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INTRODUCCION

1.1.1 La enfermedad de Chagas

La enfermedad de Chagas es endémica en 21 paises del continente americano y esta
ocasionada por el parasito hemoflagelado Trypanosoma cruzi (OMS, 2019). De acuerdo a la
Organizacion Mundial de la Salud (OMS), actualmente existen entre 7 y 8 millones de
infectados por 7. cruzi 'y 65 millones de personas en riesgo de contraer el pardsito. La cantidad
de muertes anuales a causa de la enfermedad asciende a 20.000 (OMS, 2019). Mas alla que la
mayor cantidad de pacientes chagdsicos se encuentran en paises en donde la enfermedad es
endémica, debido a la dinamica fluctuante de la economia mundial, que ocasiona importantes
flujos migratorios en la poblacion, la enfermedad de Chagas se ha convertido en un asunto
prioritario en paises en donde hasta hace unos escasos afios no era detectada; por ejemplo, en
Espafia existen en la actualidad 55.000 personas portadoras del parasito (OMS, 2019).

Si bien es dificil determinar los limites de cada una de las distintas etapas de la
Enfermedad de Chagas, se pueden mencionar las siguientes:

e FASE AGUDA, comienza cuando el parasito ingresa al hospedador. Tiene un periodo de
incubacion de 10-12 dias. Se pueden desarrollar sintomas como el complejo
oftalmo-ganglionar, denominado también Signo de Romafia o del ojo en compota.

e ‘FASE INTERMEDIA, durante la cual se registra en la mayoria de los casos una
disminucién en la parasitemia, seguida de la atenuacion e incluso de la involucion
de los sintomas observados durante la fase aguda.

e ‘FASE CRONICA, se manifiestan las lesiones definitivas cardiacas: miocardiopatia
chagasica cronica, que puede presentarse con arritmias, bloqueos, insuficiencia

cardiaca o ser oligosintomatica (Storino, 2010).

La mayoria de los pacientes infectados parecen saludables y no es posible detectar el
dafio de 6rganos a través de los métodos de diagndstico clinico estdndar, sino que es necesario
recurrir a serologia o pruebas parasitologicas para detectar la infeccion. Esta condicion de la

fase cronica de la enfermedad de Chagas se llama forma indeterminada y en la mayoria de los



pacientes persiste por tiempo indefinido. Sin embargo, varios afios después de que haya
comenzado la fase cronica (que dura por el resto de la vida), el 10-40% de las personas
infectadas dependiendo de la zona geografica, desarrolla lesiones en varios organos,
principalmente el corazon y el sistema digestivo. Esta condicidon se conoce como la forma
cardiaca o digestiva de la fase cronica (Storino, 2010).

El T cruzi es un protista (protozoo) de la clase Kinetoplastea, familia
Trypanosomatidae. Es un parasito intracelular con un ciclo de vida heteroxénico que involucra

vertebrados e invertebrados. Presenta cuatro formas distintas de involucion: amastigota,

promastigota, epimastigota y tripomastigota. (Figura 1).
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Figura 1. Ciclo de vida del Trypanosoma cruzi

El ciclo de vida comprende dos etapas:

e Etapa en el ser humano: El ciclo se inicia cuando el insecto hematofago infectado pica



a un ser humano o animal y defeca (1)
e Etapa en el insecto o triatominos: Cuando el insecto pica a un hospedador infectado,

algunos tripomastigotas pasan a ¢l a través de la sangre (5).

La infeccion se transmite de los reservorios, que tienen los tripomastigotes circulares, a los
humanos a través de insectos triatominos hematofagos, en los cuales el parasito se multiplica y
es eliminado. Los tripanomas que se encuentran en estas deyecciones

penetran por el punto de la picadura (Brener, 1979).

Cuando el parasito comienza a circular en la sangre, los macrofagos los fagocitan y en
su interior se transforman en amastigotes. También se localizan intracelularmente dentro de las
fibras musculares, incluyendo el miocardio, en donde forman seudoquistes. Los parasitos
alteran las fibras musculares y comprometen la conduccion nerviosa del corazon. Los dafios en
las visceras huecas, como esdfago y colon, llevan a dilataciones e hipertrofia de estos 6érganos
(Storino, 2010).

Las principales vias de transmision del pardsito son la vectorial, congénita, por
transfusion de sangre, trasplante de oOrganos, oral y por accidentes con elementos

contaminados con el parasito (Figura 2).
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Figura 2. Principales vias de transmision del parasito Trypanosoma cruzi.
En las zonas endémicas de la enfermedad, la via vectorial es la de mayor

preponderancia de infectacion. En América Latina, cada afio se registran 30.000 nuevas



infecciones causadas por la transmision vectorial. Cabe destacar, que el 31% de estas

infecciones se registran en Argentina y Bolivia (OPS, 2018).

1.1.2. Triatoma infestans y su rol como vector

El principal vector de 7. cruzi en el Cono Sur es Triatoma infestans (Hemiptera:
Reduviidae), una chinche hematéfaga obligada que se encuentra adaptada a habitats
domésticos y peridomésticos a lo largo de su area de distribucion (Schofield, 1988), aunque
también existen registros de poblaciones silvestres (Noireau y col., 2005).

Es un insecto hemimetdbolo que presenta cinco estadios ninfales que comparten el

habito alimentario de los adultos (Figura 3).
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Figura 3. Ciclo de vida de T. infestans

Dicha caracteristica actia como factor determinante en el éxito de 7. infestans como



vector de 7. cruzi, ya que el total de la poblacion de insectos esta involucrado en el ciclo de
transmision.

Por otra parte, cada estadio ninfal necesita de solo una comida a replecion para
estimular la muda, aunque la mayoria de las veces toman varias comidas mas pequefias, dado
que son facilmente interrumpidos por los huéspedes (Schofield 1994). Si bien todos los
estadios de esta especie presentan habito hematdfago, existen estudios que indican que la
preferencia alimentaria es variable con el estadio y el sitio de refugio. De hecho, los estudios
realizados por Wisnivesky Colli y col., (1982) concluyeron que el contenido géstrico de los
insectos hallados en dormitorios correspondia en mayor medida a sangre de perro, y en menor
a la de humano.

Ademas, se detectd que las ninfas se alimentaban de perro mas frecuentemente que
los adultos. Por el contrario, los insectos cuyo refugio radica en el peridomicilio se
alimentaron mas frecuentemente de animales de cria como las cabras y gallinas. Estos
estudios indicaron que los insectos de los dormitorios presentan mayor infeccion con 7. cruzi
que los de peridomicilios. Giirtler y col., (2005, 2007)

En trabajos previos llevados a cabo con el objetivo de determinar el rol de las mascotas
en la dindmica de la enfermedad, se establecid que los perros representan un importante
reservorio para la transmision del parasito al humano. Ademas, la preferencia alimentaria de 7.
infestans vari6 entre las estaciones del afio, alimentdndose preferentemente de perros y
gallinas en las estaciones célidas, y de humanos en la estacion fria (Giirtler y col. 1997).

Otro aspecto de la biologia de T. infestans que lo define como un vector relevante de
T. cruzi es su habito nocturno. Los ciclos de actividad locomotora en esta especie se presentan
al inicio de la noche y del dia, y pueden estar relacionados con la busqueda de un huésped y
con el retorno al refugio, respectivamente (Lazzari 1992). En particular, la sensibilidad al
didxido de carbono es mayor durante las primeras horas de la noche, lo que sugiere que en este
periodo se concentra la busqueda de huésped para la alimentacion (Barrozo y col. 2004). Esta
informacion indica que 7. infestans se alimenta fundamentalmente durante la noche, cuando
sus huéspedes estan en horas de descanso, reposo y por lo tanto indefensos. Su acercamiento
sigiloso al huésped garantiza que pueda alimentarse a replecion y escapar, incluso teniendo un
tamafio muy grande en su estadio adulto y llegando a picar en zonas de la cara (Lehane 1991).
El rascado instintivo sobre la herida producida por la picadura permite el ingreso del parasito

desde las heces de la vinchuca al torrente sanguineo del huésped, manteniendo el ciclo de



transmision activo (Figura 4).

Figura 4. Ingreso del parasito desde las heces de la vinchuca

En relacion a la dispersion del vector, en algunas regiones las poblaciones silvestres
de T. infestans se encuentran en las proximidades de las areas habitadas por seres humanos.
Los vectores adultos (alados) pueden transmitir la enfermedad al entrar en contacto directo con
las personas o sus alimentos e incluso pueden infestar las viviendas y establecer colonias de

cria (Abad Franch 2009).

1.2.1 El control vectorial con insecticidas piretroides

Dado que no se conoce cura o vacuna para la enfermedad de Chagas, el control
vectorial representa la herramienta de mayor importancia para el manejo de la patologia en las
zonas endémicas. Los primeros intentos de eliminar a 7. infestans incluyeron el uso de
kerosene, soda cdustica o agua hirviendo sobre las paredes de los domicilios infestados (Dias
y Schofield 1999). Sin embargo, las medidas de control sistematico no comenzaron sino hasta

principios de la década de 1940. Durante esta década y la siguiente, el DDT resultaba



sumamente exitoso para el manejo de los insectos de importancia médica, como los mosquitos
transmisores de la

malaria, y fue rapidamente adoptado para el control de los triatominos. Este compuesto posee
en realidad un bajo efecto triatomicida, y represent6 el primer fracaso de control quimico de 7.
infestans (Zerba 1999, Dias y col., 2002). Se introdujo entonces el uso de otros insecticidas
organoclorados y se obtuvieron buenos resultados con el hexaclorociclohexano (HCH), cuyo
isémero activo es el gamma (lindane), y con el dieldrin. A pesar de su efectividad, su alta
estabilidad quimica y su potencial riesgo toxicoldgico y ecotoxicoldgico llevaron a su

paulatino reemplazo por otros compuestos quimicos con caracteristicas mas favorables (Dias

y Schofield 1999).

Durante la década de 1970, los insecticidas fosforados como el fenitrotion y el
malatidn, y los carbamatos como el propoxur, fueron ampliamente utilizados para el control de
los vectores de la enfermedad de Chagas en Latinoamérica, debido a ser menos persistentes y
no bioacumulables (Zerba 1999).

Durante la década de 1980, los insecticidas piretroides ingresaron al mercado (Casida
y Quistad 1995). Desde su primera introduccion al control de triatominos, estos compuestos
demostraron poseer alta efectividad triatomicida, bajo riesgo ecoldgico y baja toxicidad para
los mamiferos. Fueron ademas facilmente aceptados por los pobladores de las areas rociadas,
ya que son inodoros y no dejan manchas en las paredes de las viviendas (Dias y Schofield
1999). Por otra parte, si bien estos compuestos son costosos, las bajas dosis necesarias para el
control de los insectos hacen que su utilizacion resulte mas econdmica que los de generaciones
previas, caracteristicas que han llevado a su aplicacién masiva como método de control de
plagas, ectoparasitos y enfermedades vectoriales.

Las campanas de tratamiento en las zonas endémicas consisten habitualmente en el
rociado de las viviendas con formulaciones aprobadas para el uso domisanitario. Las
estructuras peridomiciliarias deben ser fumigadas para reducir la disponibilidad de refugios y
el mantenimiento del ciclo de transmision en los alrededores de la vivienda. La dindmica de
trabajo es intensa y requiere de personal calificado y una alta inversion de tiempo y dinero.
Ocasionalmente las condiciones ambientales impiden el rociado de viviendas, y/o disminuyen
la residualidad de los insecticidas. Estos factores han llevado a considerar otras opciones para
el control de T infestans, aunque ninguna de ellas se encuentra disponible en el mercado. En

la actualidad, la busqueda de opciones para el manejo integrado de 7. infestans estéa dirigida a



dos herramientas posibles. Una de ellas es el hongo entomopatdégeno Beauveria bassiana.
Lecuona y col., (2001) estudiaron el efecto de este hongo sobre 7. infestans y determinaron
que representa una opcion viable para su control, dada su alta efectividad en ambientes de
distinta temperatura y humedad. Ademas, determinaron que este biocontrolador es compatible
con la

aplicacion de deltametrina, el piretroide mas utilizado para el control de 7. infestans, lo cual
sugiere que la utilizacion de ambas herramientas en conjunto podria constituir una medida de
alto impacto en el futuro. Otros autores estudian la utilidad del Triatoma virus como
controlador natural de 7 infestans. Este virus ha demostrado poseer efectos patogénicos en
cepas de 1. infestans, y dado que presenta transmision horizontal, se postula como una posible

herramienta de manejo en el futuro (Muscio y col., 1997, Muscio y col., 2000).

1.2.2. Insecticidas

Piretroides

El desarrollo de los piretroides se realizé a partir de la modificacion de la estructura
quimica de piretrinas naturales, las cuales son extraidas del aquenio de la flor del piretro
(Chrysanthemum cinerariaefolium (Compositae)) (Head 1973).

Tanto las piretrinas como la mayoria de sus analogos sintéticos son compuestos
altamente lipofilicos, con alto punto de ebullicion y baja presion de vapor (Ruigt 1985).
Actualmente 7. infestans es controlado con el uso de insecticidas piretroides,

fundamentalmente la deltametrina (Figura 5).
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Figura 5. Estructura molecular de la deltametrina, se observa la presencia de un grupo ciano caracteristico

de los piretroides de segunda generacion.

Los insecticidas piretroides actuan a nivel de los canales de sodio dependientes de
voltaje en los nervios del sistema nervioso central y periférico (McCaffery 1998). Para

entender el efecto neurotoxico de los piretroides, es necesario tener en cuenta que el medio



interno de la neurona en estado de reposo es negativo respecto al externo debido a las
diferencias en las concentraciones de iones sodio (Na+) y potasio (K+) entre ambos medios.
Cuando se transmite el impulso nervioso a lo largo del axon cambia la permeabilidad de la
membrana debido a la apertura de canales de Na+, el cual ingresa y disminuye la diferencia de
potencial. La membrana nerviosa recupera rapidamente su estado de equilibrio mediante el

movimiento de iones Na+ y K+ a través de canales especificos. (Figura 6)
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Figura 6. Transmision normal del impulso nervioso a partir del gradiente eléctrico a través de la

membrana neuronal a) Generacién del potencial de accion, b) Repolarizacion.

Los insecticidas piretroides actian a nivel de la membrana nerviosa en un sitio
especifico de los canales de Na+, modificando la velocidad de cierre de los mismos y
alterando la transmision nerviosa normal.

Estas moléculas mantienen los canales de sodio abiertos por mas tiempo del normal,
lo cual prolonga el ingreso de iones tanto durante la polarizacion como durante la
despolarizacion de la membrana del axon. Como consecuencia, disminuye la velocidad de
regreso al estado inactivado o de reposo y no se restablece correctamente el potencial de
reposo, cercano a los -70 mV (Stenersen 2004). El cierre tardio del canal produce una
despolarizaciéon luego del potencial de accidon que, si es suficientemente grande, puede

generar el disparo de multiples potenciales de accion en respuesta a un solo estimulo (Dong




2007, Lund 1985).

La exposicion a insecticidas piretroides se asocia con sintomas como la
hiperexcitabilidad, incoordinacién, temblores y convulsiones, seguidas de pardlisis y
eventualmente muerte. Algunos compuestos son muy efectivos en producir un rapido volteo,
es decir un estado de incoordinacion e inestabilidad locomotora desde el cual, dependiendo de
la dosis, puede haber una completa recuperacion. Ademas de volteo y muerte, los piretroides
pueden tener un efecto repelente al insecto, o inhibir la alimentacion (Ruigt 1985). El efecto
repelente de los piretroides como N,N-dietil-m-toluamida (DEET) ha sido comprobado en T
infestans, sin verificarse diferencias entre insectos que presentan distinta tolerancia a otros
piretroides (Alzogaray y col., 2000, Sfara y col., 2006). El estudio de los efectos de la
intoxicacion con los piretroides deltametrina y cis-permetrina demostrd que estos compuestos
causan hiperactividad, incoordinacion y pardlisis en ninfas de esta especie (Alzogaray y col.,

1997,Alzogaray y Zerba 1997).

1.2.3 Metopreno

El metopreno es un andlogo de la hormona juvenil (JH) que actiia como regulador del
crecimiento cuando se usa como insecticida . Es un liquido de color ambar con un ligero olor
afrutado. El metopreno interfiere con el ciclo de vida de un insecto y evita que alcance la
madurez o se reproduzca. Las hormonas de crecimiento juvenil deben estar ausentes para que
una pupa mude a un adulto, por lo que las larvas tratadas con metopreno no podran cambiar
con éxito de pupas a adultas. Esto rompe el ciclo de vida bioldgico del insecto, evitando la
infestacion recurrente. El metopreno se considera un pesticida biologico porque en lugar de
controlar las plagas objetivo mediante la toxicidad directa, el metopreno interfiere con el ciclo
de vida de un insecto y evita que alcance la madurez o se reproduzca. Se usa también en la
medicina veterinaria, debido a que es una sustancia activa antiparasitaria. Empleando sobre

todo a perros y gatos contra las pulgas. (An Fac Med Lima 2007)

1.2.4 Butoxido de piperonilo (PBO)

El PBO es un sinérgico de plaguicidas. Por si mismo no tiene propiedades plaguicidas.
Sin embargo, cuando se afiade a compuestos plaguicidas, tales como con los insecticidas;

piretrina, piretroides, y carbamatos, la potencia de estos quimicos es incrementada



considerablemente.

El PBO es un potente inhibidor de las enzimas monooxigenasas Citocromo P-450. Esta
familia de enzimas son las principales que act@ian en los mecanismos de detoxificacion de
muchos plaguicidas Inhibiendo los mecanismos de detoxificacion permite que las
concentraciones del insecticida dentro del organismo sean mayores ya que impide su
metabolizacion haciendo que permanezca mas tiempo dentro del cuerpo del insecto u

organismo a eliminar (Moores 2009).

1.3.1 Resistencia a insecticidas

La exposicion de los individuos al uso intensivo de insecticidas resulta en una
considerable presion de seleccion. Considerar que para una dosis determinada de compuesto
que es aplicada sobre la poblacion, una pequeiia proporcion de individuos pre adaptativamente
resistentes sobreviven y se reproducen con éxito. Ante la repetida aplicacion del compuesto, el
aumento de la proporcion de insectos tolerantes al insecticida resulta en el desarrollo de una
poblacion resistente, es decir una poblacidon que ha adquirido la capacidad de tolerar niveles de
toxico que serian letales para la mayoria de los individuos de una poblacién normal de la
misma especie (Roush y Tabashik 1990). La velocidad a la cual se desarrolla esta
caracteristica depende de la frecuencia de los genes de resistencia en la poblacion, de la
naturaleza de estos genes (recesivos o dominantes), la intensidad de la presion de seleccion y
la tasa reproductiva de la especie (Perry y col., 1998).

De la definicion propuesta se desprende la pregunta acerca de cual es el significado de
la respuesta de una poblacion normal. ;Existe un parametro generalizado de respuesta a un
insecticida? ;La respuesta a un insecticida es dependiente de especie, de poblacién? ;Existe
influencia del medio en la respuesta a un insecticida? Estos interrogantes, entre otros, llevaron
a la postulacion de definiciones de resistencia méas modernas, como la “falla de un insecticida
para controlar una poblacion, a pesar de su efectividad en el pasado” (Robertson y col., 2007).
Esta definicion puede ser extendida a cambios fisioldgicos, genéticos, etc, que determinan la
disminucién de la efectividad de un compuesto como controlador de una plaga. Como es
esperable, la resistencia a un insecticida no es exclusiva de un tipo de insecto, ni de un tipo de
molécula. De hecho, en la actualidad se conocen al menos 600 especies de insectos con
demostrada resistencia a uno o mas grupos de insecticidas. El desarrollo de resistencia en los
insectos de importancia sanitaria como vinchucas y mosquitos representa un desafio para el

control de las enfermedades emergentes como la malaria, el chagas y el dengue. En estos casos



existen ademas limitantes como la escasez de medicamentos y/o vacunas para la enfermedad,
lo que ubica al control vectorial en la posicion de la mejor, cuando no la nica, medida de
optimizacion de la salud en las zonas endémicas para cada enfermedad. Ademas, la poca
disponibilidad de variantes aptas para el uso domisanitario y el cese de la comercializacion de
compuestos previamente efectivos para el control de insectos vectores hace de la emergencia
de la resistencia una problematica no soslayable (Brogdon y McAllister 1998).

Los primeros registros de resistencia a insecticidas en vectores de enfermedades datan
de la implementacion del DDT, durante la década de 1940. Un ejemplo claro ocurrid con el
control de Aedes sp, mosquitos vectores de dengue y dengue hemorragico, que desarrollaron
resistencia a tan s6lo un afio de la implementacion de este insecticida como medida de control
(Hemingway y Ranson 2000). La rotacion de las medidas de control no fue suficiente para
contrarrestar la disminuciéon de la efectividad de los insecticidas en mosquitos, y en la
actualidad existe vasta evidencia de la resistencia de Culex quinquifasciatus y C. pipiens
(Diptera: Culicidae) a insecticidas organofosforados como el malation, y piretroides como la
permetrina (Bisset y col. 2000, Raymond y col. 2002). De la misma forma, el control quimico
de los piojos humanos Pediculus humanus (Pthiraptera: Pediculidae) rapidamente demostro su
capacidad de seleccion para insectos mas tolerantes a compuestos organofosforados y
piretroides (Downs y col. 1999, Vassena y col. 2003).

La resistencia a insecticidas se encuentra profundamente ligada a los mecanismos
metabolicos naturales, los cuales presentan variaciones que determinan tres mecanismos

basicos de resistencia a un compuesto: (Figura 7).
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Figura 7. Mecanismo de resistencia en 7. infestans
1.3.2 Mecanismos de resistencia

1.3.2.1 Penetracion reducida

Dado que la cuticula del insecto representa la primera barrera para el ingreso de un
insecticida, la penetracion reducida o el enlentecimiento de la llegada al sitio blanco implican
una disminucion de la potencial toxicidad del compuesto. Una baja tasa de penetracion de
insecticidas piretroides fue establecida en Helicoverpa armigera (Lepidoptera: Noctuidae)
resistentes a deltametrina y Musca domestica resistentes a permetrina (Ahmad y col. 2006,
DeVries y Georghiou 1981). En T. infestans, asimismo, se ha registrado el engrosamiento de la

cuticula asociado a la resistencia a la deltametrina (Juarez 1994).

1.3.2.2. Detoxificacion enzimatica incrementada

Los mecanismos normales de detoxificacion de xenobiodticos suelen presentar
modificaciones en los insectos resistentes a insecticidas. Este es un mecanismo de resistencia

muy extendido, y probablemente el de desarrollo mas inmediato (Brogdon y McAllister 1998).

En efecto, se ha establecido el incremento de la actividad para distintas familias de



enzimas, asociados a resistencia a distintos insecticidas. El ejemplo mas claro de enzimas
involucradas en la resistencia es el de las oxidasas de funcién mixta, ya que debido a su baja
especificidad y su ubicuidad son capaces de formar parte del metabolismo degradativo de
numerosas sustancias. Un incremento en su actividad ha sido relacionado con resistencia a
insecticidas de diverso modo de accion como organoclorados, fosforados, carbamatos y
piretroides, e incluso a resistencia cruzada entre distintos insecticidas (Wilkinson 1983).

Las monooxigenasas de citocromo P-450 son un grupo de importancia en la
detoxificacion de xenobidticos y han sido relacionadas con altos niveles de resistencia a
carbamatos en M. domestica (Diptera: Muscidae), a piretroides en P. humanus capitis o a
multiples insecticidas en Spodoptera litura (Lepidoptera: Noctuidae) (Scott y Wheelock 1992,
Scott 1999, Picollo y col. 2000, Huang y Han 2007). Este mecanismo de resistencia ha sido
establecido en 7. infestans resistentes a deltametrina, asociado ademads a un incremento en la
actividad de enzimas esterasas (Santo Orihuela y col. 2008). Estas enzimas también han sido
asociadas al descenso en la eficacia de insecticidas en diversas especies de insectos, como
Spodoptera exigua y Myzus persicae (Homoptera: Aphididae) resistentes a piretroides (Criniti

y col. 2008, Delorme y col. 1988).

1.3.2.3 Modificacion del sitio de accion;

Este mecanismo de resistencia implica que el sitio de accion del insecticida presenta
mutaciones que afectan su conformacion y evitan la unién con la molécula insecticida. En el
caso particular de los insecticidas piretroides, se conocen al menos diez mutaciones en los
genes codificantes para canales de sodio que confieren insensibilidad al sistema nervioso
(Dong 2007). Estas mutaciones, comunmente llamadas kdr (por el inglés knock down
resistance), producen diferentes grados de resistencia segun el grado de modificacion de la
union al sitio de accion, y han sido detectadas en numerosas especies de insectos, como M.
domestica, Anopheles gambiae (Diptera: Culicidae) y Blatella germanica (Dictyoptera:
Blatellidae) (Knipple y col. 1994, Dong 1997, Dabiré y col. 2009).

La multiplicidad de mecanismos de resistencia ha sido establecida para numerosos
insectos plaga. En estos casos existen varias causas contribuyendo a los niveles de resistencia,
y es su combinacion la que determina el resultado final de la exposicion al compuesto (Figura
8). Algunos ejemplos de estas asociaciones existen en S. exigua, H. armigera (incremento de
la actividad enzimatica y penetracion reducida) (DeVries y Georghiou 1981, Delorme y col.

1988), M. persicae y Anopheles sp (actividad enzimatica incrementada y sitio de accion



modificado) (Criniti y col. 2008, Karunaratne y col. 2007).

Orm lims pobelaciomnes de nsascios pisga

oy, natursl manvie, ingdhvidsess oo inemcijcisle. Lo e fo iy
s b s e adicas aues e wrartibda s rmasormn
e me smbreeeieie o L e Bprs e sl e d s
mpglae s s allm irvmars 8ie o e e wrr wamry

Roia s ol aop il d e, ] v om o
i

iy i e hﬁl.ll_-l.l.'u-ﬁ

LT T -pl.lu.n P e L ArmR g e Ly LSeThEnD, LE TRy e
L e S T L T e e T S T BT
u -- CLE T PR T BT P e ER R BT TN L L E S P B o B T
n-u-'u:hli-rin predoiiramnios = Le i
po bl .

Figura 8 Presion de seleccion ejercida por insecticidas
1.4 La importancia de las curvas dosis-respuesta

Las respuestas cuantales ocurren cuando el resultado en un solo organismo es todo o
nada. En el caso de la exposicion a insecticidas, se evalia si cada individuo responde o no un
tiempo después de administrado el toxico, considerando como respuesta la muerte y como no
respuesta la supervivencia (Mougabure Cueto y Sfara 2016). De esta manera, la
susceptibilidad de una poblacion de insectos se evalla a partir de la exposicion de grupos de
individuos de la misma especie tratados experimentalmente con un rango de dosis del
farmaco (Busvine 1971). Cada grupo recibe una dosis determinada y la respuesta se registra
como la proporcion de individuos tratados que responden. La relacion entre el porcentaje de
mortalidad observado (eje Y) y la dosis evaluada (eje X) se representa en una curva dosis-
respuesta. Se espera que concentraciones mas altas del insecticida produzcan mayores
proporciones de mortalidad.

El gréfico resultante de evaluar la mortalidad frente a la dosis es una curva sigmoidea
que dificulta evaluar la respuesta cerca del 0 y del 100% de mortalidad, zonas donde la
respuesta alcanza asintotas. Por lo tanto, se usa una transformacion Probit para convertir la

curva sigmoidea acumulativa en una funcién lineal. Esto se logra trazando lineas



perpendiculares equidistantes en el eje X de la curva dosis- respuesta separadas en términos de
desviaciones estandar de la curva normal acumulada (Hewlett y Plackett 1979). De esta
manera, se obtiene una escala de desvios equivalentes normales que es lineal, al igual que la
escala que se consigue si se aplica el logaritmo a la dosis. Asi, al medir el porcentaje de
mortalidad en términos de desviaciones estandar, llegamos a una relacion lineal entre los
desvios y la dosis logaritmica. Luego, para que la respuesta sea siempre positiva, se suma 5 a
los desvios, obteniendo medidas que reciben el nombre de “probits” (una abreviatura de
unidades de probabilidad). Por lo tanto, el Método Probit es un método estadistico que se basa
en la distribucion normal.

Este parametro toxicoldgico sera brindado por el software POLO-PLUS. Cabe
destacar, que este software trabaja con el modelo estadistico Probit.

El grafico de los valores probits del porcentaje de mortalidad en funcién del logaritmo
de la dosis generan una relacion lineal (Perry y col. 1998).

A partir de esta funcion lineal es posible obtener pardmetros toxicoldgicos como la
dosis letal 50 (DL50), que es la concentracion a la que muere la mitad (50%) de los insectos

tratados con el insecticida (Figura 9).
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Figura 9. Curva dosis-respuesta para una poblacion y linealizacion con la transformacion Probit, a partir

de la cual se obtiene el parametro DL50.

OBJETIVO

2. OBJETIVO DEL TRABAJO FINAL

El trabajo final tiene como objetivo general avanzar en el conocimiento de la

evolucion de la resistencia a insecticidas en poblaciones de campo de 7. infestans, mediante el

uso de herramientas de la toxicologia y el modelo estadistico Probit.
Los objetivos especificos son:

e Determinar la eficacia triatomicida del insecticida metopreno y deltametrina en ninfas

de T infestans mediante el modelo estadistico Probit.

e Estudiar la actividad letal de la combinacion de metopreno y deltametrina con el

sinergista butdxido de piperonilo (PBO) en 7. infestans utilizando el analisis Probit.

DESARROLLO Y RESULTADOS

3. MATERIALES Y METODOS:

3.1Acondicionamiento y cria de los triatominos:



Los ensayos se llevaron a cabo en el laboratorio de Artrépodos y Vectores
(LabArVec), Facultad de Ciencias Médicas, Universidad Nacional de La Plata. Los insectos
fueron colocados en contenedores de pléstico de 15 cm de diametro. La cria de los insectos se
realizd en condiciones controladas de temperatura de temperatura (28+1°C), de humedad (50-
70%) y un fotoperiodo de 12:12 horas (luz: oscuridad). Los ejemplares de 7. infestans fueron
alimentados con sangre de gallinas una vez por semana.

Durante el presente trabajo se utilizaron dos poblaciones de vinchucas. Una
poblacién fue iniciada con insectos enviados desde el Centro de Referencias de Vectores
(CeReVe). Esta colonia fue utilizada como referencia o susceptible, ya que estos ejemplares
son mantenidos desde el afio 2010 sin exposicion a insecticidas.

En cuanto a la otra colonia de insectos utilizada en este trabajo, las vinchucas
iniciadoras de la colonia fueron capturadas en la localidad de Salvador Mazza, Salta,
Argentina. En esta zona, las campafias de rociado con piretroides para el control de T
infestans son consideradas ineficaces debido a la rapida reinfestacion con vinchucas que se
registra en los hogares. A esta colonia se la denomin6é como colonias de Salvador Mazza
(CSM). Todos los ensayos de este trabajo final se llevaron a cabo con ninfas de quinto estadio
de ambas poblaciones. La eleccion de este estadio del desarrollo de 7. infestans tiene que ver
con que es el estadio que mayor resistencia demostr6 hacia los piretroides (Germano, 2008).

Tanto las vinchucas de la colonia de referencia (CR) como las CSM fueron alimentadas
sobre gallinas, una vez a la semana. Las colonias se mantuvieron a 26 + 20C de temperatura,

60-70% de humedad relativa (HR) y un ciclo de 12:12 luz: oscuridad.

3.2. Determinacion de la susceptibilidad a metopreno en ninfas

de 7. infestans

En este bioensayo se determiné la dosis de metopreno y deltametrina necesaria para
matar al 50% de la poblacion en estudio (DLso). Para calcular la DLso, se siguid el protocolo
de
la Organizacion Mundial de la Salud. Se utilizaron ninfas de V estadio de 7. infestans con
12-15 dias de ayuno post-ecdisis. El bioensayo consistié en la aplicacion topica de 1 pL del
principio activo (metopreno o deltametrina) disuelto en acetona sobre la zona dorsal del

abdomen de las ninfas. Para la confeccion de las curvas dosis-respuesta se evaluaron dosis



crecientes de los del insecticida teniendo en cuenta que al menos cuatro de estas dosis causan
entre 10 y 90% de mortalidad entre las ninfas. Cada dosis fue topicada en 10 vinchucas. Luego
de ser topicados, los insectos fueron alojados en recipientes rotulados registrando el estado de
los insectos a las 24, 48, 72 y 96 h. Las 10 ninfas que fueron utilizadas como control s6lo
recibieron 1 pL de acetona sin principio activo disuelto. El ensayo fue replicado tres veces, es

decir, que cada dosis del insecticida fue topicada en 30 vinchucas

3.3Determinacion del efecto sinérgico del PBO en la actividad

triatomicida del metopreno y deltametrina

Para este bioensayo, 1 h antes de la administracion del metopreno o deltametrina por
via topica, los insectos fueron tratados con 1 ug de PBO disuelto en 1 uL acetona. Luego de
transcurrido ese tiempo, la metodologia de trabajo fue similar a la descrita en la seccion
anterior. En este ensayo se llevaron a cabo dos controles. En cada réplica 10 vinchucas
recibieron 2 pL. de acetona sin principio activo disuelto y otras 10 ninfas recibieron 1 pg de
PBO disuelto en 1 pL acetona. Cabe destacar que la dosis de PBO utilizada en este ensayo no
demostrd tener efectos toxicos sobre las vinchucas, es decir, que la mortalidad de las ninfas
control que recibieron 1 pg de PBO disuelto en 1 pL acetona no fue superior a la observada en

las ninfas control que recibieron 2 pL de acetona.
3.4Estudio estadistico

La actividad letal del metopreno y deltametrina fue cuantificada utilizando el modelo

estadistico Probit . Este modelo permite relacionar una mortalidad determinada con la dosis o
concentracion necesaria para provocarla. Las mortalidades registradas en los ensayos de
topicacion fueron analizados a través del software POLO-PLUS. Mediante el mencionado
software se confeccionaron las curvas dosis-respuesta de los insecticidas evaluados. A partir
de dichas curvas se calcularon las dosis necesarias para matar al 50% de los insectos
evaluados

(DLso). Estos valores fueron acompanados por sus respectivos intervalos de confianza del

95% (IC 95%).

Para conocer las diferencias de susceptibilidades entre las dos colonias de insectos que



fueron evaluados en este trabajo, se determinod el grado de resistencia al insecticida (GRso),
para esto se realizd la comparacion de las DLso entre la CR y la CSM. Cada grado de
resistencia calculado fue acompafiado por su correspondiente IC 95%. Dos DL50 fueron
consideradas significativamente distintas cuando el IC 95% no incluy6 al nimero 1,0 (p <
0,05). (Robertson, 2007). Este valor permite determinar la existencia o no de resistencia a
cada insecticida en cada poblacion (Robertson y Preisler 1992).

Para conocer el grado de sinergismo entre el metopreno y deltametrina con el PBO se
realiz6 algo similar a lo antes detallado. En este caso se calculara el grado de sinergismo
(GSs0), para esto se realiz6 el cociente entre DL50 (metopreno o deltametrina) / DL50
+ PBO). DL50 se

significativamente distintas cuando el IC 95% hallado no incluya al nimero 1,0. El grado de

(metopreno o  deltametrina

Nuevamente, dos consideraran

Sinergismo es el resultado de la accion de dos o més sustancias que, actuando en conjunto,

provocan una respuesta mayor a la suma de los efectos que provocan por separado.

RESULTADOS

Tabla 1:

Estadio de la mortalidad de las nartas de I igfesfoms alo largo del temipo:
Tto LDy ingd)

C195%

Tiempo de tratamsento (h)

Colona b 4Eh 12k O6h
DM CR B2.502 (41.131-134. 784 62500 (41138134, 704) B2 502 (44, 131-134, 704} 62,502 (41.137-134 7))

FHYT 2 (1T0E1 200- 2097 2 {2 7.2 {17 - 2807 2 (1700

DM CSM ;;:35 an 081200 imi ﬂclﬁ':E 00- E*:ga i 081.200 fsiii I: $1.200-
DM-P CR 25,1 [[17,7-34,8) 25,1|117,7-34,8) 15,1 (17,7348 25,1(]17.7-34,8}
DM-P C5M 27865 (1853 £ 4501 1 27BE 51453 6-2501,2) 1756, (1452 4501 3] 278621453, 6-2601 2}
M« CE 22850 (50.180-253 B7S)  BESO (B0 199-250 875)  EZE00 (S0.199-253.875)  B0.55E (80 ETS-1.22ES
Meat CS5M 54,073 (34, 772121 85 37 146 (25 58050 460 33 560 [23.541-52.BO5) 33.588 (23 S41-52 355
M-P CR 225 (45,4 34 15 03] 18353 (1490 324 244 18383 [14.81 324 644 ) TH.3ES (14 97324 544
M-P CSM  9508(2688865.125)  10.SS(BOSC-13431)  TA4BM(STH282MM) 1461 (5T128.271)

Tto: Tratamiento

Col: colonia

CR: colonia de referencia
CSM: colonia de Salvador Maza

DAM: deltametrina LDszo: dosis letal 50 se expresa en ng por insecto
Met: metopreno CIss: intervalo de confianza 95%
A-P: metopreno + PBO DM-P: deltametrina + PBO

Tabla 2:



Comparacion de la actividad letal de Deltametrina, Metopreno y BPO en ninfas de T.infestans
susceptibles y resistentes a piretroides despues de 96hs de exposicion.

e  Col Pend+DE  LDso{ng/l) GReo(CI95%)  GSso(C195%)
oM CR 131029 61504111347

DM C5M 2,11£045  22497,2(17081,2-37509,1) 359,9 (191,8-675,3)

oMP CR 25,1((17,7-34,8) 2.2(1,2-3,8)
DM-P  CSM 2786,9 (1453,6-4601,2) 7,5(4,9-11,1)
Met 1,40£0,29  60,5(40,6-122,6)

Met  CSM 1404027  33,5(23,552,8) 0,5(0,3-0,9)

MP  CR 2214030 19,3(14,3-24.8) 31(1L8-54)
MP  CSM 3,81066  74(579.2) 04(02-06  45(297,0)

Grafico 1: Met CSM/CR 96 hs. GR50 (C195%)= 0,5 (0,3-0,9)
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Grafico 2: Met CSM/CR 96 hs. GR50 (C195%)= 0.4 (0,2-0,6)
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Gréfico 3: Met/ Met + PBO CR= GSs, (C195%)= 3,1 (1,8-5,4)

A

Azul: Met + PBO Roja: Met

Grafico 4: Met/ Met + PBO CSM: GS;,(C195%)= 4,5 (2,9-7,0)
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El estudio de la actividad triatomicida se llevo a cabo mediante ensayos de topicacion.

A partir de esta técnica se determino la DL _ . del metopreno y el piretroide deltametrina en las

50

dos poblaciones de vinchucas en estudio.
Al comparar la potencia de ambos insecticidas, el metopreno demostr6 en ambas

colonias de vinchucas una mayor potencia que la deltametrina. Cabe destacar, que si bien en el
caso de la CR de vinchucas, la potencia del metopreno (DL50: 60,5 ng/insecto) fue levemente
superior a la observada con la deltametrina (DL50: 62,5 ng/insecto), en el caso de las
vinchucas CSM se reportd una diferencia importante en la actividad letal de los insecticidas,
para estos insectos se necesitd una dosis 682 veces mayor de deltametrina (DL50: 22497
ng/insecto) con respecto a la descrita para el metopreno (DL50:33 ng/insecto) (Tabla 2).

Al comparar la actividad letal de ambos insecticidas entre las vinchucas CR y CSM se
observo una diferencia importante entre la susceptibilidad hacia la deltametrina por parte de
los individuos de ambas colonias. Para las vinchucas provenientes de CSM la dosis del
piretroide necesaria para eliminar al 50% de los insectos fue 360 veces superior a la registrada
entre los insectos de la CR (Tabla 2). Demostrando de esta manera una importante resistencia
hacia la deltametrina por parte de las vinchucas de CSM. En cuanto al metopreno, al contrario
de lo observado para la deltametrina, la comparacion de la DL50 registrada para ambas
colonias en estudio, demostré una mayor susceptibilidad para los insectos provenientes de la
CSM  (GR50:0,4) (Grafico 2), que para las vinchucas de la colonia de CR (GR50: 0,5)
(Grafico 1).



En cuanto al efecto sinérgico del PBO en la actividad letal de la deltametrina, se pudo
constatar una diferencia significativa entre lo reportado en la CR en comparacion con las
vinchucas provenientes de CSM. La actividad del sinergista se incrementd en las vinchucas
CSM a deltametrina, reduciéndose 7.5 veces la dosis necesaria para eliminar al 50% de los
insectos (Tabla 2). En comparacion, el GR50 observado para las ninfas de CR fue de tan solo
2.2 (Tabla 2).

Con respecto al estudio del efecto del PBO en la actividad letal de metopreno se
constatd un importante efecto sinérgico en ambas poblaciones de insectos, siendo mayor, en el
caso de las ninfas provenientes de CSM (Tabla 2) (Grafico 3 y 4).

Por ultimo, en los ensayos llevados a cabo en el presente trabajo, se determiné el
tiempo necesario de cada insecticida para alcanzar su maxima actividad letal en las ninfas de
T. infestans. Para el caso de la deltametrina el efecto maximo en ambas colonias de vinchucas
fue observado a las 24 h de haber sido topicada (Tabla 1). Cabe resaltar, que este
comportamiento letal no fue modificado por la presencia del sinergista PBO (Tabla 1). A
diferencia de lo descrito anteriormente con la deltametrina, en el caso de las vinchucas CR se
constato una actividad letal maxima del metopreno recién a las 96 h de haber sido topicado en
las ninfas. En las ninfas de provenientes de CSM la actividad méaxima se observo a las 72 h
postopicacion (Tabla 1). En las ninfas CR, la combinacion de PBO con el metopreno acelerd

la actividad maxima del insecticida a 48 h postratamiento (Tabla 1).

DISCUSION

4. El uso masivo y continuo de un mismo tipo de insecticida sobre una determinada
especie de insecto, suele traer aparejado la aparicion de individuos resistentes a estas
moléculas. La presion de seleccion ocasionada por un insecticida con alta eficacia letal es
suficiente, bajo determinadas condiciones, para acortar su propia vida util. El éxito mediato es
también, su fracaso a largo plazo. Para el caso de T infestans la realidad no dista mucho de lo
antes expuesto. La alta actividad triatomicida demostrada por los piretroides los erigié6 como
la Unica alternativa para el control de los principales vectores de 7. cruzi en las zonas
endémicas de la Enfermedad de Chagas. El uso irracional que se realizo con estos insecticidas

condujo a la seleccion de poblaciones de vinchucas resistentes (Mougabure-Cueto y Picollo,

2015).



Ante este panorama se hace necesaria la busqueda de moléculas con mecanismos de
accion diferentes al de los piretroides y que demuestren altos indices de actividad letal en
triatominos. También, se hace imprescindible determinar la factibilidad del uso de distintos
métodos estadisticos que permitan cuantificar el grado de susceptibilidad/resistencia que
puedan tener diferentes poblaciones de triatominos a los insecticidas en estudio.

En este trabajo, se estudid la actividad triatomicida de los insecticidas metopreno y
deltametrina en una poblacion de vinchucas de referencia y en otra proveniente de la localidad
de Salvador Mazza. Cabe destacar, que la eleccion de estos insectos tiene que ver con que en
el aflo 2005 se reportd en Salvador Mazza la presencia de ninfas de T infestans con grados de
resistencia a deltametrina de 130X (Picollo y col., 2005). También, es importante remarcar que
desde el descubrimiento de las poblaciones resistentes a piretroides, en la zona de Salvador
Mazza se intensifico el uso de deltametrina, es decir, se aumentaron las concentraciones del
insecticida en los rociados llevados a cabo en las viviendas de la localidad. Este tipo de
conductas, no solo no son una solucion al problema, sino que por el contrario lo inico que
hacen es acelerar el proceso de seleccion de individuos cada vez mas resistentes (Mougabure
Cueto y Picollo, 2015). En consonancia con esta afirmacion, el grado de resistencia a
deltametrina descripto en el presente trabajo de investigacion fue de 350X, confirmando no
solo lo descripto por Picollo, sino que ademés demuestra un incremento, desde al afo 2005
hasta la fecha, de més del doble en el nivel de resistencia a deltametrina por parte de vinchucas
provenientes de Salvador Mazza.

En otro resultado de este trabajo de investigacion se describio la actividad letal
provocada por la combinacion del sinergista PBO con la deltametrina. Se constaté una mayor
actividad sinérgica de la combinacion del PBO con el piretroide en las ninfas resistentes. Este
dato indica que parte de la resistencia a deltametrina presente en estos insectos podria estar
relacionada con una sobre-expresion de monooxigenasas citocromo P-450. En consonancia
con este resultado, Traverso y col. (2017) describieron en un trabajo realizado en ninfas de 7
infestans resistentes a piretroides una sobre-expresion del gen CYP4 perteneciente a la familia
de enzimas antes mencionada. Asimismo, es preciso destacar que si bien el PBO demostrd
tener un efecto sinérgico en la actividad letal de la deltametrina, este sinergista no logro
revertir en su totalidad la resistencia presente en las vinchucas de Salvador Mazza. Esto
estaria indicando que ademds de la exacerbacion de la actividad de monooxigenasas
citocromo P-450 podria coexistir otro mecanismo de resistencia en estos insectos. En este

sentido, Sierra y col. (2016) reportaron la presencia de las mutaciones L1014F y L925I en los



canales de sodio en ninfas de 7. infestans resistentes a piretroides provenientes de la region
del Gran Chaco.

En cuanto al metopreno se observo una actividad letal similar entre ambas colonias,
esto refuerza la importancia de buscar moléculas alternativas con mecanismos de accion
distintos al de los piretroides para el control de 7. infestans.

La posibilidad de observar el efecto de ambos insecticidas por un periodo de 96 h
posadministracion en las ninfas, nos permitié determinar un comportamiento letal distinto
entre la deltametrina y el metopreno. En el caso del piretroide se observo que su actividad
letal maxima se alcanzd dentro de las 24 h postopicacion, mientras que para el metopreno su
actividad letal maxima se constaté a las 96 y 72 h postopicacion para las ninfas de referencia y
resistentes, respectivamente. Esta actividad letal lenta del metopreno fue puesta de manifiesto
previamente en otras especies de insectos hematofagos de importancia sanitaria como los
mosquitos Aedes aegypti y Anopheles benarrochi. En estos insectos la actividad letal maxima
se observo recién a las 96 h luego de haber entrado en contacto con el metopreno (Castro y
col., 2007).

Otro dato destacado entre los resultados obtenidos en este trabajo de investigacion fue
la actividad sinérgica del PBO con el metopreno. Este resultado sugiere que el PBO podria
inhibir monooxigenasas Citocromo P-450 que participan en el proceso de detoxificacion del
metopreno en las ninfas de 7. infestans. También, constatamos una actividad sinérgica similar
del PBO en Ia letalidad del metopreno en ambas colonias de vinchucas. Este dato no es para
nada menor, ya que podria estar indicando que las monooxigenas Citocromo P-450 que
participan en la resistencia a deltametrina no serian las mismas que realizan el proceso de
detoxificacion del metopreno.

En conclusion, la actividad letal similar demostrada por el metopreno en combinacion
con el PBO en ninfas de 7. infestans susceptibles y resistentes a deltametrina, posiciona a este
insecticida como una alternativa plausible para el control del vector. Cabe destacar, que bajo el
uso racional que debe realizarse con las moléculas destinadas al control de vectores, seria
conveniente que el metopreno en combinacion con el sinergista PBO forme parte de un
programa de rotacion de insecticidas con distintos mecanismos de accion. De esta manera se
podria alargar la vida util de esta combinacion de insecticidas.

En cuanto al modelo Probit, podemos afirmar que fue el modelo estadistico adecuado

para determinar la diferencia de susceptibilidad a insecticidas por parte las dos colonias de



vinchucas utilizadas en este trabajo. Este modelo nos permiti6 cuantificar mediante la
comparacion de las DL50 obtenidas, la diferencia de susceptibilidad entre una poblacion de
vinchucas sin contacto con insecticidas versus individuos provenientes de una zona en donde
el uso de deltametrina como método de control ha fracasado sistematicamente durante los

ultimos 20 afios.
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