensayo, ademas en el andlisis estadistico se evidencio que estos dos
paradmetros presentaban un valor P mayor a 0,05 por lo cual se acepta la hipétesis
nula y se comprueba que no existen diferencias significativas en el tiempo que
requiere matar el 100% de las larvas.

Para pasar del bioensayo a nivel de semicampo se tuvo en cuenta que el volumen
aumentaba a 10L de agua. Por esta razon, se incluyeron 100 hidrogeles con las
mismas caracteristicas mencionadas anteriormente. En este caso los resultados
tuvieron una variacion y se encontrd que los 100 hidrogeles con una concentracion
de 1X y un entrecruzamiento del 25% perdieron el efecto en aproximadamente tres
semanas de uso. Esto probablemente se debié al recambio de agua que sufrié el
balde debido a las constantes lluvias presentadas en esas fechas. Este es un
importante factor a considerar dependiendo del recipiente escogido realizar el
escalonamiento. Es decir, si es un lugar abierto y el aire libre, este tipo de hidrogel
posiblemente no vaya a arrojar resultados favorables. Por otro lado, si es un lugar
cerrado que siempre conserva el mismo volumen de agua durante un tiempo
determinado, se podria considerar utilizar este sistema.

Para realizar el escalonamiento se debe usar un hidrogel con volumen de 0,5cm3
por cada 100mL de agua. Por ejemplo, si el volumen de un sumidero (que esta en
la ciudad, es destapado y al aire libre) es de 150L, se recomendaria utilizar 1500
hidrogeles de concentracion 5X o 10X con un entrecruzamiento del 25% o del 75%,
dependiendo del tiempo que se requiera para que permanezca la efectividad del
sistema. Si por el contrario se tiene otro receptaculo de volumen de 50L y esta en
algun sitio cerrado, se recomendaria usar 500 hidrogeles de concentracion 1X o 5X
con un entrecruzamiento del 25% y con un recambio de los hidrogeles cada 2 meses
para asegurar el efecto del larvicida durante el tiempo que se requiera.

Es importante aclarar que se deben utilizar hidrogeles de estas medidas (1cm x 1cm
x 0,5 cm) asi sea en un numero mucho mayor. En proyectos anteriores se realiz6 el
experimento con un hidrogel de mayor tamafio que contenia la DLy del larvicida
para garantizar su efecto en un volumen de agua de 10L. Sin embargo, los
resultados obtenidos en estos proyectos demostraron una baja efectividad, ya que
de esta manera no se conseguia la mortalidad del 100% de las larvas. Al usar un
solo hidrogel de mayor tamafio se reduce el area superficial considerablemente y la
liberacion del larvicida en términos de concentracién era mucho menor. Por esta
razon, se deben usar un mayor numero de hidrogeles pequefios para poder
escalonar los resultados.
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2.6 CONCLUSIONES

Se logroé obtener todos los hidrogeles con las diferentes concentraciones de larvicida
y los dos grados de entrecruzamiento propuestos.

Se determin6é que todos los hidrogeles cargados con alguna concentracion del
larvicida, tuvieron la capacidad de matar el 100% de las larvas en dos meses de
evaluacion y que no presentaron diferencias estadisticamente significativas en este
tiempo. También se encontré6 que la concentracién residual del larvicida que
quedaba en el agua después de los 15 dias de un ciclo fue suficiente para seguir
matando las larvas del A. aegypti.

Se encontré que hubo diferencias estadisticas entre las réplicas de estos, las cuales
se deben a la variabilidad genética de los organismos Vivos.

Se observo que hubo repelencia por parte del vector a la mezcla de larvicidas
utilizados (Novaluron y Bifentrina) en los bioensayos de semicampo.

Se evidencio que para condiciones de semicampo, el hidrogel con concentracién 1X
y 25% de entrecruzamiento perdio la efectividad a las tres semanas de evaluacion
dejando emerger los adultos del mosquito. También se encontrd que los hidrogeles
con concentracion 10X y 25% de entrecruzamiento, 5X y 75% de entrecruzamiento
y 10X y 75% de entrecruzamiento fueron los mas efectivos en tres semanas de
estudio
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2.7 RECOMENDACIONES

Se sugiere que se realice una cinética de liberacion del larvicida para cada hidrogel
y se cuantifigue su concentracion a través del tiempo, para ello se podria emplear
la espectrometria de masas ya que es una técnica sensible y es capaz de cuantificar
las pequefias concentraciones usadas en cada hidrogel. Esto con el fin de ver el
comportamiento que tiene cada hidrogel en cuanto a la liberacién del larvicida para
cada sistema.

También se recomienda que se lleven a cabo los bioensayos por aproximadamente
6 meses hasta que se vea una disminucion de la mortalidad de las larvas, con lo
cual se puede establecer el tiempo estimado de efectividad de cada sistema
individual.

Se propone que los ensayos en condiciones de semicampo se hagan por triplicado
para obtener resultados mas congruentes y asi poder realizar un andlisis estadistico
gue muestre posibles diferencias en los sistemas.

Se recomienda realizar el escalonamiento en un sumidero real y aplicar las
consideraciones mencionadas anteriormente para observar su comportamiento en
estas condiciones.
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ANEXOS

Anexo 1. Célculos para la sintesis de los hidrogeles.
» Preparaciéon de solucion de acido acético al 2%

2mlL acido acético glacial . . L.
* 100 = solucion de acido acético 2%

100mL de soluciéon

Esta solucion fue preparada en un balén volumétrico de 100mL y como solvente
se utilizé agua destilada.

= Preparacion de solucion de quitosano al 3%

3g de quitosano
100mL de solucidén acido acético 2%

* 100 = solucion quitosano 3%

Esta solucién fue preparada en un beaker de 500mL y como solvente se utilizé
la solucion de acido acético al 3% preparada anteriormente.

* Preparacién de solucion de glutaraldehido 0,4% a partir de soluciéon de
glutaraldehido 50%

GV =GV,

(50%) x V; = (0,4%) x 50mL

_ (0,4%) x 50mL
e 50%
Vi = 0,4mlL

Esta solucion fue preparada en un balén volumétrico de 50mL usando como
solvente agua destilada.

= Determinacion de la densidad de la solucion de glutaraldehido

Se tomd como referencia los célculos realizados en el proyecto realizado por
Lorena Ladino en el 2015 y de acuerdo a sus resultados, se uso la densidad
para realizar los célculos posteriores de este proyecto.
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Tabla 4.Datos para determinacion de la densidad del glutaraldehido 2,5%

Para el agua Para glutaraldehido
Namero Peso Peso Peso Peso con
. . C solucion de
picnémetro picnémetro  picnémetro | Idehid
vacio () con agua () vacio (g) glutaralaenido
2,5% (9)
1 9,4695 14,9316 9,4714 14,9728
2 9,4696 14,9295 9,4713 14,9750
3 9,4694 14,9280 9,4713 14,9706
Promedio 9,4695 14,9290 9,4713 14,9733

En este caso se utilizo6 como densidad del agua 0,99808 g/mL que es la
correspondiente a 21°C, temperatura del laboratorio en el que se lleva al cabo la
sintesis. Para este célculo se utiliz6 la ecuacién mostrada a continuacion.

lutaraldehido 2.5% = (Pic. con gluta — Pic. vacio> del
p grutarataenmdo 2,5% = Pic.con agua — Pic.vacio X pactagua
lutaraldehido 2,5% = (14'9733g _9’4713‘9) 0,99808 -2
p GrUtarat@emao &o% = 149299 — 9,4695g / * ' mL
. 9
p glutaraldehido 2,5% = 1'006H

Pic.= Picnémetro
Gluta = glutaraldehido

» Calculos parala sintesis de los hidrogeles con Novaluron para el
ensayo de laboratorio

- Moles de quitosano

3g quitosano 1mol quitosano
100mL acido acético ©~ 170,376g

60mL sln quitosano x = 1,056x1072

Para poder realizar el calculo de las moles de quitosano aptas para realizar
el entrecruzamiento, se debe tener en cuenta el porcentaje de desacetilacion
del quitosano, el cual es 75%, proporcionado por el fabricante.
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Moles quitosano desacetilado = 1,056x10%moles quitosano x 0,75
Moles quitosano desacetilado = 7,92x1073

A partir de las moles de quitosano desacetilado se realiza el calculo de las moles
de glutaraldehido necesarias para realizar el entrecruzamiento necesario.

- Para entrecruzamiento 25%

3 . 1mol glutaradehido
7,92x10 °moles desacetiladas x - x 0,25
2 moles desacetiladas

Moles glutaraldehido = 9,904x10~*

Tabla 5.Moles de glutaraldehido por porcentaje de entrecruzamiento

Entrecruzamiento Moles glutaraldehido
25% 9,904x10*
75% 1,981x103

Después de obtenidas las moles de glutaraldehido se procede a su conversion
de unidades haciendo uso de la densidad ya determinada.

- Para entrecruzamiento 25%

9.904x10-*moles aluta x —229 gluta 100g solucién 1mL
’ X moles gluta x

1mol glutax 0,4g gluta * 1,006g gluta

mlL glutaraldehido = 24,6

Tabla 6.. Volumen de glutaraldehido por porcentaje de entrecruzamiento

Vol. Solucion
Entrecruzamiento  glutaraldehido 0,4%

(mL)
25% 24,6
75% 49,3
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Ahora, se procede a calcular la cantidad de Novaluron necesaria para que cada
hidrogel tenga la concentracion requerida, para esto se debe tener en cuenta los
mg de Novaluron necesarios para cada concentracion.

- Para cantidad de Novaluron
Volumen 100mL para cada bioensayo
. mg
Dosis letal 99 = 0,55ppm = O,SST

mg
O,SSTx 0,1L = 0,055mg

Se procede a determinar el volumen del cubo del hidrogel resultante del molde,
con el fin de asegurar la concentracion necesaria en el volumen total de este.

V = Ixlxl

mL
V =1cmx 1cm x 0,5cm x = 0,5mL
1cm3

Habiendo obtenido este valor del volumen y asumiendo que se tiene una
concentracion de 0,55ppm en el hidrogel completo se calcula la cantidad de
larvicida por mililitro.

, o 5x107%mg mg
Cantidad de larvicida = ———— = 0,11 —
0,5mL mlL

Habiendo obtenido este valor del volumen y asumiendo que se tiene una
concentracion de 0,55ppm en el hidrogel completo se calcula la cantidad de
larvicida por mililitro teniendo en cuenta que la emulsion presenta una
concentracion de Novaluron de 5%

Cantidad NOV necesaria

g Nov 1lg 100 ml emulsiéon 1000 uL

m
=0,11————x 100mL sl it
mlL sin x s Stn quitosano x 100mg X 5gNov x 1mL

= 220 ul de emulsion

Este célculo se repite para las diferentes concentraciones obteniendo los
resultados presentados en la Tabla 7.
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Tabla 7.Cantidad de Novaluron de acuerdo a la concentraciéon

Concentracion Emulsién de

(X=0,55ppm) larvicida (uL)
1X 220
5X 1100
10X 2200
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Anexo 2. Formato para la evaluacion de la mortalidad de las larvas en laboratorio.

FORMATO DE EVALUACION PARA MEDIR LA EFICACIA DE LA LIBERACION DE HIDROGELES EN LARVAS (LABORATORIO)

Experimento #: __ Responsable: Fecha de aplicacion hidrogeles: Fecha de aplicacion de larvas:
Producto: Especie: Cepa: Instar Evaluada:
Fecha
Entrec | Conc Repet Vivos |Muertos| Vivos [Muertos| Vivos |Muertos| Vivos |Muertos| Vivos |Muertos
PIAL|IP|AL [PJA[L |P|A]|L [P |JAL |P (AL [P |JA[L |P [A]L [P |JA[L |P [A

1
2
3

Control
1
2
3

Control
1
2
3

Control
1
2
3

Control
1
2
3

Control
1
2
3

Control
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Anexo 3. Formato para la evaluacion de la mortalidad de las larvas en semicampo.

FORMATO DE EVALUACION PARA MEDIR LA EFICACIA DE LA LIBERACION DE HIDROGELES EN LARVAS (SEMI-CAMPO)

Experimento #: _ Responsable: Fecha de inicio:
Producto: Especie: Cepa: Instar Evaluada: __
Fecha
Entrec| Repet # Vivos | Muertos| Vivos | Muertos| Vivos | Muertos| Vivos | Muertos| Vivos | Muertos
Baldes|L{P|A|L|P|A|L|P{A|L|{P{A|L|P|A|L|P|A|L{P/A|L|P|A[L|IPIA[L|P|A
1X 1
5X 2
25% | 10X 3
cl-)| 4
CH| 5
1X 6
5X 7
75% | 10X 8
ClH| 8
C(+ | 10
Observaciones
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