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ARTICULO ORIGINAL

Respuesta de Anopheles albimanus
a compuestos volatiles
de casas del sur de Chiapas, México
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Leopoldo Cruz-Lépez, MC, D en F® Luis Alonso Escobar-Pérez, QFB,?
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Rios-Delgado SM, Rodriguez-Ramirez AD, Cruz-Lépez L,
Escobar-Pérez LA,Aburto-Juarez ML, Torres-Estrada JL.
Respuesta de Anopheles albimanus a compuestos volatiles
de casas del sur de Chiapas, México.

Salud Publica Mex 2008;50:367-374.

Resumen

Objetivo. Determinar el efecto de los compuestos volatiles
en las casas sobre la respuesta conductual del vector del palu-
dismo Anopheles albimanus. Material y métodos.El estudio
se realizé en enero de 2006 en el ejido Nueva Independencia,
municipio de Suchiate, Chiapas. Se colectaron compuestos vo-
latiles dentro de casas y los extractos se probaron sobre hem-
bras sin alimentar en un olfatémetro en“Y”. Los extractos se
analizaron mediante cromatografia de gases-espectrometria
de masas (CG-EM). Resultados. Se obtuvieron 28 extractos,
12 presentaron respuesta de atraccion y dos de repelencia.
Los andlisis por CG-EM indicaron variacion en la presencia
de compuestos volatiles y no se vincularon con compuestos
especificos indicativos de algun efecto. Conclusiones. Los
volatiles en casas presentaron efecto de atraccion y repelencia
para An. albimanus. No se reconocié un patrén definido en
cuanto a la presencia de compuestos quimicos caracteristicos
y la respuesta obtenida.

Palabras clave: Anopheles albimanus; mosquitos; comporta-
miento; atrayentes; paludismo; México

Rios-Delgado SM, Rodriguez-Ramirez AD, Cruz-Lépez L,
Escobar-Pérez LA, Aburto-Juarez ML, Torres-Estrada JL.
Behavioral response of Anopheles albimanus to volatile compounds
collected inside houses from the south of Chiapas, Mexico.

Salud Publica Mex 2008;50:367-374.

Abstract

Objective. To determine effects of volatile compounds in
homes on the behavioral response of Anopheles albimanus.
Material and Methods. The study was conducted in
January 2006, in the village of Nueva Independencia village,
Suchiate, Chiapas.Volatile compounds were collected inside
homes and the extracts were tested on unfed females in a
Y-olfactometer. Extracts were analyzed in a gas chromato-
graphy-mass spectrometry system (GC-MS). Results. Twenty
eight extracts were obtained, twelve presented attraction and
two repellency responses. GC-MS analyses of the extracts
indicated variation in the volatile compound present in
the extracts, but could not associated specific compounds
with any particular effect. Conclusions. Within homes,
volatiles presented attraction and repellency responses to
An. albimanus. A definate pattern concerning the presence
of a characteristic chemical compound and the observed
response was not found.

Key words: Anopheles albimanus; mosquitoes; behavioral
attractants; malaria; Mexico
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| paludismo es todavia un problema de salud ptblica

que provoca graves repercusiones en el mundo.! Tan
s6lo en Africa se concentra 90% de los casos y acaba con
la vida de més de un millén de personas, en particular
nifios menores de cinco afios.2 En México, el paludismo, si
bien focalizado, posee todavia importancia en el esquema
de salud ptblica y Chiapas es el estado que ha registrado
hasta 50% de los casos en los tltimos seis afios.>

Para que la transmisién ocurra, la hembra del
mosquito debe tener dos contactos con el ser humano,
el primero para infectarse (adquiere el pardsito de una
persona infectada) y el segundo para transmitirlo. El
contacto vector-ser humano depende de la genética del
mosquito y se modifica por aspectos fisicos y quimicos.
Desde el punto de vista quimico, el proceso de btisqueda
inicia cuando la hembra capta el CO, y el 1-octen-3-ol
(octenol), que son compuestos exhalados en la respi-
racién de los mamiferos y causantes de la activacion y
orientacién del vuelo de los mosquitos hacia el hospeda-
dor alargas distancias.*” Una vez que se orienta hacia el
individuo, la hembra detecta otros compuestos propios
de éste que estimulan y llevan a la picadura; estos atra-
yentes/estimulantes a cortas distancias (dado que son
poco voldtiles) son casi siempre productos originados
en el sudor, como los dcidos grasos.

Se ha observado que en las dreas de transmision
del paludismo en México ocurre una focalizacién de los
casos dentro de las localidades, consecutiva a algunos
factores de riesgo como el niimero de individuos que
habitan en una casa, la limpieza dentro y fuera de ella,
la higiene personal, la abundancia de vegetacién peri-
doméstica y la falta de manipulacion en la vegetacion
de los criaderos.'” La integracién de sefiales fisicas,
quimicas y ecoldgicas, asi como la diversidad de éstas
enlos ambientes domésticos, producen un ecosistema de
olores dentro de la vivienda™ que propician los hébitos
humanos, como ya se reporté para el género Anopheles
gambiae 511213

Con la finalidad de aportar elementos que contri-
buyan a la explicacion de la focalizacion de casos de
paludismo observada en otras dreas, en este estudio
se determind el efecto de los compuestos voldtiles
presentes dentro de las casas sobre el comportamiento
de alimentacion de Anopheles albimanus; asimismo, se
estudio la variacién de los compuestos volatiles captu-
rados en las casas del sur de Chiapas, México.

Material y métodos

Area de estudio

Los compuestos volatiles se recolectaron en casas del
ejido Nueva Independencia (16 msnm, 14°37°30LN,
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92°16"14""LO), municipio de Suchiate, en la costa de
Chiapas, México. Esta localidad se seleccioné porque
presentaba densidades elevadas de An. albimanus dentro
de las casas.'*

Captura de volatiles

Los compuestos volatiles se recogieron en 28 casas con
bombas portatiles de extraccién de aire acopladas con
tubos de 10 cm de largo y 0.5 cm (DI), empacados con
100 mg de Super Q malla 80/100 (Alltech, México DF).
Las bombas se colocaron en el centro de cada casa con
un flujo de aire de 1.6 L/ min. Se tom¢ una muestra por
casa de 18 a 22 h, periodo dentro del cual se informa
la méxima actividad de picadura de An. albimanus.'®
Después de la captura, los tubos adsorbentes se trans-
portaron en hieleras al laboratorio del Centro Regional
de Investigacion en Salud Publica (CRISP) y los voldtiles
se desorbieron mediante 1.4 ml de diclorometano gra-
do HPLC (Fermont, Monterrey, México). El producto
desorbido se concentré a 0.25 ml con una corriente
de nitrégeno para realizar estudios conductuales y
cromatograficos.

Estudios conductuales

Se utilizaron 100 hembras recién emergidas (20 hem-
bras por cada una de las cinco repeticiones realizadas)
sin alimentar (8-10 h de edad) de An. albimanus (cepa
Panama) criadas desde 1999 en el insectario del CRISP.
Las hembras se colocaron dentro de un olfatémetro de
vidrio de dos puertos en forma de “Y”1® con una longi-
tud total de 123 cm y un didmetro interno de 10 cm. La
velocidad de aire fue de 0.2 m/s suministrada por una
bomba eléctrica de aire para pecera marca Aquarium
modelo P315. El aire se purificé mediante un cartucho
con carbén activado y humedecido al pasarlo por un
matraz de 1L con agua destilada. Se impregnaron 20 pl
del extracto en un papel filtro Whatman No. 1 (2 X 1 cm),
que se colocé en un puerto del olfatémetro. Un papel
filtro impregnado con 20 ul del solvente (diclorometano)
fue colocado en el puerto de control. El olfatémetro
se mantuvo dentro de una jaula cubierta por pldstico
negro para evitar el paso de la luz. La temperatura y la
humedad relativa interna fueron de 27 + 2°C y 75 + 5%,
respectivamente. Los experimentos se realizaron de 10
a14 h (con anterioridad se realizé un experimento para
determinar la hora en que se manifestaba el inicio del
comportamiento de picadura; datos no publicados).
Se colocaron 20 hembras colectadas al azar de un
lote de mosquitos de la misma edad en el puerto de
liberacién durante 5 min para su aclimatacién antes de
la colocacién de los tratamientos (extractos). Luego de la
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aclimatacién y una vez colocados los extractos, las hem-
bras se liberaron. El tiempo del experimento fue de 5 min
y se contabilizé el ntimero de hembras que se dirigieron
hacia cada puerto. Las hembras se sustituyeron en cada
repeticién y se alternaron la posicion del tratamiento
y el control en ambos puertos. El olfatémetro se lavé
con etanol y se esperd por un lapso de 20 min para la
evaporacién del solvente entre cada repeticién.

Analisis cromatografico

El extracto se analizé en un cromatégrafo de gases Agi-
lent Technologies modelo 6890 acoplado a un espectré-
metro de masas Agilent Technologies modelo 5973N. La
separacién se realiz6 con una columna capilar HP-5ms
(5% fenil metil siloxano) de 30 m X 250 ym X 0.25 um.
El gas acarreador fue helio con un flujo constante de 1
ml/min. Se inyect6 1 ul de muestra en modo split 15:1 a
200°C. El horno inici6 a 50°C durante 3 min. Posterior-
mente se increment6 a 10°C/min hasta 300°C y perma-
necio a esa temperatura por 2 min. La temperatura de la
linea de transferencia fue de 280°C. La ionizaci6n utilizé
70 EV en modo “scan” (m/z 50-400).1” La identificacién
de los compuestos se realiz tras comparar los espectros
de masas de cada compuesto con los registrados en la
biblioteca espectral NIST 2002.

Analisis estadistico

Los resultados en el olfatémetro se analizaron con una
prueba t de Student no pareada y se compard el porcen-
taje de mosquitos colectados en cada puerto (p=<0.05).
Antes del andlisis, la proporcién de mosquitos colecta-
dos se transformo al arcoseno de la raiz cuadrada para
normalizar los datos.!8

Consideraciones éticas

La Comisién de Etica del INSP revis6, acepté y aprobé
todas las consideraciones éticas.

Resultados

Estudios conductuales

Se obtuvieron 28 extractos de compuestos volatiles que
corresponden al total de casas de la localidad. De ellos,
12 fueron atrayentes y dos repelentes, en tanto que 14
no presentaron ninguna respuesta para las hembras sin
alimentar de An. albimanus.

Las casas cuyos extractos presentaron respuesta de
atraccién fueron la niimero 1, con un porcentaje de 63 +
0.149% de mosquitos capturados en el puerto del trata-
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miento (extracto) contra 35 + 0.574% de los mosquitos
capturados en el puerto de control (+=2.91; p=0.0196), la
10 con una respuesta hacia el extracto de 73.3 + 0.423%
contra 26.70 + 0.423% (t=2.61; p=0.0312), la ntimero 17
con 100 + 0% contra 0 + 0% (t=2.449; p=0.04), la 30 con
85.3+0.287% contra 14.7 +0.287% (+=5.234; p=0.0008), la
36 con 78 +0.358% contra 22 + 0.358% (=3.49; p=0.008),
la 37 con 69.3 + 0.325% contra 30.7 + 0.323% (t=2.53;
p=0.0352), la 41 con 94.3 + 0.259% contra 5.7 + 0.259%
(t=8.258; p=0.0001), 1a 42 con 80 + 0.356% contra 20 +
0.356% (=3.793; p=0.0053), 1a 47 con 80 + 0.43% contra
20 £ 0.43% (t=3.464; p=0.0085), la 58 con 73.3 + 0.301%
contra 26.7 +0.301% (t=3.141; p=0.0138), la casa 28-1 con
76.7 + 0.374% contra 23.3 + 0.374% (t=3.246; p=0.0118)
y la 60 con una respuesta de 90 £ 0.351% contra 10 +
0.351% (t=5.657; p=0.0005). Las casas repelentes fueron
la ndmero 35 con 16.7 + 0.388% contra 83.3 + 0.388%
(t=4.128; p=0.0033) y la nimero 12 con 0 + 0% contra 100
+ 0% (+=4.0; p=0.0039), respectivamente. Por tltimo, la
casa vacia que fungié como control (40-1) no presenté
ningtin efecto (59.3 + 0.574% de mosquitos capturados
en el tratamiento contra 40.7 + 0.574% en el control
(t=0.546; p=0.6002)).

No se observo patrén alguno de distribucién de las
casas en funcion de su efecto (atrayente, repelente y sin
efecto), ya que se presentaron casas contiguas con efectos
diferentes (figura 1), lo cual podria explicar la distribu-
ci6én de los casos de paludismo en las localidades.

Analisis cromatografico

Los cromatogramas de los extractos se muestran en las
figuras 2, 3, 4 y 5. Las casas no presentan un perfil cro-
matogréfico caracteristico por tipo de efecto (atrayente,
repelente o casa vacia). Se encontraron cuatro perfiles
diferentes. En el perfil 1 se incluyen las casas 28-1, 30,
36,58, 60, 17, 1, 10, 42, todas atrayentes; la casa 12 (re-
pelente) y la 40-1 (vacia). El perfil 2 correspondi6 a la
casa 35 (repelente), el perfil 3 a la casa 47 (atrayente) y
el perfil 4 a las casas 41 y 37 (ambas atrayentes).

Los perfiles cromatogréficos que presentaron mayor
ndmero de compuestos fueron el perfil 1y el 3. En el
perfil 1 se identificaron 26 compuestos (figura 2) y la
abundancia de ellos fue variable entre las casas. En el
perfil 2 se identificé s6lo un compuesto (figura 3), en el
3 se reconocieron 13 compuestos (figura 4) y en el 4 se
hallaron seis compuestos (figura 5).

Discusion
La respuesta conductual de Anopheles albimanus a los

volétiles colectados dentro de casas de una zona endé-
mica de paludismo del sur de Chiapas, México, vari6
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entre las casas analizadas. En los estudios conductuales
se presentaron respuestas de atraccion en 12 casas y de
repelencia en dos. Estos resultados indican que existen
casas con componentes quimicos que atraen y que re-
pelen mosquitos, lo que significarfa que éstos podrian
ser un factor de riesgo mds para contraer paludismo,
aspecto que ha sido poco explorado en México.

En términos epidemiolégicos, el contacto hombre-
vector es el suceso mds importante en la transmision y lo
determinan en gran medida los estimulos quimicos que
actdan a diferentes distancias y que permiten al mos-
quito orientarse y estimularse para que la alimentacion
con sangre se realice y, en el caso de que el mosquito
esté infectado, pueda transmitir la enfermedad.! Este
acercamiento ocurre casi siempre por la noche, cuan-
do los mosquitos acechan a los seres humanos en las
casas mientras descansan.'® Este periodo puede ser el
momento critico y en él puede ser mds susceptible la
persona a la picadura y por ende a la infeccién. Para
que esto ocurra, los mosquitos deben entrar a las casas
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y elegir al huésped, del cual se alimentan.’” En este
estudio se determind que la composiciéon quimica de
los compuestos dentro de las casas puede variar y que
su presencia puede deberse a diversos factores; de éstos
depende que existan casas con diferentes cantidades
de mosquitos.® A su vez, esto podria explicar la foca-
lizacion observada en la transmisién del paludismo en
ciertas localidades.!

La liberacién de CO, (un atrayente generalista a
largas distancias) en el aliento® y en el humo de los fo-
gones dentro de las casas, ademds de otros componentes
derivados de la combustion constante de la lefia y que
en conjuncion con los agentes liberados en el sudor, el
aliento y la ropa impregnada con sudor pueden incidir
en la orientacion y preferencias por unas casas que por
otras, aumentando con ello los riesgos de contraer la
infeccién.!? Por otro lado, el CO, también puede actuar
como repelente a altas concentraciones.” Estas dife-
rencias de concentraciones de CO, entre las casas, en
conjunto con las divergencias en intensidad en los per-
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files de compuestos voldtiles detectados en este estudio,
pueden determinar las diferencias en las cantidades de
mosquitos registradas en las casas de esta localidad.!0%
Existen diversos estudios que han demostrado que la
atracciéon de mosquitos depende de la deteccién de los
olores que emanan de los huéspedes y que éstos son
parte importante de la variacién de la atraccion. >
Al sumar todas las fuentes posibles de liberacién de
compuestos quimicos se conforma un ecosistema de
olores que, en virtud de la diversidad de compuestos
emitidos entre los hospedadores, difiere de una casa a
otra, seguin se ha observado en este estudio. El analisis
quimico reveld que el perfil de compuestos en las casas
es diferente y que no hay compuestos especificos que
diluciden la atraccién o repelencia de An. albimanus.
Aunque en algunas casas los perfiles sean parecidos,
las abundancias de cada compuesto hallado son dife-
rentes, lo que sugiere que la atraccion depende no sélo
de la presencia o ausencia de compuestos volatiles sino
también de su abundancia.”?

Los compuestos identificados corresponden a hi-
drocarburos alifaticos saturados e insaturados, hidrocar-
buros aromaticos, hidrocarburos arométicos policiclicos
(HAP), cetonas y terpenos. De estos tltimos se encontré
en especial limoneno y 3-careno. Este se ha encontrado
en una mezcla que atrajo a hembras gravidas de Ae.
aegyptihacia sitios que contenfan copépodos.?’ Una me-
dida factible para resolver el efecto atrayente del CO,, los
HAP y deméds compuestos liberados por la combustion
en ciertas casas con abundancia de mosquitos, asi como
la exposicion al humo de lefia, es una intervencién inte-
gral con la utilizacion de estufas Patsari (tipo “Lorena”),
ademds del fortalecimiento de la campafia comunitaria
de higiene familiar y mejoramiento de la vivienda. El
Centro Nacional de Vigilancia Epidemioldgica y Control
de Enfermedades aplica ahora esta tltima accién en
comunidades rurales donde persiste la transmision del
paludismo.33!

Por dltimo, dentro de los factores de riesgo para
contraer el paludismo, se ha sefialado que la distribu-
cién de las viviendas juega un papel importante para
el contagio. Esta distribucién de las viviendas se ha
vinculado con su posicién en relacién con los criaderos
y la direccién del viento.? En este estudio, la distribu-
cién de las casas atrayentes o repelentes no presenté un
patrén definido respecto de los criaderos ni la direccién
del viento, lo cual puede indicar que cada casa tiene
caracteristicas propias que las hacen atractivas para los
mosquitos, tal y como se informé para las viviendas
donde la abundancia de mosquitos se correlacioné con
el ndmero de habitantes.3

Los resultados de esta investigacién podrian contri-
buir a explicar que ciertas casas tienen mayor densidad
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que otras y que el uso constante de fogones, la combus-
tion de basura y la acumulacién de ropa impregnada
con sudor son las posibles fuentes de atraccion.

El efecto potencial de estos estudios en el control del
paludismo en el mundo depende de la direccién hacia
donde se enfoquen estos conocimientos. Por un lado,
como parte de las medidas de control genético, diver-
sos estudios se han enfocado en las bases moleculares
de la atraccién. Como resultado, ya se ha identificado
el gen causante de la olfaccién en An. gambiae3* De
igual modo, se han propuesto iniciativas vinculadas
con el conocimiento de la atraccién de los vectores;
por ejemplo, se han ideado trampas para la vigilancia
y control o el desarrollo de productos “modificadores”
del comportamiento para evitar el contacto vector-ser
humano.
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