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RESUMEN DEL PROYECTO

Con el objetivo de encontrar nuevas estrategias que extiendan la actividad
residual de larvicidas usados para controlar proliferacion del vector de las
enfermedades endémicas: Zika, dengue y chikungunya, este proyecto buscé
crear una matriz de liberacion controlada, amigable con el medio ambiente, con
el fin de lograr la inhibicion del desarrollo del insecto Aedes aegypti. Se
obtuvieron hidrogeles de quitosano con dos grados de entrecruzamiento distintos
y tres cantidades diferentes de emulsiéon de piriproxifén. Los bioensayos se
llevaron a cabo en condiciones controladas de laboratorio y de semicampo, en
ellos se evalué la mortalidad de las larvas y las pupas o la emergencia de los
mosquitos adultos. Se hizo un analisis estadistico comparativo que no determino
cual matriz fue mas eficaz, dado que el tiempo de estudio fue de dos meses y no
se llegé a la liberacion total del larvicida. Ademas, se concluy6 que la propuesta
de escalonamiento mostro liberacion constante de piriproxifén, debido a que a
los 43 dias de haber iniciado el experimento se presentaron porcentajes de
emergencia nulos para la mayoria de los baldes y posiblemente pueda ser
empleada en ensayos de campo en el futuro.

Palabras clave: Aedes aegypti, Enfermedades infecciosas, Hidrogel, Liberacion
controlada, Piriproxifén, Quitosano.
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ABSTRACT

In order to find new strategies that extend the residual activity of larvicides which
are used to control of the vector of endemic diseases: Zika, dengue and
chikungunya, this project searched to create a controlled release matrix,
environmental friendly, in order to achieve the developmental inhibition of the
Aedes aegypti insect. Chitosan hydrogels were obtained with two different
degrees of cross-linking and three different pyriproxyfen emulsion ammounts.
The bioassays were made under laboratory controlled conditions and semi-field,
in which larval and pupal mortality or the emergence of adult mosquitoes were
evaluated. A comparative statistical analysis was made. It did not determine
which matrix was most effective, because the study time was two months and the
total release of the larvicide was not reached. In addition, it was concluded that
the staggered proposal showed a constant release of pyriproxyfen, due to the
fact that 43 days after the experiment was started, emergency percentages were
zero for most buckets and could possibly be used in field trials in the future.

Keywords: Aedes aegypti, infectious diseases, hydrogel, controlled release,
pyriproxyfen, chitosan.
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1. INTRODUCCION

Las patologias tropicales hacen referencia a enfermedades infecciosas que
tienen mayor incidencia en zonas de climas calidos y humedos. Dentro de éstas
se encuentran el Zika, dengue y chikungunya, las cuales se transmiten a través
del mosquito Aedes aegypti, por lo que se les conoce como enfermedades
arbovirales (OMS, 2016).

Segun datos estadisticos del Instituto Nacional de Salud, el nimero de casos
reportados de chikungunya en Colombia a finales de 2016 fue de 8,700. Por otro
lado, los casos nacionales confirmados del virus del dengue llegaron a 43,434
infectados. Finalmente, las estadisticas del presente afio sobre el Zika muestran
gue hubo 58,109 afectados, de los cuales 18,570 fueron habitantes de Valle del
Cauca (Sivigila, 2016).

Para disminuir las infecciones de enfermedades tropicales, la OMS plantea como
medida de prevencion el control del mosquito Aedes aegypti. Este consiste
principalmente en eliminar las aguas estancadas de los espacios domésticos,
usar repelentes de insectos y realizar aspersiones de diferentes insecticidas. Sin
embargo, dicho vector se ha adaptado a los cambios de su entorno y ha
desarrollado mecanismos de supervivencia, entre ellos la resistencia a algunos
biocidas y a la desecacion de sus huevos hasta por periodos de dos meses
(Rodriguéz, 2004). los sumideros de las calles son uno de los criaderos mas
productivos en el Valle del Cauca, los cuales son fumigados quincenalmente por
las Secretarias de Salud con el objetivo de interrumpir el crecimiento adecuado
de los estadios inmaduros del mosquito e impedir la emergencia de adultos. Esta
fumigacion es muy costosa y requiere un alto nimero de personal debido a la
presencia de mas de 48,000 sumideros en la ciudad.

El piriproxifén es un larvicida regulador del crecimiento, mimético de la hormona
juvenil, que interrumpe e impide la metamorfosis. Es una molécula de accién
lenta dado que actla solamente en la transicion de larva a pupa o pupa a adulto.
Ademas, la DLoo del mosquito es de 0,05ppm, concentracion muy pequefa y
atoxica para los vertebrados, lo que representa una ventaja al usarlo para el
control del vector de las enfermedades tropicales (IRAC, 2011).

Los hidrogeles de quitosano planteados en este proyecto pueden ser una
alternativa viable para prevenir la transmision de Zika, dengue y chikungunya en
Colombia y el mundo, ya que ayudarian a disminuir la proliferacion de su vector,
el mosquito Aedes aegypti. Estos hidrogeles presentan una buena
biocompatibilidad, biodegradabilidad, un proceso de fabricacién facil y se han
usado como matrices de liberacion controlada, por lo que pueden difundir el
larvicida gradualmente por largos periodos de tiempo, controlando la emergencia
de los estadios inmaduros del insecto. Esta caracteristica hace que este método
de control sea més eficiente que los convencionales, porque requieren menor
namero de aplicaciones, duran mas tiempo, reducen la contaminacioén y merman
los costos en materiales y personal.
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En este proyecto se sintetizaron hidrogeles de quitosano con dos grados de
entrecruzamiento (25% y 75%) y tres concentraciones de piriproxifén (1X, 5X 'y
10X; X=0,05ppm), usando glutaraldehido como agente entrecruzante. Se
realizaron pruebas de laboratorio y semicampo donde se midio la mortalidad de
las larvas y pupas, y la emergencia de adultos, respectivamente. El andlisis
estadistico permiti6 determinar que no hubo diferencias estadisticas
significativas entre las concentraciones de larvicida y los grados de
entrecruzamiento usados. Finalmente, se propuso un método para el
escalonamiento del producto, el cual consistia en el uso de cien hidrogeles por
balde para los bioensayos de semicampo, dado que su relacién con el volumen
de agua en los bioensayos de laboratorio era de cien veces mayor. De esta
manera se liberd el larvicida y se controlé la emergencia del mosquito durante
dos meses y, posiblemente, se pueda implementar en ensayos de mayor escala,
como por ejemplo en sumideros.

Los resultados de la matriz de quitosano de liberacién controlada obtenidos en
este proyecto pueden ser Utiles para investigaciones relacionadas con la
creacion de productos similares que estén encaminados a ser usados en el
sector agricola para el control de plagas, asimismo como para estudios de control
de vectores en sumideros y de mayor duracion.
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2. DESCRIPCION DEL PROYECTO

2.1 Planteamiento del problema de investigacion

Para conocer el porqué de este proyecto es necesario formular la siguiente
pregunta: ¢los hidrogeles de quitosano pueden ser una nueva estrategia viable
para extender la duracion de los insecticidas y con ello controlar al vector de
varias enfermedades endémicas, el mosquito Aedes aegypti, de una forma mas
eficaz que las convencionales?

Muchos paises del mundo, como Colombia, se encuentran en la zona
intertropical, regioén del planeta donde las condiciones son adecuadas para la
proliferacion del vector del Zika, dengue y chikungunya. Es por esta razén que
sus habitantes son propensos a desarrollar las enfermedades infecciosas
mencionadas anteriormente.

Segun datos estadisticos de la Organizacion Panamericana de la Salud y la
OMS, el niumero de casos reportados de chikungunya en paises o territorios de
las Américas en enero de 2016 fue de 991,134 pacientes, de los cuales 49,529
son colombianos (OPS, 2016). Por otro lado, recientemente el dengue ha
repercutido en un mayor grado sobre la poblacién mundial. Se estima que se dan
390 millones de infecciones por dengue cada afio, donde aproximadamente el
24% de los casos se manifiestan clinicamente (OMS, Dengue y dengue grave,
2015). Finalmente, el Zika es una patologia endémica relativamente nueva y su
incidencia esta aumentando. El Instituto Nacional de Salud report6 estadisticas
sobre los casos reportados de esta enfermedad hasta el 30 de enero de 2016.
Los registros muestran que a finales de enero de 2016 se registraron 20,297
afectados, de los cuales 1,911 fueron mujeres embarazadas (Palomino, 2016).

Las cifras expuestas anteriormente son preocupantes y aumentan rapidamente.
Para el control del vector de estas enfermedades, la OMS ha planteado
indicaciones basadas en eliminar los posibles criaderos del mosquito en aguas
estancadas y el uso de repelentes para prevenir su picadura. Adicionalmente, se
implementan aspersiones de insecticidas periédicamente para eliminar el
insecto, sin embargo, este artropodo ha desarrollado resistencias tanto a la
desecacion de sus huevos como a algunos compuestos usados en dichas
fumigaciones (Caceres, 2013). Unos quimicos son adulticidas y otros larvicidas.
Entre los larvicidas estan los reguladores del crecimiento, como el piriproxifén,
los cuales son moléculas que impiden el desarrollo de los estadios inmaduros
del insecto, adecuadas para el control del mosquito debido a que presentan
toxicidad minima ante los vertebrados y el vector es sensible a bajas
concentraciones de los mismos. Adicionalmente, el hecho de incorporarlos en
matrices poliméricas podria permitir la modificacion de su durabilidad para que
sea mayor a través del tiempo.

La matriz de liberacién controlada que se busca es una solucién potencial al
problema, porque podria difundir el larvicida continuamente a través del tiempo
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e inhibir el desarrollo del mosquito en su estadio larvario por largos periodos de
duracién y, por consiguiente, mitigar o prevenir la transmisién de estos virus en
la poblacién colombiana y mundial en un lapso considerablemente mayor a los
métodos convencionales. Con esta invencion podria aumentar la eficacia de la
actividad residual del insecticida, disminuir los costos en materiales y personal,
asi como la frecuencia de riego y minimizar la contaminacion al medio y sus
habitantes. Ademas, esta investigacion sobre los hidrogeles de quitosano se
puede extrapolar en futuros proyectos de desarrollo de productos similares
antiplagas que quieran ser implementados en el campo de la agricultura.
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2.2 MARCO TEORICO

2.2.1 LAS ENFERMEDADES TROPICALES

Los métodos para la prevencion y el control del vector del Zika, dengue y
chikungunya son poco eficientes, debido a que es necesario realizar aspersiones
regulares y, en el proceso, se incurren en gastos sustanciales. Estas patologias
representan un problema grave, pues tienen alta incidencia en el territorio
nacional. Es por eso que las investigaciones para el desarrollo de nuevas
técnicas de erradicacion del vector estdn aumentando (Numa, 2015). A
continuacion, se muestran descripciones generales y algunos datos histéricos de
cada patologia que contextualizan y respaldan la existencia de un problema de
salud publica en potencia, evidencia de la necesidad de implementar un mejor
control sobre el mosquito Aedes aegypti.

2.2.1.1 DENGUE

Esta patologia se define como una infeccion viral aguda, la cual no discrimina
edad, aunque debido a los procesos fisioldégicos asociados a cada poblacion, los
nifios y los adultos mayores son los pacientes potenciales a desarrollar la
infeccidn. Esta enfermedad se produce por un virus que se trasmite a través de
la picadura de mosquitos Aedes aegypti infectados (Ministerio de salud y
proteccion social, 2016).

Esta enfermedad infecciosa representa una amenaza para la salud publica a
nivel mundial, ya que méas de 2500 millones de personas (dos quintas partes de
la poblacion mundial) estan ubicadas en zonas propensas a desarrollar dengue
(Kouri, 2006). Adicionalmente, se ha confirmado la aparicion de esta patologia
en mas de cien paises. Ameérica central y del sur son territorios que han mostrado
altas tasas de prevalencia de dengue. El 72% de los municipios de Colombia se
encuentran por debajo de los 2200 msnm, por eso presentan la humedad y
temperatura adecuada para la presencia del vector. Esto indica que hay que
prestar especial atencion al control de este tipo de complicaciones clinicas
(Guzmén, 2002).

2.2.1.2 CHIKUNGUNYA

Esta patologia es ocasionada por un arbovirus, este agente infeccioso fue
aislado por primera vez en Tanzania en 1953. Chikungunya significa “caminar
encorvado” en algunos idiomas de africa oriental, nombre que hace alusion a los
sintomas de dolores articulares. Esta enfermedad es especifica de zonas
tropicales, aunque se han reportado brotes en Réunion (un complejo insular
situado cerca de Madagascar), India y en regiones cercanas al océano indico
(Gilles Pialoux, 2007). En las ultimas décadas, la enfermedad se ha propagado
hasta las Américas y, en 2007, ocurrié el primer brote de chikungunya en el
continente europeo (OMS, Chikungunya, 2016).
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El Instituto Nacional de Salud report6 que a finales de 2016 se habian presentado
8,700 casos confirmados del virus, y los departamentos con mayor namero de
personas afectadas fueron Santander, Valle del Cauca, Risaralda y Tolima
(Sivigila, 2016). Por todo lo dicho con anterioridad, se confirma que la patologia
es un problema de salud publica a nivel mundial y que es necesario crear
estrategias sagaces para su control y prevencion.

2213 ZIKA

Esta enfermedad, semejante a las mencionadas anteriormente, consiste en otro
arbovirus que emergié rapidamente a escala mundial que aparecid en las
Américas en el afio 2013. Originalmente, se report6 su primer brote en 2007 en
la isla de Yap en los Estados Federados de Micronesia, donde se reportaron 49
casos confirmados y documentados. En los afios siguientes, el Zika se asocié
con brotes en la Polinesia Francesa y después en las islas del Pacifico Sur de
Nueva Caledonia y la isla de Pascua (Brault, 2016). Esta patologia se ha
convertido en una epidemia diseminada desde Brasil, en 2015, a mas de 30
paises del continente americano. Se han descrito casos que asocian dicha
enfermedad con el embarazo y con un aumento en la incidencia de microcefalia
en los recién nacidos, el desarrollo del sindrome de GuillainBarré e infecciones
de impacto leve o asintoméaticas (Anderson, 2016).

Los primeros casos de Zika en Colombia se dieron en la costa caribe en el mes
de septiembre de 2015, dado que nuestro pais se encuentra en la zona
ecuatorial, las condiciones fueron propicias para el inicio de una epidemia
mediante la transmisién autéctona del virus. Hasta enero de 2016 se
documentaron 20.297 casos, 18.165 confirmados y 2.132 casos sospechosos
(Rodriguez, 2016). Los reportes expuestos anteriormente ocasionaron que la
Organizacion Mundial de la Salud declarara que los brotes de esta enfermedad
son una emergencia de salud publica de importancia internacional. Debido al
impacto negativo asociado a las enfermedades endémicas mencionadas
anteriormente, se ha hecho una gran insistencia en el desarrollo de vacunas y
terapias antivirales como prevencion y tratamiento de estas infecciones virales
(Brault, 2016).

2.1.1.4 SINTOMAS DE LAS ENFERMEDADES TROPICALES

Las tres patologias descritas anteriormente muestran sintomas semejantes y se
pueden confundir. Las guias de diagndstico diferencial ayudan a realizar un
dictamen médico adecuado. En la Tabla 1 se muestran algunas similitudes y
diferencias entre los sintomas de cada enfermedad.

Tabla 1. Similitudes y diferencias entre Zika, dengue y chikungunya (Secretaria
de Salud de México, 2015).

CHIKUNGUNYA DENGUE ZIKA
Con la picadura los Con la picadura los Con la picadura los
sintomas aparecen de 3 | sintomas aparecen de 5 | sintomas aparecen de 3
a 7 dias después a 8 dias después a 12 dias después
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Fiebre alta (40°C)

Fiebre alta (40°C)

Fiebre (38,5°C)

Dolor de cabeza

Dolor de cabeza intenso

Dolor de cabeza

Dolores musculares

Dolores musculares

Dolores musculares

Fuertes dolores

Dolores articulares

Conjuntivitis no

articulares purulenta
Malestar general Malestar general Artritis o artralgia
Nauseas Vomito Vomito

Manchas rojas o puntos
purpura en la piel que
se acompafa de picor

Parches de sangre bajo
la piel (en el dengue
hemorragico)

Erupciones en la piel
con puntos rojos o
blancos

Inflamacioén de las
articulaciones

Disminucion del apetito

Falta de apetito

Artritis

Dolor alrededor de los
ojos y detras de los
globos oculares

Dolores en la parte
posterior de los ojos

Sensacion de cansancio

Sensacion de cansancio

Diarrea

Sudoracion Dolor abdominal
Los sintomas duran de Los sintomas duran Los sintomas duran de
4 a 7 dias hasta 7 dias 4 a7 dias
2.1.15 EL VECTOR
Terrestrial

Terrestrial

3. Pupae

2. Larvae

Aquatic

Figura 1. Ciclo de vida del mosquito Aedes aegypti (Centers for disease control
and prevention, 2012).

Como se ha planteado a lo largo del documento, el mosquito Aedes aegypti es
el vector de las enfermedades endémicas de Zika, dengue y chikungunya.
Dichos insectos habitan climas tropicales, subtropicales y algunos climas
templados. Estos artrépodos viven cerca de las personas, porque alli encuentran
las condiciones apropiadas para su subsistencia (aguas estancadas, alimento,
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entre otros). Las hembras prefieren alimentarse de sangre humana por lo que
tienen mas probabilidades de diseminar estos virus que otros tipos de mosquitos
(CDC, 2016).

El vector de las patologias endémicas tiene un ciclo de vida (figura 1) en donde
ocurren transiciones que modifican la forma, la funcion y el habitat del animal. El
mosquito hembra pone sus huevos en las paredes de los recipientes y las larvas
eclosionan después de que entran en contacto con el agua (recuadro 1). Las
larvas (recuadro 2) adquieren su alimento de la materia suspendida en el medio,
hasta que estan listas para pasar al siguiente estadio. Una larva se convierte en
una pupa (recuadro 3) en una semana aproximadamente y, finalmente, en un
mosquito adulto en dos dias (recuadro 4). El ciclo de vida completo dura de 8 a
10 dias a temperatura ambiente (Centers for disease control and prevention,
2012).

Los huevos del vector de las enfermedades endémicas tratadas en este
documento desarrollaron adaptaciones que representan un problema para el
control de esta plaga y la prevencion de Zika, dengue y chikungunya. Estos
pueden resistir la desecacion durante meses. Esto implica que, si se elimina un
alto porcentaje de la poblacion de mosquito en cualquier otro estadio, la
repoblacion del insecto sera instantanea luego de que los huevos entren en
contacto con el agua. Hasta el momento no se conoce una forma efectiva de
controlar dichos huevos en los contenedores de agua (Centers for disease
control and prevention, 2012).

2.1.2 ESTRATEGIAS PARA EL CONTROL DEL VECTOR

La Organizacibn mundial de la salud establece que el Unico método para
controlar o prevenir la transmision de virus asociados a enfermedades
endémicas consiste en luchar contra los mosquitos, es decir, el vector de las
patologias. Por lo que, en primera instancia, se busca educar a la poblacién para
gue evite tener aguas estancadas en sus hogares, en los cuales el insecto tenga
oportunidad de depositar sus huevos. También se recomienda lavar
periédicamente los recipientes que contengan agua de forma permanente e
implementar el uso de elementos de proteccion contra el mosquito como, por
ejemplo, ropa de manga larga, anjeos y repelentes (OMS, Dengue y dengue
grave, 2015). Adicionalmente, se instaur6 el uso de insecticidas aplicados
mediante aspersiones periddicas para erradicar la plaga (Reiter, 2003). Estos
métodos resultan poco eficientes por los gastos regulares asociados a reactivos,
equipos y personal asociado. Ademas de que se han reportado ciertas
resistencias a los insecticidas comunes (Fontoura, 2012).

Ademas de los métodos anteriores, la Organizacion Mundial de la salud ha
planteado una estrategia adicional para el control del vector mediante el
desarrollo de insecticidas que regulen su proliferacion. Para evaluar la inocuidad
de estos productos quimicos existe un Esquema de Evaluacion de Plaguicidas
(WHOPES) establecido con la aprobacion de la Asamblea Mundial de la Salud
en 1960. El programa sirve como referencia para establecer normas y
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estandares para plaguicidas y la gestion del ciclo de vida de sus blancos. En la
actualidad, WHOPES establece el estudio de la seguridad, eficacia y
aceptabilidad operativa de los plaguicidas para la salud publica y el desarrollo de
especificaciones para el control de calidad y el comercio internacional (WHO,
2016).

2.1.3 SISTEMAS DE LIBERACION MODIFICADA

El quitosano es un polisacarido derivado de la quitina (figura 2), la cual se
encuentra en estado natural en las paredes celulares de algunos hongos y en el
exoesqueleto de los artropodos. Se produce mediante la hidrélisis de este
componente en medio alcalino (Velasquez, 2003).
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Figura 2. Estructura quimica de la unidad monomérica del quitosano.

Los hidrogeles son redes tridimensionales constituidas por cadenas poliméricas
con la capacidad de hincharse en medio acuoso, dado que tienen un caracter
hidroéfilo. Los hidrogeles obtenidos a partir de quitosano presentan una buena
biocompatibilidad, biodegradacion y un proceso de fabricacion facil; la capacidad
de estos hidrogeles de hincharse y deshidratarse depende de la composicion y
medio en el cual se obtuvo el gel (Sanchez, 2007). Adicionalmente, los
hidrogeles pueden cargarse con moléculas activas que son liberadas cuando se
hinchan, mediante procesos de difusion. Es por eso que este producto se puede
implementar como un sistema de liberacion controlada de sustancias quimicas
cuya tasa de liberacion dependera del grado de entrecruzamiento del material.

La liberacién controlada se caracteriza por difundir un compuesto activo al medio
de forma constante a través del tiempo, alcanzando un equilibrio o estado
estacionario en el que la concentracion del activo en el cuerpo es invariable,
posteriormente declina por el proceso de eliminacion (Tapia, 1995). El quitosano
es un polimero natural, por lo que al exponerse al medio ambiente no va a
representar un elemento contaminante, en cambio es biocompatible y
biodegradable. También se conoce como el Unico biopolimero natural catidnico
atil por poseer propiedades antifungicas, antivirico, antimicrobiano, no téxico
para el ser humano, emulsionante, absorbente de grasas, adsorbente de metales
contaminantes, entre otras aplicaciones que hacen que sea considerado de gran
utilidad en distintos campos de la industria (Vila, 2001). Este biopolimero ya se
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ha empleado en diversos estudios de liberacion controlada, entre los cuales se
encuentra la determinacion de la velocidad de liberacion de metronidazol
incorporado en membranas de quitosano, medida a través de la técnica de
volumetria de pulso diferencial y se concluy6 que existen diferentes mecanismos
de liberacion dependiendo del grosor de la pelicula de quitosano (Ortiz, 2012).
También se ha evaluado la liberacion de difosfato de cloroquina a través de
microparticulas de este polimero, en donde se encontr6 que el grado de
entrecruzamiento, la cantidad de farmaco cargado y el medio influye en la
velocidad de liberacién (Hernandez, 2010).

2.1.4 PIRIPROXIFEN

El piriproxifen (Figura 3) es un derivado de la piridina con actividad insecticida
por contacto e ingestion. No tiene actividad anticolinesterasa, pero actia como
un compuesto mimético de la hormona juvenil. Es un compuesto fotoestable, lo
que implica que presenta una actividad residual extendida en el medio en el que
se encuentra. Cuando una pupa o larva entra en contacto con el piriproxifen se
difunde a través de la envoltura de la misma y ocasiona que emerja
prematuramente. Esto conlleva a la mortalidad de los adultos que no se
alcanzaron a desarrollar completamente. Sin embargo, la fecundidad de las
hembras que sobreviven no se ve afectada (Maddison, 2008).

=
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Figura 3. Estructura quimica del piriproxifén.

Estudios anteriores realizados en Israel, Estados Unidos y Espafia revelaron que
solamente la mosca blanca presenta resistencia al piriproxifén. Sin embargo, el
mecanismo es desconocido (Schirmer, 2012). Los nuevos larvicidas emergentes
como el piriproxifen, son moléculas adecuadas para el control del mosquito
debido a que presentan bajos niveles de toxicidad a vertebrados y el vector es
sensible a bajas concentraciones del agente quimico (DLg9=0,05ppm). Ademas,
estudios revelan que el mosquito Aedes aegyti ha desarrollado resistencia a
otros tipos de insecticidas comerciales comunes como los organofosforados. Sin
embargo, los métodos actuales de aplicacion de dichos larvicidas son una
desventaja potencial debido a que la fumigacion representa un gasto enorme en
producto y riesgo para los operarios que diseminan estos quimicos (Fontoura,
2012).

En una investigacion por parte del CIDEIM en Colombia, se evalué la accion del

piriproxifen en los sumideros de un area urbana de Guadalajara en Buga, Valle
del Cauca. Tras la aplicacion mensual del larvicida se observé que la captura de
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larvas decrecio notablemente. Al finalizar el estudio, la incidencia de dengue baj6
en la poblacion estudiada (Ocampo, 2013). Recientes investigaciones
relacionadas a la liberacién controlada de piriproxifén mediante hidrogeles de
quitosano muestran que el sistema hidrogel mas eficiente para el control de
Aedes aegypti es el que contiene una concentracion de 3X de larvicida,
independientemente del entrecruzamiento, con un pico de 0% de emergencia.
Dado que, en este estudio se evaluaron concentraciones de 1Xy 2X de biocida,
las cuales no presentaros diferencias entre ellas. Sin embargo, al compararse
con la concentracion de 3X presentaron un porcentaje de emergencia mayor.
Adicionalmente, se determino que asi el grado de entrecruzamiento sea del 25%
0 75%, la eficiencia de la matriz va a ser la misma, debido a que no emergieron
adultos en cambos casos (Pefia, 2016).
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2.2 OBJETIVOS

2.2.1 Objetivo general

Determinar el efecto del larvicida piriproxifén incorporado en matrices
poliméricas de quitosano sobre la inhibicion del desarrollo de larvas y pupas del
mosquito Aedes aegypti a través del tiempo.

2.2.2 Objetivos especificos

» Sintetizar hidrogeles de quitosano con diferentes grados de
entrecruzamiento y concentraciones de larvicida.

= Determinar bajo condiciones controladas de laboratorio y de semicampo
la mortalidad de las larvas de Aedes aegypti al usar matrices cargadas de
larvicida.

= Determinar el grado de entrecruzamiento y la concentracion de larvicida
en la que se evidencia mayor mortalidad mediante andlisis estadisticos.

= Proponer un método para el escalonamiento del producto con la finalidad
de que sea eficaz y viable en los ensayos de campo a través del tiempo.
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2.3 METODOLOGIA

2.3.1 Recursos requeridos

Se usaron los siguientes recursos:

» Larvas de Aedes aegypti de cepa Rockefeller suministrados por el
CIDEIM.

» Reactivos: quitosano de bajo peso molecular marca Sigma-Aldrich (peso
molecular de 50,000-190,000 Da), acido acético glacial marca Sucromiles
S.A. (pureza de 99,5% m/m), glutaraldehido al 25% marca Protectol y
piriproxifen en emulsion O/W 100g/L marca Sumitomo Chemical Co.

» Materiales y equipos: vidrios silanizados, balanza analitica, Horno Binder,
Micropipetas, magneto, espatula, cabina de extraccion, plancha de
calentamiento, ultrasonido.

= Cuartos que permitieron mantener un ambiente con condiciones
controladas (temperatura y humedad) en las instalaciones del CIDEIM.

2.3.2 Obtencion de hidrogeles de quitosano cargados de piriproxifen

Para realizar la obtencion del hidrogel fue necesario preparar una solucién de
acido acético al 2%, ésta se mezclé con la emulsion de larvicida, utilizando el
magneto, en cantidades adecuadas para lograr tres concentraciones diferentes:
1X, 5X, y 10X (X = DLg9 = 0,05ppm) (Salazar, 2012). A partir de esta mezcla, se
preparé la solucion de quitosano al 3%. Posteriormente, se agrego el volumen
necesario de solucion de glutaraldehido al 0,4% para obtener grados de
entrecruzamiento de 25% y 75% (anexo 1).

% 3 s R ﬁ-n—n_llqﬁ
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Se desgasifico la mezcla por medio del equipo de ultrasonido o se retiraron las
burbujas de la superficie con una espatula y después se ubicé el producto en un
molde (figura 4) por 3 dias en el horno a 28°C. A los 2 dias de haber puesto a
secar los hidrogeles, se eliminaron las uniones existentes entre los cuadros del
molde, con el objetivo de facilitar la extraccion de los hidrogeles y conseguir un
mejor secado. Al transcurrir el tiempo estipulado, se retird el gel del molde
obteniendo pequefios prismas de 1cm?. A continuacion, las piezas obtenidas se
llevaron al horno a 32°C por 1 dia. Finalmente, los hidrogeles perdieron el agua
residual que contenian y fueron almacenarlos hasta su uso.

2.3.3 Estudios en condiciones controladas de laboratorio

Este estudio se llevé a cabo en un total de 24 vasos desechables con 100mL de
agua declorada por bioensayo (Figura 5). En la mitad se trabajé con hidrogeles
con grado de entrecruzamiento de 25% y la otra mitad con 75%. Para cada
entrecruzamiento se realizaron cuatro ensayos biolégicos con cada
concentracion de piriproxifén (1X, 5X y 10X); estos estudios se ejecutaron por
triplicado. Ademas, se estudié el comportamiento de tres vasos control (con
pastilla, pero sin larvicida) para cada porcentaje de entrecruzamiento. En cada
vaso se colocaron diez larvas y se cubri6 con una malla asegurada con un
caucho. Se adicion6 higado de res en solucién (0,02g/mL) como alimento para
las larvas cada dos dias.

o e N

Figura 5. Bioensayo en condiciones controladas de laboratorio.

La prueba examiné el crecimiento y la mortalidad de las larvas y pupas cada 15
dias, periodo en el que se realizd un recambio de agua y de larvas para evaluar
la actividad residual del larvicida, revisando y tomando las respectivas notas
cada 2 dias (anexo 2). Si al hacer este registro el volumen del vaso fue menor
de 100mL, éste se completd con agua declorada. Ademas, si después de los 15
dias no murio la totalidad de las larvas, se dejo el recipiente sin hidrogel para
observar si el contenido de insecticida residual lograba erradicarlas. Este estudio
durdé 2 meses. Las muestras se mantuvieron bajo un periodo de luz de 12 horas
seguido de uno de oscuridad de la misma duracion a 25-28°C (Ladino, 2016).

2.3.4 Estudios en condiciones de semicampo
Se utilizaron 10 baldes de 12L de capacidad, limpios y sin residuos de cualquier

clase de producto de limpieza (Figura 6). De los cuales cuatro fueron para el
entrecruzamiento de 25%, cuatro para el de 75% y los dos restantes fueron
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controles positivos con solo larvicida a una concentracion de 5X y 10X. En cada
grupo de porcentaje de entrecruzamiento habia tres replicas que contenian 100
hidrogeles de quitosano cargados de piriproxifén y un control negativo (tabla 5).

Figura 6. Bioensayo en condiciones de semicampo.

En cada balde se deposité 10L de agua de acequia y se hicieron dos agujeros
para que el volumen no sobrepasara el estipulado. Se esperaron 15 dias
después de haber montado del experimento para tomar las muestras y luego se
recolectaron las larvas y las pupas semanalmente. Si el recipiente presentaba
larvas de mosquito era necesario llevarlas al laboratorio. Este procedimiento se
hizo semanalmente, llevando un registro cada 2 dias (anexo 3).

En dos ocasiones, se tomaron 100mL de agua de los baldes y se le agregaron
20 larvas de la cepa Rockfeller, proporcionadas por el CIDEIM, para evaluar su
emergencia. Todos los vasos se taparon con una malla para evitar que los
adultos escaparan. Esta actividad tuvo una duracion total de alrededor de 2
meses.

El tamafio de los hidrogeles fue el mismo tanto para las pruebas de laboratorio
como para las de semicampo, con la diferencia de que en las primeras se uso
una sola pastilla por 100mL de agua en cada vaso. En contraste, dado que cada
balde del estudio de semicampo contenia 10L de agua (100 veces mas que el
volumen de los vasos), se usaron 100 pastillas dispuestas en una malla para su
facil movilizacion durante el experimento.

2.3.5 Analisis estadistico
Se organizaron los datos obtenidos en los ensayos de laboratorio y se realiz6 un
andlisis estadistico comparativo (ANOVA y homocedasticidad) para determinar

cual concentracibn y grado de entrecruzamiento presenté diferencias
significativas durante el estudio.
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2.3.6 Matriz de marco logico

Tabla 2. Matriz de marco logico para la ejecucién del proyecto.

OBJETIVO GENERAL

Determinar el efecto del larvicida piriproxifén incorporado en matrices poliméricas de
quitosano sobre la inhibicién del desarrollo de larvas del mosquito Aedes aegypti a través

del tiempo.

OBJETIVO ACTIVIDADES SUPUESTOS INDICADOR
ESPECIFICO

Sintetizar * Preparacion de la = Disponibilidad Obtencién de

hidrogeles de
guitosano con

solucion de acido acético

al 2%.

de reactivos
utilizados en el

una matriz de
hidrogeles de

diferentes * Mezclar la emulsion de proceso de quitosano
grados de Iarv'ici_da con I_a solucion fabrica(_:ic')n de carga_do de
entrecruzamie de acido acético (_';1] 2%. la maitriz. larvicida. o
ntoy . Prgparar la solucion de = El hidrogel Homogenizacion
. quitosano al 3% en la gueda completa de la
concentracion solucion de acido acético completamente mezcla y
es de al 2%. homogéneo y distribucion
larvicida. = Adicionar de la solucion el larvicida se uniforme del
de glutaraldehido al 0,4%. distribuye de larvicida en la
= Agregar la mezcla forma uniforme matriz.
obtenida al molde. en la matriz.
= Dejar gelificar por 3diasa | = El vidrio esta
en el horno a 28°C. completamente
* Alos 2 dias de secado silanizado.
eliminar las uniones = La solucion se
existentes entre los gelifica luego
hidrogeles. de ser
= Extraer los hidrogeles del adicionado al
molde y secar a en el molde.
horno a 32°C por un dia.
= Almacenar los hidrogeles
hasta su uso.
Determinar Condiciones controladas de = Un La matriz libera
bajo laboratorio: entrecruzamien el larvicida al
condiciones to de hidrogel impedir el

controladas
de laboratorio
y de
semicampo la
mortalidad de
las larvas de
Aedes aegypti
al usar

= Rotular los vasos de
acuerdo a la
concentracion del
larvicida y
entrecruzamiento del
hidrogel que va a

contener y llenarlos con la

cantidad de agua
especifica.

especifico
presenta mayor
eficiencia para
ser empleado
como un
sistema de
liberacién
prolongada a

desarrollo de las
larvas a través
del tiempo.

En los ensayos
control, en los
gque habia
ausencia de
larvicida, hay
presencia de
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matrices = Adicionar 10 larvas y el traves del larvas vivas y/o
cargadas de respectivo hidrogel a cada tiempo. mosquitos en
larvicida de vaso. = lLa estadio adulto.
liberacion » Tapar los vasos con la concentracion
controlada. malla y sujetarla con un de larvicida
caucho. usada se libera
= Contar cada dos dias las constante y
larvas muertas u observar uniformemente
la aparicion de las por el tiempo
mismas para cada vaso. de duracion
»= Alimentar las larvas cada estudiado.
vez que se haga el = Losvasosy
conteo. baldes que
» Realizar el recambio del contenian el
medio manteniendo el hidrogel sin
mismo hidrogel usado carga de
cada 15 dias. larvicida no
inhiben el
Condiciones de semicampo: desarrollo del
mosquito por
» Rotular los baldes de presentar
acuerdo a la larvas en ellos.
concentracion del = Factores como
larvicida y la limpieza de
entrecruzamiento del los baldes y
hidrogel que va a estimulos
contener y llenarlos con la externos no
cantidad de agua controlados
especifica. (lluvia,
= Adicionar el respectivo humedad y
hidrogel a cada balde. temperatura)
= En caso de que el alteren la
recipiente presente larvas mortalidad de
de mosquito es necesario las larvas del
llevarla al laboratorio. mosquito en los
»= Sino hay larvas se toman ensayos de
100mL de agua del balde semicampo.
y se le agrega 10 larvas
de la cepa Rockfeller para
confirmar que el
insecticida esta ejerciendo
su efecto.
Determinar » QOrganizar los datos = Un Las pruebas
cual es el obtenidos en los ensayos entrecruzamien estadisticas
grado de de laboratorio. to de hidrogel definen la
entrecruzamie | * Realizar un analisis especifico concentracion y
ntoy la estadistico comparativo presenta mayor el grado de

concentracion

(ANOVA y

eficiencia para

entrecruzamient
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de larvicida en
la que se
evidencia
mayor
mortalidad
mediante
analisis
estadisticos.

homocedasticidad) para
determinar cual
concentracion y qué
grado de
entrecruzamiento
presenta diferencias
significativas respecto a
los otros implementados
en el estudio.

Definir las condiciones de
fabricacion optimas a la
hora de elaborar los
hidrogeles segun el
analisis de datos
obtenido.

ser empleado
como un
sistema de
liberacion
prolongada a
través del
tiempo.

Existe una
concentracion
minima de
insecticida a la
gue elimine al
100% de las
larvas.

0 Optimos para
inhibir el
desarrollo de
larvas de
mosquito Aedes
aegypti a
estadio adulto.

Proponer un
método para
el
escalonamient
o del producto
con la
finalidad de
gue sea eficaz
y viable en los
ensayos de
campo a
través del
tiempo.

Investigar en articulos
cientificos sobre la
liberacién de moléculas a
través de matrices
poliméricas y las
dimensiones que adoptan
dichas matrices para
tener una liberacion
optima.

Obtener asesoramiento
con personas expertas en
el uso de matrices para la
liberacién controlada de
moléculas.

Optimizar las dimensiones
de la matriz de quitosano
con el fin de provechar
completamente el material
necesario para su
fabricacion.

La fabricacién
de la matriz al
adoptar una
forma cuadrada
es mas sencilla
y se aprovecha
todo el material
implementado
sin crear
residuos.

Obtencion de
una malla con
100 pastillas
para la
liberacion
controlada de
larvicida por
cada 10L de
agua.
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24 RESULTADOS

2.4.1 Obtencidén de hidrogeles de quitosano cargados de piriproxifén

La dispersion de la emulsion de piriproxifén en la solucién de quitosano al 3%
inicialmente se realiz6 agregando el larvicida a la solucién, obteniendo completa
homogeneidad luego de 24 horas de agitacion. Posteriormente, la emulsion se
mezcl6 directamente con la solucion de &cido acético al 2%, observando su
dispersién instantdnea y la posterior solubilizacion del quitosano sin ninguna
alteracion.

El proveedor del quitosano empleado en este trabajo fue el mismo que el usado
en proyectos anteriores, motivo por el cual se puede asumir que tenian
viscosidad semejante. Por este motivo se empled una solucién de glutaraldehido
al 2,5% para la fabricacién de los hidrogeles (Ladino, 2016). Sin embargo, al
implementar esta concentracion de agente entrecruzante se observd que la
gelificacion fue inmediata y no daba tiempo de verter la mezcla final en el molde.

Se tuvieron que realizar diferentes ensayos reduciendo la concentracién del
agente entrecruzante, hasta llegar a una concentracién de glutaraldehido de
0,4% que permitio eliminar las burbujas y verter la mezcla final en el molde sin
que la mezcla se gelificara.

A la hora de secar los hidrogeles, inicialmente se dejaban en un estante del
laboratorio, fuera de exposicion de la luz. Sin embargo, se obtenia un secado
irregular, por lo que se decidi6 secarlos en el horno a 28°C asegurando una
temperatura constante.

Adicionalmente, al llevar a cabo el proceso de secado se creaba una lamina en
la parte superior del molde que interconectaba sus espacios y hacia que los
hidrogeles se deformaran, se rompieran o dificultaba su extraccién del molde.
Para solucionar esta situacion se opto por eliminar dichas uniones con una
espatula, con esta accion se optimizo la fabricacion de las matrices de liberacién
controlada y su rendimiento fue mayor.

2.4.2 Estudios en condiciones controladas de laboratorio

Al iniciar los bioensayos de laboratorio, se observo que las larvas de los controles
(hidrogeles sin larvicida) estaban muriendo. Se cambiaron los vasos
desechables que contenian las larvas y se vio que la mortalidad disminuyo
significativamente. Aun asi, los controles tuvieron tendencia a mostrar mortalidad
acumulada significativa (grafica 6), sin embargo, al finalizar el experimento, se
comportaron de forma aceptable y mostraron mortalidad acumulada minima
(gréfica 8).

En las gréaficas de la 1 a la 4 se observa la mortalidad acumulada de las larvas y
en las graficas de la 5 a la 8 se pueden ver los datos registrados de la mortalidad
acumulada de larvas y pupas de los bioensayos.
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Grafica 1. Mortalidad acumulada de larvas para hidrogeles 1X, 5X y 10X con
(@) 25% y (b) 75% de entrecruzamiento para el primer bioensayo.
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Gréfica 2. Mortalidad acumulada de larvas para hidrogeles 1X, 5X y 10X con
(a) 25% y (b) 75% de entrecruzamiento para el segundo bioensayo.
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Gréfica 3. Mortalidad acumulada de larvas para hidrogeles 1X, 5Xy 10X con
(a) 25% y (b) 75% de entrecruzamiento para el tercer bioensayo.
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Gréfica 4. Mortalidad acumulada de larvas para hidrogeles 1X, 5Xy 10X con
(a) 25% vy (b) 75% de entrecruzamiento para el cuarto bioensayo.
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Gréfica 5. Mortalidad acumulada de larvas y pupas para hidrogeles 1X, 5X 'y
10X con (a) 25% y (b) 75% de entrecruzamiento para el primer bioensayo.
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Grafica 6. Mortalidad acumulada de larvas y pupas para hidrogeles 1X, 5Xy
10X con (a) 25% y (b) 75% de entrecruzamiento para el segundo bioensayo.
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Gréfica 7. Mortalidad acumulada de larvas y pupas para hidrogeles 1X, 5Xy
10X con (a) 25% y de (b) 75% de entrecruzamiento para el tercer bioensayo.
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Grafica 8. Mortalidad acumulada de larvas y pupas para hidrogeles 1X, 5Xy
10X con (a) 25% y de (b) 75% de entrecruzamiento para el cuarto bioensayo.

2.4.3 Anélisis estadistico

En la tabla 3 se observa el resumen de los datos de mortalidad a los 16 dias de
los cuatro bioensayos usados en el analisis estadistico. Inicialmente, se evalud
la interaccion entre las concentraciones de piriproxifén y los porcentajes de
entrecruzamiento, obteniendo que no se encuentran diferencias
estadisticamente significativas entre los niveles de concentracion (1X vs 5Xy 1X
vs 10X) y los porcentajes de entrecruzamiento (anexo 4a). Por esta razon, se
redujo el modelo sin medir el efecto de estos factores. El modelo de regresion
lineal final reducido se muestra en la ecuacion 1, el cual se obtuvo de eliminar
las variables que no presentaron diferencias estadisticas significativas
mencionadas anteriormente (anexo 4b).
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Tabla 3. Resumen de los datos usados en el analisis estadistico.

Experimento |Variable 25% 5%
1X 5X 10X 1X 5X 10X
X 40,5 60,5 38,0 | 70,0 | 52,5 | 52,5
Bioensayo 1 Sd 32,9 39,8 445 | 21,6 | 29,9 | 37,7
Cv 81,2 65,8 | 117,1 | 30,9 | 57,0 | 71,8
X 95,0 87,5 85,0 | 87,5 | 100,0 | 85,0
Bioensayo 2 Sd 5,8 18,9 19,1 | 18,9 0,0 12,9
Cv 6,1 21,6 22,5 | 21,6 0,0 15,2
X 67,5 92,5 95,0 | 850 | 850 | 87,5
Bioensayo 3 Sd 18,9 15,0 10,0 | 23,8 | 30,0 | 25,0
Cv 28,0 16,2 10,5 | 28,0 | 35,3 | 28,6
X 25,0 75,0 55,0 | 15,0 | 62,5 | 72,5
Bioensayo 4 Sd 5,8 43,6 44,3 | 17,3 | 45,0 | 48,6
Cv 23,1 58,1 80,5 | 1153 | 72,0 | 67,0

X: promedio; Sq: desviacion estandar; Cv: coeficiente de variacion

Yijki = ﬁO + ain + /1]X2 + AkX3 + T1X4 + eijkl; i,lzl, 2, 3, 4, j,k:1,2

Donde:

(1)

= ) es el efecto debido a la interaccion del experimento 4 y la concentracion

oX

= ] es el efecto debido a la interaccidn del experimento 4 y la concentracion

10X

= 7, es el efecto de la réplica
= q; es el efecto del experimento

= [, es el intersecto
= e €s el error
= yijk €S el porcentaje de mortalidad

Los resultados del ANOVA se observan en la tabla 4 y las hipotesis planteadas

fueron:

Ho: no existen diferencias entre los porcentajes de mortalidad de los mosquitos.

Ha: existen diferencias entre los porcentajes de mortalidad de los mosquitos.

Se tomo el valor P como referencia con un alfa de 0,05; donde si el valor P fue
mayor o igual al alfa (P = a) se afirmaba la hipotesis nula. Todas las variables de
la tabla 4 presentan un valor P menor a 0,05; lo que significa que afectan la
variable respuesta (porcentaje de mortalidad) y son estadisticamente
significativas, por lo que son las unicas incluidas en el modelo de la ecuacion 1.
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Tabla 4. Analisis de varianza de los datos de porcentaje de mortalidad.

Number of obs = 96
Root MSE = 21.4358

R-squared = 0,6364
Adj R-squared = 0.6030

Fuente de Sumade Gradosde Cuadrado de la
o . ; Valor F Valor P

variacion | cuadrados libertad media

Modelo 69983,9167 8747,98958 19,04 0,0000
Experimento |42786,3833 3 14262,1278 31,04 0,0000
exp4conc2 9506,25 1 9506,25 20,69 0,0000
exp4conc3 7656,25 1 7656,25 16,66 0,0001

réplica 26876,125 3 8958,70833 19,5 0,0000
Residual 39976,0417 87 459,494732

Total 109959,958 95 1157,47325

Finalmente, se realizaron las pruebas de White y de Breusch-Pagan, las cuales
tenian las siguientes hipotesis:

Ho: los datos presentan homocedasticidad, varianza constante.
Ha: los datos presentan heterocedasticidad, varianza no constante.

Dado que el valor P fue menor a 0,05; se rechaza la hipotesis nula y se dice que
hay heterocedasticidad (anexo 4c), es decir que los datos no cumplen con la
homogeneidad de varianzas, por lo que deberian ser analizados por pruebas no
paramétricas.

2.4.4 Estudios en condiciones de semicampo

Este experimento comenzo el 3 de octubre de 2016. En la tabla 5 se muestra a
gué composiciéon corresponde cada balde, con el objetivo de usar la convencién
en el resto del documento.

Tabla 5. Convenciones para el contenido de los baldes en los bioensayos de
semicampo.

No de Balde 1|2 3 4* 5 6 7 8 o* 10’
Tratamiento 1X | 5X | 10X | C(+) | C(-) | 1X | 5X | 10X | C(+) | C(-)
Entrecruzamiento 25% - 25% 75% - 75%
Concentacion - 5X - - 10X -

*C(+): con larvicida, sin hidrogel; ’C(-): hidrogel sin larvicida

El grafico 9(a) muestra el porcentaje de emergencia de adultos obtenidos el 18
de octubre de 2016, encontrando un total de 7 adultos Culex sp. En las muestras
obtenidas el 24 de octubre de 2016 s6lo emergio un adulto Culex sp. en el balde
2, con un porcentaje de emergencia de 1,6%. Adicionalmente, en el grafico 9(b)
se ven los resultados de las muestras colectadas el 31 de octubre de 2016.
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Emergieron un total de 20 adultos de los cuales 70% fueron Culex sp. y 30%
Aedes aegypti.

=
Q

S

[e)]
—
=3
~—
[e]
o

Porcentaje de
emergencia (%)
w
Porcentaje
de emergencia (%)
D
o

0 0
18-oct 23-oct 28-oct 02-nov 07-nov 31-oct 05-nov 10-nov 15-nov 20-nov

Tiempo (dias) Tiempo (dias)

=] == 3 == =@/ =@=10

Gréfica 9. Emergencia de mosquitos de las muestras obtenidas (a) el 18 y el
(b) 31 de octubre de 2016 en los baldes de los bioensayos de semicampo.

En el grafico 10(a) se pueden ver los datos obtenidos de las muestras del 9 de
noviembre de 2016. Emergieron un total de 35 adultos, de los cuales fueron
88,6% Aedes aegypti, 5,7% Culex sp. y 5,7% Aedes albopictus. En el gréfico
10(b) se pueden ver los resultados conseguidos de las muestras del 15 de
noviembre de 2016. Emergieron un total de 12 adultos, de los cuales fueron
83,3% Aedes aegypti y 16,7% Culex sp.
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Gréafica 10. Emergencia de mosquitos de las muestras obtenidas (a) el 9 y (b)
el 15 de noviembre de 2016 en los baldes de los bioensayos de semicampo.

En las tablas 6 y 7 se puede observar un resumen de todos los datos obtenidos
en los bioensayos de semicampo.
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Tabla 6. Resumen de los tamafios muestra (n) y porcentajes de emergencia
(E) obtenidos en los bioensayos de semicampo.

18/10 24/10 31/10 9/11 15/11

Balde | n E (%) n E(%) | n | E(%)]| n E(%) | n | E(%)

1 42 - 116 - 83 - 17 | 353 | 8 | 125
2 5 - 63 1,6 3 - 1 - 12 -
3 27 - 60 - 35| 286 | 26 | 154 | 4 -
4 0 - 0 - 0 - 10 - 2 -

5 80 - 73 - 15 - 14 7,1 5 1100,0

6 76 - 7 - 38| 26 [102| 20,6 | 7 | 857
7 115 | 0,9 16 - 4 | 750 | 13 | 385 | 4 -
8 125 | 4,8 9 - 3 - 1 - 2 -
9 0 - 0 - 0 - 11 - 0 -
10 47 - 11 - 53] 11,3 | 22 - 1 -

Tabla 7. Resumen de los resultados de porcentaje de emergencia para los
mosquitos encontrados en los bioensayos de semicampo.

Porcentaje de emergencia (%)
Fecha de Cantidad de Aedes
recoleccion de adulto_s que | Culex sp. aegypti albopictus
muestras emergieron
18 de octubre 7 100 0 0
24 de octubre 1 100 0 0
31 de octubre 20 70 30 0
9 de noviembre 35 5,7 88,6 5,7
15 de noviembre 9 16,7 83,3 0

En dos ocasiones, con el objetivo de monitorear la emergencia de los mosquitos,
se recolectd agua de los baldes y se agregaron 20 larvas de la cepa Rockfeller,
los porcentajes de emergencia obtenidos se muestran en la gréafica 11.
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Gréfica 11. Emergencia de mosquitos cepa Rockefeller de las muestras de
agua obtenidas (a) el 31 de octubre y (b) el 15 de noviembre de 2016 en los
baldes de los bioensayos de semicampo.
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2.5 DISCUSION

2.5.1 Obtencién de hidrogeles de quitosano cargados de piriproxifén

En el proceso de fabricacion de los hidrogeles se observé una dispersion lenta
cuando se agregaba la emulsion de piriproxifén en la solucion de quitosano al
3%. Esto se explica debido a que la solucion tiene una viscosidad alta, por lo que
el dinamismo del sistema es menor, implicando que se dificulte la difusion de la
emulsion. Ademas, la agitacion suministrada por el magneto esta restringida por
la alta viscosidad, en consecuencia, la zona cercana a la superficie de la solucion
presenta turbulencia minima.

Al mezclar la emulsion de piriproxifen con la solucion de acido acético al 2% la
dispersién fue instantanea, ya que la emulsion es O/W lo que significa que en
soluciones acuosas la homogenizacion serd mas facil. Ademas, el acido acético
al 2% presenta baja viscosidad por lo que la difusién del larvicida no se ve
restringida por el medio de disolucion, ni por la agitaciébn mecéanica.

El piriproxifén es una molécula que posee un anillo de piridina y tres grupos éter
(figura 3). Los éteres son grupos estables y la hidrdlisis no se produce a
temperaturas altas sin catalizador, ni en medios basicos. Sin embargo, los acidos
fuertes, incluso a bajas temperaturas, pueden hidrolizar éteres (Klages, 2005).
Esta es una reaccion lenta que no esté involucrada al mezclar el 4cido acético al
2% con la emulsion de larvicidas, debido a que se usa un acido deébil y no hay
calentamiento. Por lo tanto, se asegura que la molécula de biocida no va a
presentar ninguna reaccion de degradacion en el proceso de fabricacion de los
hidrogeles.

La solucién de glutaraldehido al 2,5% generaba una gelificacion inmediata de la
mezcla de reaccion. Para solucionar este problema se disminuyd la
concentracion del agente entrecruzante hasta 0,4%, de modo que daba tiempo
suficiente para verter la mezcla final a los moldes, sin que se formara el gel. Esto
se explica porque el glutaraldehido se encuentra mas diluido, por lo que tarda
mAas tiempo en encontrarse con los grupos amino del quitosano con los que va a
reaccionar para formar el polimero reticulado, es decir, retardando la gelificacion.

El quitosano esta constituido por monémeros de B-(1-4) D-glucosamina y N-
acetil-D-glucosamina, unidades deacetiladas y acetiladas respectivamente. Las
primeras son las que participan en la reaccién de entrecruzamiento (figura 7)
mediante la reaccion con glutaraldehido. El grupo amino del quitosano ataca
nucleofilicamente el carbono del grupo carbonilo del aldehido y, posteriormente,
se forma una unidn quimica tipo base de Schiff o imina (C=N) (Diaz, 2013).

Dado que el quitosano es el mismo que el usado en proyectos similares
anteriores, la variacion en el tiempo de gelificacion se le atribuye al
glutaraldehido de la nueva marca.
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Figura 7. Mecanismo de entrecruzamiento del quitosano con glutaraldehido.

2.5.2 Estudios en condiciones controladas de laboratorio

Al realizar el montaje se observo que en los vasos de los controles (hidrogel sin
larvicida) las larvas estaban muriendo. Primero se pensé que habia ocurrido
contaminacion cruzada, dado que existia la probabilidad de que hayan quedado
trazas de piriproxifén en los moldes al momento de fabricar dichos controles.

Los hidrogeles de los controles se lavaron con agua declorada y se depositaron
en vasos desechables nuevos de otra marca con 100mL de agua.
Adicionalmente, se mont6 un vaso sin pastilla ni larvicida para determinar si los
vasos podrian estar influyendo en los resultados. La cantidad de larvas muertas
disminuyd considerablemente, lo que llevd a concluir que los vasos que se
usaron al principio tenian un tratamiento previo con una solucion fungicida, la
cual afectaba a las larvas dado que son organismos muy sensibles a las
sustancias desinfectantes.

Por otra parte, en las graficas 6 y 7 se puede ver que el control supera el 40%
de mortalidad acumulada. Hay que destacar que en este proyecto se trabajé con
una marca de glutaraldehido distinta a la de investigaciones anteriores y ésta fue
la Gnica variante en los reactivos utilizados para la fabricacién de los hidrogeles.
El fabricante del glutaraldehido usado, de marca Protectol GA 50, reporta en el
certificado de analisis que puede contener hasta 0,1% de metanol; a diferencia
del mismo reactivo de marca J.T. Baker Chemicals que no muestra ninguna
impureza en su ficha de seguridad (Avantor, 2014). EIl alcohol metilico es
altamente téxico y, a pesar de estar en una cantidad reducida, puede ser una de
las posibles causas de la muerte de las larvas en los bioensayos debido a su alta
sensibilidad a sustancias quimicas.

Otra posible explicacion a esta situacion es que posiblemente hubo
contaminacion cruzada de larvicida en los controles en los moldes utilizados para
hacer las matrices poliméricas, los cuales eran dificiles de limpiar ya que tenian
muchas esquinas internas donde se acumulaba facilmente producto del lote
anterior. Finalmente, pudo ser que la cantidad de solucion de higado de res
suministrada como alimento en cada lectura de los bioensayos haya afectado la
sobrevivencia. Inicialmente se suministraba una gota, esta cantidad podria ser
insuficiente para todas las larvas y estas recurran al canibalismo para sobrevivir.
Por lo que luego del segundo bioensayo se empez6 a afadir de a dos gotas, que
puede representar una suma excesiva, ya que comienzan a formarse hongos
dentro del vaso, los cuales pueden obstruir las tragueas de los estadios
inmaduros del insecto, impidiendo su intercambio gaseoso con el medio. Sin
embargo, en el cuarto bioensayo la mortalidad acumulada de los controles es
minima, por lo que da el indicio de que lo que estaba matando las larvas se habia
agotado.

2.5.3 Anaélisis estadistico

Se evaluaron los porcentajes de mortalidad a los 16 dias, dado que se tomé la
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duracion del bioensayo més corto, en este caso el tercero. En el ANOVA de la
tabla 4 y en el anexo 4b se resaltan diferencias estadisticas significativas entre
los 4 bioensayos, esto se puede explicar pues el primero tard6 mas tiempo
debido a que los hidrogeles debieron hincharse primero para luego liberar el
piriproxifén. Dado que ya habia ocurrido este fendmeno, los ensayos intermedios
fueron mas cortos. Sin embargo, el Gltimo bioensayo se demoré mas en matar
las larvas, ya que la concentracion de larvicida en la matriz polimérica se redujo
con el tiempo y con el numero de ensayos. En las réplicas de estas pruebas
también hubo diferencias estadisticamente significativas puesto que los datos de
mortalidad de los mosquitos no fueron uniformes, esto puede deberse a que se
trabajé con organismos vivos que pueden reaccionar de forma diferente a
estimulos semejantes.

En la tabla 3 se evidencia la gran variacion entre las réplicas del experimento,
esto se puede corroborar con los resultados de las pruebas de White y Breusch-
Pagan, donde se concluy6 que los datos presentan heterocedasticidad, es decir,
la varianza de los datos no es homogénea. Ademas, los coeficientes de variacion
mostrados en dicha tabla son mayores a 10%, esto indica gran dispersion entre
los valores y baja representatividad de la media. Debido a todos estos
inconvenientes, se recomienda transformar los datos o probar otros tipos de
modelos para la variable respuesta conteo de mosquitos muertos en los que se
evalle cada réplica por separado (Calaza, 2007). En este proyecto sélo se
propuso el modelo de regresién lineal multiple descrito en la ecuacién 1, con él
se obtuvieron resultados coherentes con la teoria, ya que los factores que
afectaron la variable respuesta mostraron relacién con los resultados y se
lograron reconocer las diferencias claves que ocurrieron en las etapas de los
experimentos de laboratorio.

Se encontro que el porcentaje de mortalidad reportado para las concentraciones
de piriproxifén de 5X y 10X en el cuarto bioensayo, presentd diferencias
estadisticas frente a los de la concentracion 1X del primer bioensayo. En la
grafica 5 se puede ver que para ambos grados de entrecruzamiento la
concentracion 1X mato el 100% de las larvas y pupas al inicio del experimento.
En la gréfica 6, ésta misma concentracion erradic6 a menos del 96,6% de los
individuos. En la grafica 7a, la mortalidad disminuyo a 76,6% y en la gréafica 8 el
larvicida elimin6 menos del 30% de los individuos. En otras palabras, el efecto
del biocida incorporado al hidrogel fue disminuyendo gradualmente porque se
estaba llegando a la liberaciébn total del insecticida. No obstante, las
concentraciones de 5X y 10X alcanzaron a erradicar el 100% de los estadios
inmaduros del mosquito antes de que emergieran en los cuatro bioensayos de
laboratorio. Lo anterior prueba que, luego de dos meses, la concentracién 1X era
insuficiente para inhibir el crecimiento del mosquito y que las concentraciones de
5X y 10X necesitan ser monitoreadas por mas tiempo para definir la vida atil de
dichos hidrogeles.

Segun el andlisis estadistico (anexo 4a), el porcentaje de entrecruzamiento de
los hidrogeles no influyd en la mortalidad de las larvas y pupas del mosquito
Aedes aegypti debido a que se tomé un tiempo fijo de 16 dias para examinar los
datos. Un polimero entrecruzado se origina cuando reaccionan cadenas vecinas
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de igual o diferente naturaleza y se obtiene una red tridimensional. Las
propiedades del material cambian dependiendo de las ramificaciones y su
longitud. Estas variaciones se reflejan en la densidad, cristalizacion, reologia,
elasticidad, flexibilidad y resistencia del polimero (Nicholson, 2006). En el caso
de este proyecto, el grado de entrecruzamiento del quitosano puede modificar
de forma directamente proporcional la compactibilidad de la matriz e
inversamente porporcional la tasa de liberacién del piriproxifen que contiene. El
hidrogel asemeja una jaula que entre mas conexiones entre las cadenas tenga,
mas dificil le sera intercambiar el insecticida por moléculas de agua del medio.
Esto significa que teéricamente una pastilla con un grado de entrecruzamiento
menor, tendra vida Util mas corta y tardara menos tiempo en liberar el biocida
(Harris, 2010). Se recomienda continuar los bioensayos, ya que posiblemente se
observen diferencias estadisticas significativas entre los niveles de este factor si
se llegan a agotar completamente las reservas de larvicida.

2.5.4 Estudios en condiciones de semicampo

El experimento inicié el 3 de octubre de 2016, en la grafica 9(a) se observan
porcentajes de emergencia menores al 5% para los baldes 7 y 8, demostrando
que a los 15 dias de haber hecho el montaje el proceso de liberaciéon controlada
estaba funcionando correctamente. Asimismo, a los 21 dias la emergencia era
practicamente nula.

A los 28 dias de haber iniciado los bioensayos se observa un porcentaje de
emergencia del 75% para el balde 7. Sin embargo, para este caso el tamafio de
la muestra extraida de larvas y pupas (n) de ese recipiente era de 4 individuos,
el cual es muy pequefio para llegar a concluir que en muestras de mayor tamafio
vaya a morir la misma proporcién de mosquitos. En contraste, el balde 3 obtuvo
una emergencia de 28,6% (n=35), siendo este un valor alto. Esto indica que la
accion del piriproxifén estaba siendo afectada probablemente por las lluvias y el
recambio de agua, debido a que en lecturas posteriores los porcentajes de
emergencia fueron menores, lo que demostrd que la matriz continué liberando el
larvicida de forma constante.

A los 37 dias los porcentajes de emergencia estaban entre 5 y 40% siendo el
mas alto el correspondiente al balde 1, que contenia los hidrogeles con menor
cantidad de emulsién de piriproxifén y el entrecruzamiento mas bajo. Finalmente,
a los 43 dias el balde 5 presenté un 100% de emergencia (n=4), seguido de un
porcentaje de 85,7% (n=7) para el balde 6. Estos resultados indican que un
mayor porcentaje de entrecruzamiento implica una mayor duracion del efecto
insecticida en el tiempo, porque el biocida se libera mas lentamente a cantidades
que logran erradicar larvas y pupas. Ademas, una mayor cantidad de piriproxifén
asegura que haya mas reservas cargadas en la pastilla y contribuye al efecto de
prolongar la vida util de la matriz polimérica.

Es importante tener en cuenta que a finales de octubre y durante el mes de
noviembre hubo lluvias recurrentes que generaron recambios de agua en los
baldes, promoviendo la eliminacion del piriproxifén de los mismos y
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disminuyendo la mortalidad de los insectos que proliferaban en el balde.
Adicionalmente, los controles de hidrogeles sin insecticida no tuvieron
porcentajes de emergencia altos, posiblemente por las mismas razones que se
plantean en la seccion 2.6.2. Cabe tener en cuenta que a las muestras extraidas
de los baldes no se les alimentd en el laboratorio porque se considerd que la
materia organica con la que provenia era suficiente para su sobrevivencia. No
se sabe si el hecho de no haber suministrado solucion de higado a las larvas
colectadas haya provocado que murieran de hambre, por eso para préximos
bioensayos es necesario agregar alimento en los vasos para corroborar si este
factor influyé en los porcentajes de emergencia. Adicionalmente, seria propicio
montar un tratamiento sin hidrogel ni larvicida, con el proposito de monitorear la
emergencia de los mosquitos y descartar factores ambientales que modifiquen
el desarrollo de las larvas a mosquitos adultos. Sin embargo, esto no se puede
hacer pues se estaria montando un criadero potencial del insecto y promoviendo
la proliferacién del vector. No obstante, si se recolectan las pupas antes de que
hagan metamorfosis (7 dias) podria ser viable.

Por otro lado, en los controles positivos no hubo presencia de larvas, a lo largo
del experimento se observaron menos de 10 individuos y nunca emergié un
adulto en el tiempo estudiado. En cambio, los controles negativos presentaron la
mayor cantidad de individuos en las muestras recolectadas. Estos resultados
eran esperados pues las dosis en los baldes 4 y 9 eran superiores al DLgg € iban
a matar la mayoria de los individuos antes del momento de recoleccion de la
muestra. Sin embargo, no se evidencio que el uso del piriproxifén en los
hidrogeles de quitosano fuera mas eficaz que el larvicida libre, ya que dichos
baldes presentaron una emergencia nula. No obstante, se deberia continuar con
las mediciones para determinar hasta qué momento perdura el efecto del biocida
sin hidrogel y evaluar si el uso de las matrices poliméricas supera ese tiempo de
accion.

En la grafica 11 se muestran los resultados del monitoreo del experimento. Se
opt6é por tomar estas mediciones adicionales para evaluar el comportamiento
inesperado de los baldes 5y 10. Con estos datos, se descarto la posibilidad de
gue las larvas obtenidas en los bioensayos de semicampo no emergieran debido
al cambio de condiciones del entorno, pues la emergencia en el laboratorio de la
cepa Rockefeller también fue baja. A los 28 dias de iniciar el experimento, gréafica
11(a), sblo emergi6 el 10% y 5% de las larvas en las muestras de los baldes 5y
10, respectivamente. Se esperaba que estos porcentajes fueran mayores dado
que estos tratamientos no contenian piriproxifén. A los 43 dias, grafica 11 (b),
dichos baldes presentaron emergencias del 5% y se registraron datos pequefios
de otros recipientes que contenian hidrogeles con insecticida. Esto indica que
aun no habia el desarrollo esperado de adultos en los controles negativos y que,
a medida que avanza el tiempo, el efecto del biocida se ve afectado por factores
asociados al recambio de agua ocasionado por la lluvia y concentraciones
insuficientes del compuesto para inhibir la metamorfosis del 100% de los
mosquitos.

Los resultados muestran que el piriproxifén es un larvicida que se desempefia
bien en bioensayos de semicampo, ya que funciona como trampa atrayendo los

44



mosquitos, los cuales ponen sus huevos en las aguas estancadas y este larvicida
es capaz de reducir los porcentajes de emergencia por varias semanas,
dependiendo del grado de entrecruzamiento de la matriz polimérica que lo
contenga.

En la tabla 7 se pueden observar las especies de mosquito encontradas durante
los bioensayos de semicampo. Para los primeros 28 dias de estudio la mortalidad
de los estadios inmaduros de Aedes aegypti fue alta y, luego de los 37 dias, los
porcentajes de emergencia asociados a este mosquito aumentaron. Esto
significa que hubo diversos factores que disminuyeron el efecto del piriproxifén
a través del tiempo. La lluvia causa que el agua al interior de los baldes se rebose
y se eliminen cantidades de producto. Ademas, al inicio del experimento la
concentracion del larvicida era mayor, pues los hidrogeles empezaron a liberar
el biocida constantemente hasta que el recambio de agua, el agotamiento de las
reservas o los niveles bajos del compuesto provocaron que el sistema sea
incapaz de disminuir la proliferacion de adultos en su totalidad.

En la tabla 6 se puede ver que en general se obtuvieron porcentajes de
emergencia pequefios a lo largo del bioensayo de semicampo y que a los 43 dias
de haber iniciado el experimento se presentaron porcentajes de emergencia
nulos, a excepcion de los hidrogeles con concentracién de larvicida 1X, los
cuales ya empezaban a terminar de liberar por completo el piriproxifén de su
interior. Con estos resultados se puede afirmar que la propuesta de
escalonamiento mostro liberacion constante de piriproxifén, dado que si no fuera
asi los porcentajes de emergencia habrian sido mayores, y que el aumento de
esta variable fue afectado por el recambio de agua ocasionado por la lluvia.

El uso de cien hidrogeles pequeiios (1lcm x 1cm x 0,5cm) permitié que la
liberacion del larvicida fuera adecuada a través del tiempo, debido a que, si se
usaba solamente una pastilla grande con la cantidad estipulada de emulsion de
piriproxifén para cada concentracion, la relacion superficie/volumen seria menor
y presentaria una liberacion inicial grande y rapida, seguida de una liberacién
mucho mas lenta. Esto haria que los niveles de biocida en el medio a través del
tiempo fueran insuficientes para controlar la proliferacién del mosquito, ya que el
recambio de agua de las lluvias contribuiria a la eliminacién de las bajas
cantidades de insecticida al interior de los baldes. En cambio, cuando se usan
hidrogeles pequefios la liberacién de piriproxifén resulta mayor y mas rapida
durante la fase de liberacion lenta, haciendo que la concentracién necesaria para
impedir la emergencia de mosquitos se mantenga asi llueva (Saez, 2004).
Ademas, en proyectos anteriores probaron usar pastillas redondas de
aproximadamente 4,5cm de radio, pero al incharse el hidrogel se deformé y se
obtuvo una liberacion ineficaz (Ladino, 2016).
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2.6 CONCLUSIONES

Se logro sintetizar hidrogeles de quitosano con grados de entrecruzamiento
de 25% y 75% y con cantidades de piriproxifén de 1X, 5X y 10X (X = DLgg =
0,05ppm).

Se determind que la cantidad de Piriproxifén incorporada en los hidrogeles
usados en condiciones de laboratorio, fue suficiente para matar las larvas y
pupas presentes y la concentracién residual que quedaba en el agua después
de los 15 dias, fue suficiente para matar los individuos sobrevivientes.

No fue posible encontrar la mejor combinacion entre el grado de
entrecruzamiento y la concentracion de piriproxifén, debido a que los
hidrogeles usados en los bioensayos de laboratorio ain no han agotado el
larvicida que contienen y siguen eliminando al 100% de las larvas para las
concentraciones de 5X y 10X.

Se determino que las variables: experimento, concentraciones 5X y 10X del
cuarto bioensayo y réplica presentaron un valor P menor a 0,05; lo que
significa que son estadisticamente significativas y afectan la variable
respuesta, porcentaje de mortalidad de las larvas y pupas.

Se evidencio que en condiciones de semicampo la emulsién de piriproxifén
presento un efecto trampa, ya que atrajo los mosquitos para que pusieran sus
huevos en las aguas estancadas, obteniendo muestras grandes de larvas y
pupas.

Se comprobd que la propuesta de escalonamiento mostro liberacion
constante de piriproxifén, debido a que a los 43 dias de haber iniciado el
experimento en condiciones de semicampo, se presentaron porcentajes de
emergencia nulos para la mayoria de los baldes y posiblemente pueda ser
empleada en ensayos de campo en el futuro.
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2.7 RECOMENDACIONES

Designar un molde exclusivamente para elaborar los controles con el fin de
evitar la contaminacion cruzada. También esta la posibilidad de redisefiar el
molde, de tal forma que la cuadricula no esté integrada y ésta tenga bordes
mas filosos con el objetivo de llenar el cuadrado grande, dejarlo secar el
tiempo adecuado, cortar el gel con la cuadricula y separar facilmente los
hidrogeles.

Montar un tratamiento sin hidrogel ni larvicida en los ensayos de laboratorio,
con el fin de evaluar y confirmar si los vasos utilizados son adecuados para
trabajar con organismos altamente sensibles a sustancias quimicas.

Repetir los experimentos con una solucion de glutaraldehido de marca J.T.
Baker o semejante para responder la incégnita de por qué los controles de
los bioensayos tenian alta mortalidad acumulada.

Alimentar las larvas extraidas de los baldes de los bioensayos de semicampo
para corroborar si este factor contribuyé a la muerte de los controles
negativos.

Cuantificar la concentracion de piriproxifén por medio de espectrometria de
masas, debido a que las concentraciones usadas de larvicida en este
proyecto son menores a las del limite de deteccion de otras técnicas como
UV y HPLC, colectando muestras de agua de los vasos en tiempos
determinados con el fin de obtener las cinéticas de liberacion de larvicida de
cada bioensayo, conocer la dosis presente en el medio respecto al tiempo,
asegurar gue se mantengan los niveles deseados del biocida y determinar la
vida til de los hidrogeles usados.
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ANEXOS

Anexo 1. Célculos realizados para la obtencion de los hidrogeles.

*» Preparaciéon de solucion de acido acético al 2%

2mlL Aacido acético glacial

100mL de solucion * 100 = solucién de acido acético 2%

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

= Preparacion de solucion de quitosano al 3%

3g de quitosano

100 = solucid it 39
100mL de solucién acido acético 2% * solucton quitosano 3%

Esta solucién fue preparada en un beaker de 400mL y como solvente se utilizo
la solucion de acido acético al 2% preparada anteriormente.

= Preparaciéon de solucion de glutaraldehido 0,4% a partir de solucién
de glutaraldehido 50%

GV, =GV,
50% = V; = 0,4% * 100mL

0,4% * 100mL

V., =
1 50%

V= 0,8mL = 800ulL

Esta solucion fue preparada en un matraz aforado de 100mL usando como
solvente agua destilada.

= Determinacion de ladensidad de la solucion de glutaraldehido 0,4%

En trabajos anteriores se determind para esta solucidn una densidad de
1,006g/mL a una temperatura de 21°C (Ladino, 2016).

= Céalculos parala obtencién de los hidrogeles con piriproxifén para
el ensayo de laboratorio

- Volumen del molde

Cada molde tiene 100 espacios de 1cm? de area y 0,5cm de altura por lo que el
volumen total de solucion para su llenado debera de ser de
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Volumen total = 1cm? * 0,5¢cm * 100 = 50cm?
= 50mL de solucién para llenarlo completamente

- Moles de quitosano

Para preparar las soluciones se partié de 60mL y 40mL de solucién de quitosano
para los grados de entrecruzamiento de 25% y 75% respectivamente. Con el
volumen de quitosano se hallan las moles totales del mismo:

- Para 25%

3g quitosano 1mol quitosano

100mL acido acético =~ 170,376g
= 1,056x10?mol quitosano

60mL sln quitosano x

- Para 75%

3g quitosano 1mol quitosano

100mL acido acético ©  170,376g
= 7,043x10"3mol quitosano

40mlL sln quitosano x

Para poder realizar el calculo de las moles de quitosano que deben reaccionar
para generar cada entrecruzamiento, se debe tener en cuenta que el porcentaje
de desacetilacion proporcionado por el fabricante del quitosano es 75%.

- Para 25%

Moles quitosano desacetilado = 1,056x10~?moles quitosano * 0,75
= 7,924x1073mol quitosano desacetilado

- Para 75%

Moles quitosano desacetilado = 7,043x1073moles quitosano * 0,75
= 5,282x1073mol quitosano desacetilado

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

- Para 25%

Moles glutaraldehido
1mol glutaradehido

= 7,924x10 3moles desacetiladas * -
2 moles desacetiladas

* 0,25 = 9,905x10~*mol glutaraldehido

- Para 75%
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Moles glutaraldehido
1mol glutaradehido

= 5,282x10 3moles desacetiladas * -
2 moles desacetiladas

* 0,75 = 1,981x103mol glutaraldehido

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

- Para entrecruzamiento 25%

100,11g glutaraldehido

1mol glutaraldehido
100g solucion glutaraldehido 1mlL sin glutaraldehido
%
0,4g glutaraldehido 1,006g glutaraldehido
= 24,64mlL glutaraldehido

9,905x10"*mol glutaraldehido *

- Para entrecruzamiento 75%

100,11g glutaraldehido

1mol glutaraldehido
100g solucion glutaraldehido 1mlL sin glutaraldehido
* *
0,4g glutaraldehido 1,006g glutaraldehido
= 49,28mlL glutaraldehido

1,981x103mol glutaraldehido x

Tabla 8. Datos para la reaccion de entrecruzamiento.

Entrecruza- Vqlumen detos_almg Glutaraldehido | Volulr(’?errl],d
miento guitosano esacetilado (mol) glutaraldehido
(mL) (mol) (mL)
25% 60 7,924x1073 9,905 x10* 24,64
75% 40 5,282x103 1,981 x10°3 49,28

Ahora, se procede a calcular la cantidad de piriproxifén necesaria para que cada
hidrogel cortado tenga la concentracion requerida. Para esto se debe tener en
cuenta el volumen de cada espacio del molde y los microlitros de emulsion de
piriproxifén necesarios para cada concentracion.

= Célculos para los bioensayos (se trabaja con 100mL de agua para todas
las condiciones)

- Para 1X
mg mg

1X = DLgg = 0,05ppm = 0,05—= = 0,05—=x 0,1L = 0,005myg

- Para5X
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mg mg
5X = DLgg =5 *0,05ppm = O,ZST = 0,25 Tx 0,1L = 0,025mg

- Para 10X
mg mg
10X = DLgg = 10 * 0,05ppm = O'ST =0,5 Tx 0,1L = 0,05mg

Los valores obtenidos son la cantidad teérica de larvicida en cada vaso.

Se procede a determinar el volumen del prisma rectangular resultante de
cada espacio del molde con el fin de asegurar la concentracion necesaria en

el volumen total de este.
V=Axh

1cm?3 1mL

= 0.5mL
1000mme * Tem3 = ™

V = (10mm)? * 5mm =

Habiendo obtenido este valor, se calcula la cantidad de larvicida por mililitro.

- Para 1X
, .. ., 0,005mg
Cantidad de larvicida por mL de solucion = —————
0,5mL
mg piriproxifén
= 0,01 R PIiproXi]
mlL de solucion
- Para5X
. - ., 0,025mg
Cantidad de larvicida por mL de solucion = —————
0,5mL
— 0,05 mg plrlproxllflen
mlL de solucion
- Para 10X
0,05mg  _mg piriproxifén

Cantidad de larvicida por mL de solucion =

)

0,5mL mL de solucion

Cada concentracion se prepar6 desde 100mL de solucion de quitosano. Hay
que tener en cuenta que la solucion de piriproxifen esté al 10%:

- Para 1X

0,01mg piriproxifén
1 mL sln quitosano

100mL sln quitosano * = 1mg piriproxifén
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100mL de emulsion 1g 1000uL
* *
10g piriproxifén  1000mg  1mlL
= 10uL de emulsion de piriproxifén al 10%

1mg piriproxifén

- Para5X

0,05mg piriproxifén

100mL sln quitosano * = 5Smg piriproxifén

1 mL sln quitosano

100mL de emulsiéon 1g 1000uL
* *
10g piriproxifén 1000mg  1mlL
= 50uL de emulsion de piriproxifén al 10%

5mg piriproxifén *

- Para 10X

0,1mg piriproxifén

100mL sln quitosano * = 10mg piriproxifén

1 mL sln quitosano

100mL de emulsiéon 1g 1000uL
* *
10g piriproxifén 1000mg  1mlL
= 100uL de emulsion de piriproxifén al 10%

10mg piriproxifén *

Tabla 9. Cantidad de piriproxifén de acuerdo a la concentracion.

Quitosano Emulsién de

Concentracién piriproxifén
(mb) (uL)
1X 10,0
5X 100,00 50,0
10X 100,0

Tabla 10. Resumen de los datos obtenidos para fabricar los hidrogeles de
quitosano cargados de piriproxifén.

Concentracion

Entrecru- Quitosano Glutaralde- Piriproxifén Volumen

zamieto &i&%ﬁﬁ% (mL)*  hido (mL) (L) total (mL)
1X 6,0 84,65
25% 5X 60,00 24,64 30,0 84,67
10X 60,0 84,70
1X 4,0 89,29
75% 5X 40,00 49,28 20,0 89,30
10X 40,0 89,32

*Dicho volumen se toma de la solucion de quitosano previamente preparada
segun sea el caso (Ver tabla 9)
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Anexo 2. Formato de recoleccion de datos para los bioensayos de 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

LIPJA[LIPAILIPJAIL|PIA[L[P|AJL|P|AIL[P[AIL|P|AIL |P|AL [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 de recoleccion de datos para ensayos biol6gicos 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 | Wivos | 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|LIPA[L|P|A
1X 1
3% 2
25% | 10X 3
C{-) 4
C(+) 5
1X b
5% 7
75% | 10X 8
C() 9
C(+) 10
Observaciones
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Anexo 4. Analisis estadistico de los datos de los bioensayos de laboratorio.

a) Evaluacioén de la interaccién entre experimento y concentracion:

MODELO 1
. xi: regress percmortalidad 1i.experimento*i.concentracion
i.percentrecruzamiento i.replica
i.experimento _Texperimen 1-4 (naturally coded; Texperimen 1 omitted)
i.concentracion _Iconcentra 1-3 (naturally coded; Iconcentra 1 omitted)
i.exp~o*i.con~n _TexpXcon_#_# (coded as above)
i.percentrecr~o _Ipercentre 1-2 (naturally coded; Ipercentre 1 omitted)
i.replica _Ireplica 1-4 (naturally coded; Ireplica 1 omitted)
Source | SS df MS Number of obs = 96
————————————— Fmm F( 15, 80) = 10.20
Model | 72197.625 15 4813.175 Prob > F = 0.0000
Residual | 37762.3333 80 472.029167 R-squared = 0.6566
————————————— - Adj R-squared = 0.5922
Total | 109959.958 95 1157.47325 Root MSE = 21.726
percmortali~d | Coef Std. Err t P>\t [95% Conf.
Interval]
______________ +_______________________________________________________________
_Iexperimen 2 | 36 10.86312 3.31 0.001 14.38171
57.61829
_Iexperimen 3 | 21 10.86312 1.93 0.057 -.61829
42.61829
_Iexperimen 4 | -35.25 10.86312 -3.24 0.002 -56.86829
13.63171
_Iconcentra 2 | 1.25 10.86312 0.12 0.909 -20.36829
22.86829
_Iconcentra 3 | -10 10.86312 -0.92 0.360 -31.61829
11.61829
_TIexpXcon 2 2 | 1.25 15.36277 0.08 0.935 -29.32288
31.82288
_TexpXcon 2 3 | 3.75 15.36277 0.24 0.808 -26.82288
34.32288
_TIexpXcon 3 2 | 11.25 15.36277 0.73 0.466 -19.32288
41.82288
_IexpXcon 3 3 | 25 15.36277 1.63 0.108 -5.572879
55.57288
_IexpXcon 4 2 | 47.5 15.36277 3.09 0.003 16.92712
78.07288
_IexpXcon 4 3 | 53.75 15.36277 3.50 0.001 23.17712
84.32288
_Ipercentre 2 | 3.208333 4.434849 0.72 0.472 -5.617297
12.03396
_Ireplica 2 | 38.5 6.271823 6.14 0.000 26.01867
50.98133
_Ireplica 3 | 38.5 6.271823 6.14 0.000 26.01867
50.98133
_Ireplica 4 | 38.91667 6.271823 6.21 0.000 26.43534
51.39799
_cons | 24.66667 8.869697 2.78 0.007 7.015407
42.31793

No se encuentra diferencias estadisticamente significativas entre los niveles de
concentracion (1X vs 5Xy 1X vs 10X) y los porcentajes de entrecruzamiento.
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b) Reduccion del modelo sin medir el efecto de concentracidén y porcentaje de
entrecruzamiento:

MODELO 2.
. Xi1: regress percmortalidad 1i.experimento i.expdconc2 i.expd4conc3 i.replica
i.experimento _Texperimen 1-4 (naturally coded; Iexperimen 1 omitted)
i.exp4conc2 _TIexpdconc2 0-1 (naturally coded; TIexpédconc2 0 omitted)
i.exp4conc3 _Texpdconc3 0-1 (naturally coded; _TIexp4conc3 0 omitted)
i.replica _Ireplica 1-4 (naturally coded; Ireplica 1 omitted)
Source | SS df MS Number of obs = 96
————————————— Fo—m F( 8, 87) = 19.04
Model | 69983.9167 8 8747.98958 Prob > F = 0.0000
Residual | 39976.0417 87 459.494732 R-squared = 0.6364
————————————— Fomm Adj R-squared = 0.6030
Total | 109959.958 95 1157.47325 Root MSE = 21.436
percmortali~d | Coef. Std. Err. t P>t [95% Conf.
Interval]
______________ e
_TIexperimen 2 | 37.66667 6.187991 6.09 0.000 25.36737
49.96597
_TIexperimen 3 | 33.08333 6.187991 5.35 0.000 20.78403
45.38263
_Iexperimen 4 | -32.33333 8.75114 -3.69 0.000 -49.72717 -
14.93949
_Iexpédconc2 1 | 48.75 10.71791 4.55 0.000 27.44699
70.05301
_TIexpdconc3 1 | 43.75 10.71791 4.08 0.000 22.44699
65.05301
_Ireplica 2 | 38.5 6.187991 6.22 0.000 26.2007
50.7993
_Ireplica 3 | 38.5 6.187991 6.22 0.000 26.2007
50.7993
_Ireplica 4 | 38.91667 6.187991 6.29 0.000 26.61737
51.21597
_cons | 23.35417 5.788335 4.03 0.000 11.84922
34.85911

Todos los coeficientes del modelo 2 son estadisticamente significativos a un
nivel de significancia de 0,05.

estat ic
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c) Diagndstico de regresion:
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. estat hettest

Breusch-Pagan / Cook-Weisberg test for heteroskedasticity
Ho: Constant variance
Variables: fitted values of percmortalidad
chi2 (1) = 7.74
Prob > chi2 = 0.0054

. estat imtest, white

White's test for Ho: homoskedasticity
against Ha: unrestricted heteroskedasticity
chi2 (23) = 39.76
Prob > chi2 = 0.0164

Cameron & Trivedi's decomposition of IM-test

Source | chi?2 daf P
_____________________ +_____________________________
Heteroskedasticity | 39.76 23 0.0164

Skewness | 10.04 8 0.2232

Kurtosis | 0.18 1 0.6707
_____________________ +_____________________________
Total | 50.57 32 0.0196

En ambas pruebas (White y Breusch-Pagan) se rechaza la hipotesis de varianza
constante de los valores ajustados del porcentaje de mortalidad, hay
heterocedasticidad. Se corrobora el resultado con el método gréfico, se ve un
rombo en la distribucion del error. En los modelos se requiere que la distribucion
de los errores sea aleatoria.
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