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. INTRODUCCION

El dengue es una enfermedad febril sistémica causada por el virus dengue y transmitida por vectores
del genero Aedes sp., presenta un grave impacto en Salud Publica teniendo grandes repercusiones
sociales y econdmicas, que afectan no sélo al paciente sino a la familia y a la comunidad en su
conjunto’?***_ Se calcula que el costo econémico de la enfermedad es de 2.100 millones de délares
de los Estados Unidos por afio®; se distinguen tres formas clinicas: Fiebre por Dengue (FD), Fiebre
Hemorragica por Dengue (FHD) y el Sindrome de Choque por Dengue (SCHD)"®. Se estima que mas
del 40% de la poblacion existente esta en riesgo de contraer esta enfermedad calculando que en las
tltimas décadas cada afio se registran entre 50 y 100 millones de casos en el mundo®. Asi como en
otros paises, en México el Dengue representa un importante problema de Salud Publica que
constituye perdidas familiares y econémicas, presentando en los ultimos cinco afnos 136,336 casos de
fiebre por dengue, 58,935 casos de fiebre hemorragica por dengue y 462 defunciones (Figura 1)°.

Figura 1
Casos confirmados FD y FHD, 2000-2014
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Los vectores de ésta enfermedad son Aedes aegypti (Ae. aegypti) (Linnaeus 1762), y Aedes
albopictus (Ae. albopictus) (Skuse 1984), quienes también transmiten el virus chikunguya (CHIKV) y
virus del zika (ZIKAV)", pertenecen al orden Diptera, familia Culicida y subfamilia Culicinae. Ae.
aegypti se distribuye ampliamente en las regiones tropicales y subtropicales entre los 35° latitud Norte
y 35° latitud Sur mientras que Ae. albopictus muestra un rapido ritmo de propagacion geografica y
una alta capacidad de adaptacion ecoldgica vy fisioldgica, aunado a su alta eficacia de transmision de
arbovirus hace que Ae. albopictus sea una grave amenaza para Salud Publica, especialmente para

las poblaciones vulnerables'®"3.
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Figura. 2. Especies Vectores transmisores de Dengue, Virus Chikungunya y Zika.

En ausencia de una vacuna eficaz y efectiva contra los cuatro serotipos del virus Dengue' '

y
meétodos escalables que modifiquen la conducta humana para evitar el desarrollo del vector en los
domicilios, la reduccion del dengue tiene como eje principal la aplicacion de insecticidas para
disminuir las poblaciones tanto de Ae. aegypti como de Ae. albopictus en su fase larvaria hasta
adulta'®. En México, el uso de los insecticidas contra estos vectores requiere de la evaluacién previa
de la efectividad de los insecticidas, puesto que el uso no racional presiona al fendmeno de
resistencia en los insectos vectores. Ante la escases de estudios especificos se han empleado
insecticidas para el control vectorial de diferentes grupos quimicos: Organofosforados, Carbamatos,
Piretroides y Organoclorados, lo que ha llevado a obtener gran variabilidad en la eficacia biolégica de
dichos insecticidas al ser utilizados en la contencion de brotes dentro del programa nacional de

enfermedades transmitidas por vector, tal como ocurrié en el estado de Tabasco en el afio 2013"".

Las altas densidades poblacionales de Ae. aegypti, ciclos biologicos cortos, aunado al uso irracional
de insecticidas, asi como la diferente presion de seleccidon que se puede mostrar por regiones
(estados), hace necesario el realizar estudios especificos por estados con alta transmision a dengue.
Dado lo anterior, se tiene conocimiento que en el programa de vectores nacional es necesario
conocer la variabilidad de resistencia y/o susceptibilidad de las poblaciones de mosquitos Aedes

aegypti a los principales grupos de insecticidas utilizados en el control de vectores.

El presente estudio es el inicio de una estrategia que permitira al Programa Estatal de Prevencion y
Control de Enfermedades Transmiitdas por Vectores, modelar un plan de rotaciéon de insecticidas en
base al estatus de resistencia/susceptibilidad, el cual se veria reflejado en un costo beneficio en la

salud de la poblacién.



El estudio se realiz6 en una localidad que historicamente ha presentado alta transmision de la
enfermedad de dengue, los casos confirmados que anualmente se presentan en esta region, hace
qgue sea un punto importante a nivel nacional, ya que si se establece una buena estrategia de control,
la transmision seria disminuida en un alto porcentaje que se reflejaria en los casos a nivel nacional.

La localidad de estudio fue Puerto Vallarta, Jalisco, México.
Il. ANTECEDENTES

i. EPIDEMIOLOGIA

El Dengue es una enfermedad infecciosa sistémica que presenta una etiologia viral que es
transmitida por mosquitos del Género Aedes, generalmente se encuentran dentro de las viviendas y
se reproducen en una gran variedad de recipientes que almacenan agua limpia: tambos, tanques,
cisternas, cubetas, macetas, pilas, etc. '®; se considera un problema de Salud Publica a nivel mundial,
debido a que presenta una gran variedad de determinantes: el cambio climatico, el acceso a servicios
publicos municipales, el aumento de la poblacién mundial en areas urbanas de ocurrencia rapida y
desorganizada '°. Segun la Organizacién Mundial de la Salud, 2,500 millones de personas (dos
quintos de la poblacion mundial) corren el riesgo de contraer la enfermedad. La mayor velocidad con
la que se transportan las personas, desde y hacia las zonas endémicas, ha contribuido al aumento.
La incidencia mundial de Dengue ha crecido dramaticamente en las ultimas décadas, alrededor de
2.5 billones de personas estan en riesgo de contraer la enfermedad, esto representa el 40% de la
poblacidon a nivel mundial. La Organizacion Mundial de la Salud estima que anualmente ocurren
alrededor de 50-100 millones de infecciones por denguezo. Antes de 1970 solamente 9 paises eran
endémicos a esta enfermedad sin embargo actualmente se tiene registro de mas de 100 paises,
siendo la region de América, sureste de Asia y el Pacifico occidental las mas afectadas. En las dos
Ultimas décadas en México, se ha considerado una enfermedad de importancia para la Salud Publica
por su magnitud y trascendencia, tomando en cuenta que se cuenta con areas que reunen
condiciones geogréficas, epidemioldgicas, demograficas y socioecondmicas que favorecen su
transmisién. Con respecto a la fiebre por Chikungunya desde 2014 en México, se han comenzado a
presentar brotes, aunque ésta enfermedad generalmente no tiene consecuencias graves, en
promedio se presentan de dos o mas semanas de incapacidad laboral, actualmente a la semana
epidemiolégica No. 37 del 2015 se tienen registrados 7,413 casos y cero defunciones %', es
importante sefialar que a pesar que tienen un diagndstico clinico diferencial, las estrategias de

prevencidn y control son las mismas que se presentan en las localidades endémicas a Dengue.
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Figura. 3. Distribucién espacial de Casos confirmados para FD y FHD durante 2013 y 2014.

Fuente: Plataforma del Sistema Nacional de Vigilancia Epidemiolégica, SINAVE



ii. ENFERMEDAD

El cuadro clinico para dengue es fiebre indiferenciada, Fiebre por Dengue (FD), Fiebre hemorragica
por Dengue (FHD) o Sindrome de Choque por Dengue cabe mencionar que también se presenta
asintomaticamente la enfermedad; es considerada la enfermedad mas comun transmitida por el grupo
de los Artrépodos (arbovirosis) . Se reconocen cuatro fases: la fase de incubacion, de tres a diez
dias; la fase febril, de dos a siete dias; la fase critica (fuga plasmatica) entre el tercer y séptimo dia de
inicio de la fiebre; y la fase de recuperacién (reabsorcion de liquidos) entre el séptimo y décimo dia.
La variabilidad clinica esta relacionada con la respuesta inmunolégica del huésped a la infeccién, la
co-morbilidad y los factores de riesgo presentes, la exposicion previa a la enfermedad, y la virulencia

de la cepa viral®.
iii. AGENTE PATOGENO

Dengue Virus DENV, es un arbovirus que pertenece al serocomplejo dengue, género Flavivirus,
familia Flaviviridae, presenta cuatro serotipos; DENV-1, 2, 3 y 4, posee un genoma de RNA de
cadena positiva monocatenaria, esférico, con un tamano aproximado de 50 nandmetros, envueltos
con una capa lipidica, conformada por 3 proteinas estructurales: C, prM y E, y 7 no estructurales:
NS1, NS2A, NS2B, NS3, NS4A, NS4B y NS5 #*
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Figura. 4. Estructura de Virus Dengue.



iv. VECTOR

a. Bionomia

El mosquito Aedes aegypti es de origen Africano, presenta una amplia distribucién por las regiones
tropicales y subtropicales del globo, se encuentra entre los 35° latitud Norte y 35° latitud Sur % En
cuanto a su rango de distribucion altitudinal, por lo general se encuentra hasta 1,700 msnm., cabe

mencionar que el rango promedio varia de 1,700 a 2,130 msnm.?

Fue introducido a las Américas durante la conquista por medios terrestres, aéreos y acuaticos. Se le
conocen tres variantes Aedes aegypti var. tipo, Ae. aegypti, ssp. formosus y Ae. aegypti var.
queenslandensis, la que se distribuye por todo el mundo es la denominada Tipo, que se presenta en
México 2’. Los mosquitos Aedes, son insectos que presenta metamorfosis completa (Holometabolo),
su ciclo biolégico presenta dos fases, una acuatica donde se muestran las etapas de huevo, larva,
pupa, y una fase aérea donde se exhibe la fase de adulto o imago %°. La hembra es la Unica que
presenta hematofagia, capaz de incubar y transmitir distintos patdégenos después de haber ingerido
sangre infectada. Se distribuye por todo el mundo, considerandose el principal vector de DENV a
nivel mundial, esto se debe a su amplia distribucién geogréfica, su alto grado de susceptibilidad a
infectarse con el virus, asi como su cercana asociacion con las viviendas humanas; es considerado
completamente antropofagico, mas aun, el habito de tomar mas de una alimentacion de sangre
durante su ciclo gonotréfico incrementa su capacidad vectorial, la transmision se da después de
alimentarse con sangre infectada, el virus pasa un periodo de incubacién y replicacion dentro de
Aedes aegypti, a éste se le conoce como periodo extrinseco®®. Después de la alimentacion
sanguinea, la hembra busca sitios de reposo para la maduracion de los huevos y posterior a su
puesta (ovoposicion) en lugares con humedad y temperatura adecuada, predominantemente sitios
donde se encuentren recipientes con agua, colocando de 50-150 huevos por puesta, cada tercer dia.
Después de la fase de huevo, eclosionan las larvas, pasando por cuatro fases evolutivas: Larva |,
larva Il, larva lll y larva IV, con un promedio de 7 a 15 dias, hasta llegar a la ultima fase acuatica: La
pupa, que es la transicion con la fase aérea, el adulto o imago, la cual no se alimenta®. La ultima
fase del ciclo de vida es el adulto e imago, el cual emerge a partir de la pupa, para posteriormente
aparearse, al tercer dia en promedio, y completar su ciclo gonotréfico con una ingesta de sangre
antes de la ovipostura. Los machos no presenta un riesgo epidemioldgico ya que no se alimentan de
sangre, solo de néctar de las flores, el porcentaje de emergencia de los machos es mayor al de las
hembras ya que necesitan dejar endurecer el exoesqueleto (cuerpo quitinoso de todos los insectos)
las primeras horas, y volar antes que las hembras, para poder aparearse con la mayor cantidad de

hembras posible.



b. Morfologia
En su etapa adulta puede distinguirse por sus marcas toracicas caracteristicas, las cuales consisten
en dos grupos de escamas plateadas en forma de media luna, una a cada lado de la mitad anterior
del escudo, entre las cuales pasan dos lineas plateadas paralelas siguiendo la linea media del cuerpo
casi hasta el escudete. Todo esto completa la ornamentacién conocida como “en forma de lira
invertida”. Pueden observase también bandas blancas en los artejos tarsales y un patron de escamas
blancas a cada lado del clipeo de la hembra (Figura 5). Esta especie presenta dimorfismo sexual, y
en la practica, el macho puede distinguirse de la hembra por las antenas plumosas, palpos mas

largos y la terminalia: un apéndice en forma de ganchos
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Figura. 5. Principales caracteristicas morfologicas del mosquito adulto Aedes aegypti.

v. ESTRATEGIA DE GESTION INTEGRADA (EGI-DENGUE)

La OMS presenta una estrategia mundial para la prevencion y control del dengue en 1999, en 2001 la
OPS formuld directrices regionales contenidas en la Resolucion CD43R4 de su Consejo Directivo.
Estos programas buscaban promover una nueva generacion de programas para reforzar los
mecanismos de prevencion y control del dengue los programas nacionales a través de la participacion
comunitaria, la educacién sanitaria y la coordinacién de acciones extra sectoriales con organizaciones
gubernamentales y no gubernamentales. En el afio 2003, en consejo directivo de la OPS/OMS se
aprobd promover un cambio en el enfoque de los programas nacionales introduciendo el modelo de la

EGI-Dengue, creando un grupo técnico de trabajo sobre el dengue en la Regién.

La EGI es un modelo de gestion cuyo objetivo es “fortalecer los programas nacionales a fin de reducir
la morbilidad, mortalidad y la carga social y econdmica generada por los brotes y las epidemias de

dengue”. Para lo cual se promueve el cambio de conducta de las personas y de la comunidad de



manera tal que disminuyan los factores de riesgo de transmision con acciones coordinadas dentro y
fuera del sector salud. Promueve la elaboracién de Planes Nacionales y subregionales integrales que
permita trazar una estrategia nacional sostenible. Estas acciones deben tener un enfoque
interprogramatico, integrado e intersectorial, con fundamentos en una practica que permita evaluar y

dar continuidad a la acciones con recursos nacionales.

La estrategia integra seis componentes y sus consecuentes acciones. Estos componentes son:
Epidemiologia, Manejo Integrado de Vectores, Gestion del Ambiente, Atenciéon al Paciente,

Laboratorio y Vacuna.

ESTRATEGIA REGIONAL DE GESTION
INTEGRADA DE PREVENCION Y MOVILICION DE RECURSO Factores
CONTROLDE DENGUE Facilitadores

42"8
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Figura 6. Componentes de la Estrategia de Gestién Integrada (EGI) segun la OPS/OMS

Dentro del Componente de Manejo Integrado de vectores se considera el Control Vectorial y la

evaluacion de la eficacia biolégica de los insecticidas empleados.
vii CONTROL VECTORIAL

Debido a la eliminacién de Aedes aegypti, como parte de la erradicacion de la fiebre amarilla, en 1962
se declaré a México libre de ese vector. Sin embargo, en 1975 el pais se reinfesta en las dos
fronteras y en 1978 la enfermedad reaparece, dos afos después se presenta una epidemia con poco
mas de 50 mil casos, para luego disminuir en los afios siguientes. Esta experiencia debe tenerse

siempre en cuenta, debido a que se perdié el control logrado en el programa al no invertir en la



prevencion, vigilancia y control vectorial. Para disminuir el contacto humano-vector, la estrategia para
controlar esta enfermedad en México es el manejo integrado con la participacion de diferentes
componentes y sectores, que desde décadas anteriores tiene como eje rector la disminucién de la
densidad poblacional de Aedes aegypti, desde su fase larvaria hasta adulto por medio de
aplicaciones masivas Yy ciclos continuos con insecticidas. En los paises de América la aplicacion de
insecticidas ha sido la principal medida de control para disminuir de forma rapida las densidades
poblacionales del mosquito vector 2.

En México, como en la mayoria de los Paises, se han utilizado diversos insecticidas para el control
del vector, por ejemplo el DDT (Dicloro Difenil Tricloroetano), el cual fue usado intensivamente en los
60’s para el control de la malaria, eventualmente se siguieron utilizando insecticidas organofosforados
como el Malation (adulticida) y temefos (larvicida). EI Malation se utilizé en aplicaciones espaciales de
tipo ultra bajo volumen (UBV) mientras que temefos en granulos sobre contenedores de agua que
podrian ser criaderos de larvas de Ae. aegypti %2 La aplicacion de ciertos grupos de insecticidas por
periodos prolongados y la falta de estudio con objetivos establecidos al estudio de resistencia, ha
llevado que el tema sea de importancia en la Salud Publica para medir y conocer el impacto en la

poblacién.

vii. RESISTENCIA A INSECTICIDAS

El uso indiscriminado de los diferentes grupos de insecticidas (Piretroides, organofosforados,
organoclorados y carbamatos) para la erradicacién de Aedes aegypti, por tiempos prolongados y
dosis inadecuadas en los programas de control vectorial, ha presionado a la especie a generar
cambios a nivel conductual, quimico y genético, el cual se conoce como resistencia. En 1985, la
Organizacion Panaméricana de la Salud (OPS) cambid la politica de erradicacion y propuso la politica
de control de dengue por la reduccién del Aedes. En la década de los afios 80, solo Cuba logré la

reduccion de la poblacidon de Aedes aegypti.

La Organizacién Mundial de la Salud *, define la resistencia como una caracteristica hereditaria que
permite una mayor tolerancia a un insecticida o grupo de insecticidas, de tal forma que los individuos
resistentes sobreviven a una concentracion determinada del compuesto que normalmente seria
mortal para la especie. En otras palabras, los vectores no se mueren con la dosis estandar del
insecticida (ya no son susceptibles) 3.

La resistencia a insecticidas ha sido objeto de multiples estudios, no solo por ser un ejemplo
interesante de adaptabilidad de los insectos, sino porque es el principal motivo que favorece la

transmisién de muchas enfermedades. La resistencia se ha desarrollado en cada uno de los grupos

10



de insecticidas, especialmente en los piretroides donde existen numerosos reportes sobre la
resistencia en Aedes aegypti. El hecho de que la resistencia a un insecticida generalmente confiere
resistencia cruzada a otros insecticidas, se convierte en el problema técnico mas importante que
enfrentan los programas de control de vectores. En cuanto a los insecticidas organofosforados, se
conoce que la resistencia de Aedes aegypti a este grupo esta generalizada en casi toda América®.
Son amplios los aspectos relacionados a susceptibilidad y resistencia del vector Aedes aegypti para

tener un impacto general del uso de insecticidas aplicados para su control.

El primer caso reportado de insectos resistentes a insecticidas sintéticos fue en 1946 cuando se
detectd resistencia a DDT en moscas domésticas de Suiza y Dinamarca®®. En 1960, se reportaron los
primeros casos de resistencia a insecticidas organofosforados y carbamatos en Aedes aegypti, Fox
reportd una cepa en Puerto Rico resistente 10X a malatidn y diazindn *’. La capacidad de resistir a
malatién se asocid con la detoxificacion mediada por enzimas de actividad especifica
carboxilesterasas. La posible funcion de las enzimas especificas en el proceso de detoxificacion de

insecticidas, en Aedes aegypti, fue observada en larvas de la misma especie®.

La resistencia a piretroides ha sido registrada para el género Cx. quinquefasciatus, asi como en An.
albimanus, An. stephensi y An. gambie entre otros, mientras que para los piretroides el nivel de
resistencia es amplio con respecto para Ae. aegypti de igual manera también se han presentado
casos de resistencia al grupo de insecticidas de carbamatos y organofosforados *. La resistencia
fisiologica de Aedes aegypti, es un problema que preocupa a muchos paises ya que representa un
problema para el control, tal es el caso de Casanare, Colombia donde el dengue también es
endémico, ellos determinaron la susceptibilidad de Ae. aegypti, obtenido de poblaciones naturales a
los insecticidas que utilizan en salud publica y observaron que existe una pérdida de susceptibilidad a
Organoclorados como el DDT y piretroides como Permetrina y Lambdacialotrina, dos de las
localidades muestreadas presentaron susceptibilidad a Deltamentrina y otras cinco a Ciflutrina, con
respecto a los organofosforados no se observé disminucién en la susceptibilidad a Temefos, Malation
y Fenitrotion, por lo que en Cassanare, Colombia la utilizaciéon de organofosforados seguira siendo la
opcion para la interrupcion de la transmisién de dengue, sin embargo, en la localidad de Cucuta
donde se determiné la resistencia de Temefos (Organofosforado) observando que la mortalidad de
las larvas en campo a dos semanas de aplicacion es menor al 80 % y menor al 50 % a las cuatro
semanas de aplicacion por lo que la estrategia de control en larvas, no tiene impacto, asi también se
determind el mecanismo de resistencia, encontrando que existen diversos genes involucrados en la
resistencia metabdlica al Temefos lo cual limita las opciones para la utilizacion de insecticidas en esta
etapa del mosquito*. En México estudios de laboratorio utilizando la técnica de bioensayos en

botellas descrito por la CDC (Center for Disease Control and Prevention) realizados en el estado de
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Veracruz, han indicado resistencia a organofosforados en algunas cepas de Aedes aegypti tales
como Coatzacoalcos, Poza Rica y Cosoleacaque, una cepa ligeramente resistente fue la de Veracruz
y dentro de ese mismo estado se encontraron susceptibilidad con la cepa Tantoyuca y Martinez de la
Torre, encontrando una correlacion de la resistencia con los altos niveles de actividad de alfa o beta
esterasa en la poblacién muestreada lo que podria estar causando el desarrollo de resistencia hacia
los organofosforados sin embargo los resultados mostraron menor resistencia al Clorpirifos que a los
piretroides *'. Por otro lado en Estados Unidos se evalué la susceptibilidad de Aedes albopictus a los
productos quimicos que representan las principales clases de insecticidas con diferentes modos de
accion: Organoclorados, Organofosforados, Carbamatos, Piretroides, reguladores de crecimiento
(IGR), Biolarvicidas y Naturalytes (spinosad) utilizando una cepa susceptible de referencia (ATM95)
en comparacién con ocho poblaciones de Estados Unidos*?, los resultados indicaron que en general
existe susceptibilidad a los larvicidas y adulticidas disponibles actualmente, sin embargo, encontraron
una resistencia significativa a diclorodifeniltricloroetano (DDT) en dos poblaciones de Florida y en una
poblacion de Nueva Jersey. Asimismo, se encontrd resistencia al Malation, un organofosforado, en
Florida y Nueva Jersey y susceptibilidad reducida al IGR piriproxifen y metopreno. Todas las
poblaciones analizadas fueron completamente susceptibles a los piretroides. Ensayos bioquimicos
revelaron un importante sobre-regulacion de glutatién S transferasa (GST) en las poblaciones
resistentes al DDT en ambas etapas larvas y adultos asi también las B-esterasas en las poblaciones
con sospecha de resistencia a Malatién®>. Es de destacar que en ese estudio se identificé un
polimorfismo de aminoacidos previamente desconocido (Phe — Leu), en un lugar conocido asociado
con la resistencia a los piretroides en Aedes aegypti. La resistencia observada al DDT en las
poblaciones de Florida puede indicar multiples introducciones de esta especie en EE.UU generando
un problema para el control ya que los mecanismos que subyacen a la resistencia al DDT a menudo

generan resistencia a piretroides*.

Con la evidencia reportada en otros paises sobre la resistencia a los diferentes grupos de insecticidas
en Ae. aegypti, es necesario en México mantener una vigilancia en la conducta del vector principal,
mediante estrategias sencillas, de bajo costo y altamente eficaces, que nos permitiera obtener el
mosquito vector Ae. aegypti en sus primeras etapas evolutivas (huevo y larva) para posteriormente
establecer estudios de resistencia/susceptibilidad por regiones donde se mantenga activa esta

estrategia.
viii. PRUEBAS DE RESISTENCIA CON BOTELLAS DEL CDC

El ensayo bioldgico (bioensayo) de pruebas de botellas del CDC (Centers for Disease Control and
Prevention) es un protocolo propuesto por Brogdon y McAllister (1998), en la cual describe la técnica

como una herramienta de vigilancia para detectar la presencia de resistencia a insecticidas en
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poblaciones de vectores®. El ensayo ha sido disefiado para ayudar a determinar si una determinada
formulacion de un insecticida puede controlar un vector de un lugar especifico en un momento en
particular. Esta informacion, combinada con resultados de ensayos biolégicos mediante sinergistas y
de pruebas bioquimicas y moleculares, puede ayudar a determinar cual insecticida se deberia usar

para controlar la poblacion de un vector en caso de detectar resistencia“*®.

Una ventaja importante de este ensayo bioldégico es que se pueden evaluar diferentes
concentraciones de un insecticida. Ademas, la técnica es simple, rapida y econdmica comparada con
otras alternativas. El ensayo biolégico de la botella de los CDC puede ser utilizado como parte de un
programa mas amplio de monitoreo de la resistencia a insecticidas, el cual incluye el ensayo biolégico
basado en papel de la Organizacion Mundial para la Salud, asi como los métodos bioquimicos y

moleculares.

ix. VIGILANCIA ENTOMOLOGICA CON OVITRAMPAS

En México, la estrategia para estimar la abundancia de los mosquitos Aedes, se conoce como
vigilancia entomologica de Aedes aegypti con ovitrampas, el cual monitorea constantemente sitios de
ovipostura (ovitrampas) en cada estado logrando asi identificar las areas de mayor riesgo o
prioritarias para ser intervenidas. Las ovitrampas desde su aparicion en 1965 han sido utilizadas
ampliamente ya sea de manera tradicional o con algunas modificaciones, ésta herramienta permite
determinar la distribucion del mosquito, medir la fluctuacion estacional, la poblacion media y por
ultimo es base para las evaluaciones de insecticidas y medidas de control. También se utilizan como
una estrategia de muestreo presencia-ausencia, lo cual permite una estimacién de la densidad
mediante la proporciéon de muestras positivas; actualmente las ovitrampas se encuentran instaladas
en la mayor parte del pais como parte del programa nacional contra el dengue y ademas de la
vigilancia entomoldgica y evaluacidon de las actividades de control proporciona el material biolégico
necesario para la determinacion de resistencia a los insecticidas que se utilizan en el programa de
control, ya que se ha observado que en ocasiones los brotes a pesar de las aplicaciones de
adulticidas y las actividades de control larvario intensivo no disminuyen con la rapidez esperada tal
como se observo en el brote en tabasco en el afio 2013, asi también en el 2014 en estados como
Nuevo Ledn y Michoacan que a pesar de haber realizado constantemente acciones de control,
permanecieron brotes activos, en estudios realizados en ese momento demostraron que la efectividad
de los insecticidas que se estaban aplicando no era la deseada, ya que los mosquitos no morian lo
qgue sugeria que la resistencia a los insecticidas estaba siendo un problema en el control. Al respecto,
las politicas de Salud Publica y las directrices de los actuales programas de prevencién y control de
las enfermedades transmitidas por vector, recomiendan la realizacién de estudios de susceptibilidad a

47,48

insecticidas y la determinacién de los mecanismos de resistencia, con la finalidad de que los
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directivos de los programas, cuenten con la evidencia para la toma de decisiones en la seleccion de
insecticidas y desarrollen e implementen estrategias integrales de manejo de la resistencia a fin de

asegurar la efectividad de los insecticidas en el presente y el futuro.
ll. JUSTIFICACION

Existe un gran nimero de insectos vectores resistentes a la accion de los insecticidas?, de ellos, la
especie Aedes aegypti representa un problema de Salud Publica debido al papel fundamental que
desempefia como principal vector de Dengue y otras enfermedades transmitidas por vector, México
no es la excepcion, y a pesar que anualmente se presentan miles de casos aun no se cuenta con
informacion suficiente que permita identificar la susceptibilidad y resistencia de los grupos o
insecticidas empleados en el control de los vectores transmisores de enfermedades, en este caso

particular del vector de Dengue y Chikungunya.

El monitoreo de la resistencia deberia ser parte integral en el programa de control ya que esta puede
ser un factor determinante de éxito o falla en el control quimico de adultos o larvas, ya que si la
poblacion de Ae. aegypti presenta resistencia no se obtendran los niveles de mortalidad esperados.
Actualmente la utilizacion de insecticidas se realiza de manera generalizada sin analizar el
comportamiento por entidad y regiéon. Aun mas alla de esto, el empleo irracional de los insecticidas ,
aplicando sobredosificacién o subdosifiacidon, sin evaluar, podria desencadenar una serie de
consecuencias que impactan en la salud publica; tales como: Mortalidades en las poblaciones del
vector por debajo de los valores indicados originando un bajo impacto en las acciones de control y la
proliferacion de brotes epidémicos de grandes magnitudes, como el ocurrido varios estados de

México, adicionandolo al impacto ambiental que se genera.

Para los programas de Salud Publica que usan insecticidas en el Control integral de los Vectores, es
mas importante prevenir la resistencia que revertirla *°. El enfoque preventivo no es considerado o no
existe en los programas de vigilancia, prevencion y control del Dengue en México y en el enfoque
reactivo se aplica de manera obligatoria, debido a lo anterior se propone en este estudio medir la
resistencia a insecticidas en el vector transmisor de dengue en Puerto Vallarta, Jalisco como inicio de
este programa. Pensando que la resistencia es un recurso no renovable, la implementacion de
Manejo Integrado de la Resistencia siempre es beneficiada en cuanto al costo- efectividad a largo

plazo, aunque parezca que la implementacion sea ligeramente mas costo-efectiva en corto plazo®.

Actualmente en Meéxico no se cuenta con informacion suficiente que permita identificar la
susceptibilidad y resistencia de los grupos de insecticidas empleados en el control de los vectores
transmisores de enfermedades, en este caso particular del vector de Dengue; aunado a ello, el

empleo poco controlado de insecticidas para uso agricola, ha generado en muchas regiones la
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necesidad de utilizar dosis mas altas o grupos quimicos diferentes de manera generalizada. AUn mas
alla de esto, el emplear insecticidas sin evaluar su eficacia biolégica podria desencadenar una serie
de consecuencias que impactan en la salud publica. La evaluacion de la resistencia o susceptibilidad
a insecticidas del vector proporcionara evidencia de la situacion por regidn y permitira mantener un
programa de control quimico regionalizado y con mayor impacto en la aparicion de casos de Dengue,

con menor impacto al ambiente, lo que favorecera el uso racional de insecticidas.

Por lo anterior y considerando que los programas de control en las entidades deben contar con
elementos técnicos para la toma de decisiones en control vectorial, surge la necesidad de caracterizar
el fendmeno de la resistencia de Ae. aegypti a los insecticidas de mayor uso para el control del
dengue, determinando sus niveles de resistencia y su eficacia biolégica con el fin de optimizar el uso

racional de estos insecticidas o proponer nuevas alternativas de control.
IV. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

El estudio se realizé en la localidad de Puerto, Vallarta, Jalisco, dentro del Programa de control de
vectores del Estado, en la Regién Sanitaria VIII. Esta ciudad es un destino turistico de nuestro pais y
anualmente se presentan casos de dengue autoctonos e importados, lo que ha originado una
constante lucha contra el mosquito trasmisor con insecticidas. En afos anteriores donde se
presentaron brotes epidémicos se observd que el tiempo para poder controlarlos se ha alargado lo
que sugiere que los insecticidas no estan ocasionando el impacto requerido, tal como se menciond
anteriormente en el brote de Tabasco, 2013. A pesar de que hay estudios sobre la resistencia, no se
tiene informacion concreta, es decir niveles de resistencia por regiones. Con la informacidon generada
en este proyecto sera posible generar un plan estratégico para el manejo de la resistencia de Puerto

Vallarta con el objetivo de extenderse y lograrlo a nivel nacional.
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V. OBJETIVOS

Obijetivo General

* Evaluar la resistencia y susceptibilidad a los insecticidas empleados para el control de Aedes

aegypti en el programa de enfermedades trasmitidas por vectores de Puerto Vallarta, Jalisco.

Obijetivos Especificos

» Establecer colonias de Aedes aegypti provenientes de la localidad de Puerto Vallarta, Jalisco
en condiciones de insectario.

* Realizar el ensayo de susceptibilidad a los insecticidas Deltametrina, Bifentrina, Malation
Clorpirifos, Bendiocarb y Propoxur con la técnica de botellas del CDC.

» Establecer los parametros de susceptibilidad a los insecticidas Deltametrina, Bifentrina,
Malation Clorpirifos, Bendiocarb y Propoxur de las colonias de Aedes aegypti provenientes de

la localidad de Puerto Vallarta, Jalisco.
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VI. MATERIAL Y METODOS

Area de estudio.
Los estudios entomoldgicos se realizaron en la localidad de Puerto Vallarta, esta esta identificada
como area de estrato 1, es decir, de alto riesgo de transmisién y brotes de dengue (definido por el
Programa Estatal de Prevencion y Control del Dengue). El estudio se realiz6é en localidad de Puerto
Vallarta, Jalisco, ubiucado en la costa del pacifico mexicano (20°, 37 N, 105°14 O, 40 msnm). De
acuerdo con el Instituto Nacional de Estadistica, Geografia e Informatica *° Puerto Vallarta tiene
255,681 habitantes (127,104 mujeres y 128,577 hombres), quienes viven en aproximadamente
66,818 viviendas. De este universo de viviendas, el 24% (63,492/255681) carece de una red
hidraulica y menos del 20% recibe agua por tandeo. El clima de Puerto Vallarta es principalmente
calido-subhumedo, con un rango de temperatura de 20-28°C y dos épocas claramente diferenciadas:
la época de secas de Noviembre a Abril y la época de lluvias de Mayo-Octubre con una rango de

precipitacién de 1100-2000 mm.

-Jalisco

PUERTO VALLARTA

PAciFIcO

o 20 0 50
Senmaaissd OhsResh e U

Fuente: INEGI 2015

Figura 7. Ubicacion geografica de Puerto Vallarta, Jalisco, México.
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MATERIAL BIOLOGICO

Huevos. Fueron colectados de las 4,200 ovitrampas colocadas en Puerto Vallarta como parte
de la vigilancia entomoldgica de Aedes aegypti, de estas, el 50% del total de las papeletas con 100 6
mas huevos, fueron almacenadas, y enviadas a la Unidad de Bioensayo de Acapulco, Guerrero,
apegados a la guia de instalacion y mantenimiento de Aedes aegypti en condiciones de insectario.
Los huevos fueron embrionados y colocados en charolas de crecimiento dentro del Insectario, la dieta
para las larvas consistiéo en granos finos (pellets molidos) de alimento para rata (Rodent Laboratory
Chow 5001®) que es el propuesto por Consoli y De Oliveira (1994)°'. Las pupas fueron contadas y
transferidas a jaulas de emergencia (Jaulas de aluminio de 30 cm3) con un maximo de 250 hembras
y 250 machos, lo que aseguré una adecuada reproduccion (con un mantenimiento éptimo para la
colonia), y buena produccion de huevos, para de esta manera poder establecer las siguientes filiales

de la colonia F1, necesaria para realizar las pruebas de botellas del CDC*.

Insecticidas. Se evaluaron ocho insecticidas grado técnico proporcionados por ChemService
(West Chester, PA) cuatro insecticidas de la categoria de piretroides: permetrina, lambdacialotrina,
alfacipermetrina y etofenprox, dos organofosforados: clorpirifos y malation y dos carbamatos:

bendiocarb y propoxur (tabla I).

INSECTICIDA GRUPO QuUiMICO

Bendiocarb
Carbamatos

Propoxur

Malation
Organofosforados

Clorpirifos

Permetrina

Lambdacialotrina

Alfa cipermetrina Piretroides

Etofenprox

Tabla I. Insecticidas grado técnico a evaluar.
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Bioensayo. En los bioensayos se usaron hembras Aedes aegypti F1 con 3-5 dias de edad
(post-emergencia). Las colonias fueron obtenidas de huevos de papeletas de ovitrampas instaladas
(4,200) en 81 de colonias del Puerto Vallarta. Por otro lado se utiliz6 una cepa susceptible (New

Orleans), la cual fue originalmente colectada en New Orleans, USA y proporcionada por el InDRE.

Dosis Diagnésticas. La mortalidad aguda (24 hrs) y el derribo (Knock-Down, KD) resultado del
contacto tarsal con las superficies impregnadas fueron medidos a través de la prueba de botellas de
CDC. 100 mosquitos hembras F1 (25 por botellas, 4 botellas) fueron expuestos a cada dosis
diagnéstica (DD) de los insecticidas y observados durante el tiempo de diagnéstico (TD) hasta dos
horas de exposicion. Las DD y TD que se utilizaron en el presente estudio fueron las recomendadas
por el CDC (2010) y por la OMS (2013) (Tabla Il). Las DD y TD de Clorpirifos, Propoxur, Fenotrina y
Etofenprox fueron determinadas con el método descrito por el CDC (2010) en la Universidad
Auténoma de Nuevo Ledn por el Grupo de investigacion de la Dra. Adriana Flores. Los insecticidas

grado técnico fueron proporcionados por ChemService (West Chester, PA).

Como control del procedimiento de la prueba, se expusieron 25 mosquitos en una botella
impregnada unicamente con acetona y como control negativo de prueba se expusieron mosquitos

susceptibles de la cepa New Orleans. La prueba y el procedimiento fueron replicados tres veces.

Insecticida Dosis Tiempo Fuente
diagnostica diagnéstico
(ng/ml)
Bendiocarb 12.5 CDC 2010 y OMS 2013
Malation 50
Permetrina 15
Lambdacialotrina 10
Alfa cipermetrina 10 60 minutos.
Etofenprox 5 Dra. A. Flores. UANL
Clorpirifos 85
Propoxur 3
12

Tabla Il. Dosis diagndsticas y tiempo diagndstico de insecticidas para mosquitos del género Aedes
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El efecto de derribo fue registrado cada 10 minutos hasta el 100% del KD o 120 minutos.
Posteriormente fueron transferidos a vasos de observacion y alimentados con solucién azucarada al
10%. A las 24 horas se registr6 la mortalidad aguda, considerando como mosquitos muertos: 1)
mosquitos caidos en el fondo del recipiente, 2) mosquitos con apariencia anormal (alas abiertas,

tarsos torcidos) y 3) mosquitos con dificultades para volar.

Los criterios establecidos por la Organizacion Mundial de la Salud (2013) para interpretar los datos de

mortalidad aguda son:

MORTALIDAD (%) CONDICION
98- 100 Poblacién susceptible
90-98 Poblacion con sugerencia de resistencia
<90 Poblacion resistente

Tabla lll. Criterios establecidos por la OMS para la evaluacion de resistencia/susceptibilidad.

La interpretacion de los bioensayos de tiempo KD de las Botellas impregnadas del CDC es como se
describe brevemente (Grafica 1). Cuando una poblacién es susceptible a la DD, la respuesta KD en el
TD es cercana al 100%. De tal forma que una poblacion susceptible tiende a inclinarse hacia el eje
del % KD (eje y) y mientras que una poblacién resistente tiende a inclinarse al eje del tiempo (eje x).
De otra forma, si a los 60 minutos la poblacién estudiada no presenta un KD del 100%, podriamos
estar hablando de poblaciones resistentes y la magnitud de la resistencia se obtiene de la diferencia

del KD de la cepa susceptible y el KD de la poblacién estudiada.
Instrumentos: Hoja de Reporte de Estudios de Impregnacion de Botellas (Anexo 2).
Anidlisis de los datos.

Con los datos binarios (muerto/vivo) de los bioensayos se realizé una tabla de sobrevida y los

analisis fueron realizados con STATA 13 (StataCorp, College Station, TX) y R (ver 3.1.0).

Para cada insecticida se realizdé una prueba t de Student para estimar si existian diferencias
en la mortalidad entre la cepa de referencia New Orleans y la cepa Puerta Vallarta (a los 30 y 60
minutos PE). Se analiz6é si el numero de individuos caidos a los 30 y 60 minutos diferia entre
insecticidas. Para esto se realizé un analisis de varianza (ANDEVA). Para ambos analisis se utilizo el

programa Statistica 8.0 (Statsoft, Inc).
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VII. RESULTADOS

Se realizaron 27 pruebas con el método de botellas del CDC en mosquitos Aedes aegypti cepa
Puerto Vallarta, los cuales incluyeron ocho insecticidas de tres grupos toxicolédgicos: cuatro piretroides
(permetrina, lambdacialotrina, alfacipermetrina y etofenprox), dos carbamatos (propoxur: 3 ug/mly 12

pg/ml; bendiocarb) y dos organofosforados (malation y clorpirifos).

Los resultados de las pruebas de CDC, indican que las poblaciones de Ae. aegypti de Puerto Vallarta
son susceptibles a los carbamatos y organofosforados (Grafico 1). Los resultados de las pruebas de
susceptibilidad a diferentes tipos de piretroides sugieren resistencia al piretroide tipo | permetrina,
pero susceptibilidad a los piretroides tipo Il lambdacialotrina y alfacipermetrina y al pseudopiretroide
Etofenprox (Grafico 1; Anexo 1).

100 A
90 A
80 1
= 70 A ==Propoxur 3 ug
:T% 60 A ==Propoxur 12 pg
s 50 Bendiocar 12.5 g
§ 40 A =@=Clorpirifos 85 pg
30 1 Malation 50 pg
20 A Permetrina 15 pg
10 A
0 f f f f |

0 mins 10 mins 20mins 30mins 40 mins 50mins 60 mins 120 mins

Gréfica 1. Curvas de mortalidad por insecticida . (ver Anexo 1)

Mortalidad Aguda. La mortalidad aguda en los carbamatos y organofosforados a los 30 minutos
post-exposicion (PE) fue del 99-100% y de acuerdo a los criterios de la OMS (2013), las poblaciones
de Ae. aegypti del Municipio de Puerto Vallarta, Jalisco son catalogadas categéricamente como

susceptibles a estos dos grupos de insecticidas. La mortalidad a los 60 minutos PE fue del 100%.

Para el caso de propoxur 3ug lo que se observa es que la cepa de Puerto Vallarta muestra mayor
mortalidad promedio en comparacion con New Orleans (Grafica 2). Mientras que para clorpirifos y alfa
cipermetrina la cepa Puerto Vallarta es la que muestra menor mortalidad a los 30 minutos PE (Tabla

IV). Estas diferencias son estadisticamente significativas (P<0.05). La mortalidad entre la cepa New
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Orleans y cepa Puerto Vallarta no difiere estadisticamente a los 60 minutos PE. Ambas cepas

presentan la misma mortalidad (100%) a este tiempo (Tabla 1V) (Gréfica 2).
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Tabla IV. Diferencias en la mortalidad entre la cepa New Orleans y Puerto Vallarta a los 30 y 60 min PE. D.E: desviacién estandar.

Mortalidad

30 minutos PE Insecticida (x) D.E Mortalidad ( x ) DE t-student P
Puerto Vallarta
New Orleans
Carbamatos Bendiocarb 12.5 g 25 0 25 0 - -
Propoxur 12 pug 24.75 0.50 25 0 -1.870 0.082
1.50 0.0
Propoxur 3 pg 22.25 ) 25 0 -6.859 < 0.0001
31
Organofosforados  Clorpirifos 85 pg 25 0 15.41 5.951 <0.0001
Malatién 50 pg 25 0 25 - -
1.4
Piretroides Alfa cipermetrina 10 pg 25 0 23.16 6 2.442 0.028
Etofenprox5 pg 25 0 25 0 - -
0.4
Lambdacialotrina 10 pg 24.75 0.50 24.75 5 0 1
6.3
Permetrina 15 pg 20.25 1.89 14.83 3 1.65 0.121
60 minutos PE
Carbamatos Bendiocarb 12.5 pg 25 0 25 0 - -
Propoxur 12 pg 25 0 25 0 - -
Propoxur 3 ng 25 0 25 0 - -
Organofosforados  Clorpirifos 85 pg 25 0 25 0 - -
Malatién 50 pg 25 0 25 0 - -
Piretroides Alfa cipermetrina 10 pg 25 0 25 0 - -
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Grafica 2. Numero de individuos derribados a los 30 minutos en cada insecticida.

A los 30 minutos PE se observa una mortalidad diferencial entre insecticidas y estas difert
son estadisticamente significativa (P<0.0001). Permetrina es la que muestra menor mort
junto con clorpirifos y en menor proporcién alfacipermetrina (Grafica 2). A los 60 minutos

detectan diferencias, la mortalidad es similar entre insecticidas (~100%).



Anexo 1. Porcentaje de mortalidad de la cepa Puerto Vallarta para cada insecticida del tiempo 0 al tiempo

120 minutos post exposicion.

Tempo Propoxur  Propoxur Bendiocarb Clorpirifos Malation Permetrina Lambdacialotrina cipeﬁrrl::trina Etofenprox
PE 3 yg 12 pg 12.5 ug 85 ug 50 pg 15 pg 10 ug 10 ug 5 ug
0 mins 0 0 0 0 0 0 0 0 0
10 mins 94.33 94 92 1.67 94.67 2.67 84 54.67 90.67
20 mins 99.67 99.33 99.00 19.33 100 13 89.67 79 99.67
30 mins 100 100 100 64.67 100 59.33 99 92.67 100
40 mins 100 100 100 94 100 84.33 100 99.67 100
50 mins 100 100 100 100 100 91.67 100 100 100
60 mins 100 100 100 100 100 95.33 100 100 100
120 100 100 100 100 100 98.67 100 100 100
VIIL. DISCUSION

La resistencia a insecticidas y sus mecanismos en el vector del Dengue han sido documentados en
México °"®. Muchos de estos estudios demuestran resistencia a piretroides de diversas categorias.
Dentro de los estudios, reportan resistencia a Permetrina involucrando el incremento de enzimas

metabdlicas y mutaciones kdr como mecanismos de resistencia.

El objetivo del presente estudio fue realizar un diagnéstico del estado actual de la resistencia a
insecticidas en el vector del dengue en Puerto Vallarta, Jalisco. Los resultados de las pruebas de
susceptibilidad con el método de las botellas de CDC con las dosis diagnoésticas establecidas por
CDC indican susceptibilidad a organofosforados, carbamatos, piretroides tipo Il y etofenprox, sin
embargo estas mismas pruebas sugieren resistencia al piretroide tipo | permetrina. La susceptibilidad
a carbamatos y organofosforados, es explicada por el bajo historial de aplicaciones de estas
moléculas debido a su reciente introduccion. Estos resultados son congruentes con la evidencia de
susceptibilidad a estos dos grupos quimicos en el Estado de Veracruz ®°, Guerrero °, y Yucatan

(Che-Mendoza,Com pers.).

La resistencia a permetrina estda ampliamente documentada en México y los resultados del presente
estudio confirman la decision de la Secretaria de Salud Federal al limitar dicha molécula en la Lista de
Productos Recomendados por el CENAPRECE para el Combate de los Insectos Vectores
transmisores de Enfermedades a partir de 2015. Es importante sefalar, que después de al menos
cuatro aflos de no usar permetrina para el control de vectores, los niveles de resistencia aun se

mantienen altos. Los factores que estan ejerciendo una presion de seleccion incluyen, el uso
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doméstico de piretroides, control de plagas urbanas y localidades que continuan aplicando

piretroides.

La sugerencia de resistencia a permetrina permite proponer una estrategia de manejo, donde se
prevea la rotacion de grupos quimicos cambiando de Piretroides a Organofosforados y Carbamatos y
a el establecimiento de una red de monitoreo de la resistencia nacional y regional, asi como el
intercambio en la utilizacion de diferentes grupos de insecticidas en las dos fases biolégicas

predominantes para el control de Aedes aegypti: larva y adulto.

En el presente estudio se evidencio la sugerencia de resistencia a los piretroides tipo | (permetrina),
pero susceptibilidad a piretroides tipo Il (lambdacialotrina y alfacipermetrina) y el pseudopiretroide
etofenprox. La sensibilidad diferenciada por tipo de piretroides ha sido observada en canales de sodio
de cucarachas "' y recientemente se documento la existencia de dos receptores diferentes para los

72,73

piretroides en los canales de sodio , lo cual podria explicar la respuesta diferenciada por tipo de

piretroide.

IX. CONCLUSION Y RECOMENDACIONES

Con los resultados obtenidos, se evidencia que las poblaciones de Ae. aegypti de Puerto Vallarta,
Jalisco presentan susceptibiidad a carbamatos, organofosforados, piretroides tipo I,

pseudopiretroides, y sugieren resistencia a los piretroides tipo |,

Se recomienda el uso de carbamatos y organofosforados para el control del vector del dengue, asi
como continuar monitoreando las resistencia a insecticidas, en periodos maximos de dos afos. Con
esta evidencia, la Secretaria de Salud de Jalisco podra generar una estrategia de manejo de la

resistencia a insecticidas en el programa de control.

La Secretaria de Salud Federal debera establecer los vinculos con la Secretaria de Agricultura,
Ganaderia, Desarrollo Rural, Alimentacién y Pesca (SAGARPA) para desarrollar un Plan de Manejo

de la Resistencia por el uso poco controlado de insecticidas agricolas.

La Secretaria de Salud Federal debera generar las Politicas Publicas que permita evaluar la

susceptibilidad y resistencia de los insecticidas de uso en Salud Publica.
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ANEXO 2. FORMATO DE EVALUACION DE RESISTENCIA A INSECTICIDAS (ADULTICIDAS)

UTILIZADOS EN EL PROGRAMA DE ENFERMEDADES TRANSMITIDAS POR VECTORES

SALUD

INSTITUTO NACIONAL DE SALUD PUBSLICA
MAESTRIA EN SALUD PUBLICA EN SERVICIO

&

EVALUACION DE RESISTENCIA A INSECTICIDAS [ADULTICIDAS] UTILIZADOS EN EL PROGRAMA DE ENFERMEDADES TRANSMITIDAS POR VECTOR

NiGmeso de Prusbe:
UNIDAD DONDE SE REALIZA LA PRUEBA.
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Bosala 1 faotela 2 Betala 3 Botila & Coaatrel
Despuste 4
Horas
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