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INTRODUCCIÓN

1.1.1 La enfermedad de Chagas

La enfermedad de Chagas es endémica en 21 países del continente americano y está

ocasionada por el parásito hemoflagelado Trypanosoma cruzi (OMS, 2019).   De acuerdo a la

Organización Mundial de la Salud (OMS), actualmente existen entre  7 y 8 millones de

infectados por T. cruzi y 65 millones de personas en riesgo de contraer el  parásito. La cantidad

de muertes anuales a causa de la enfermedad asciende a 20.000 (OMS,  2019). Más allá que la

mayor cantidad de pacientes chagásicos se encuentran en países en donde  la enfermedad es

endémica, debido a la dinámica fluctuante de la economía mundial, que  ocasiona importantes

flujos migratorios en la población, la enfermedad de Chagas se ha  convertido en un asunto

prioritario en países en donde hasta hace unos escasos años no era  detectada; por ejemplo, en

España existen en la actualidad 55.000 personas portadoras del  parásito (OMS, 2019).

Si bien es difícil determinar los límites de cada una de las distintas etapas de la

Enfermedad de Chagas, se pueden mencionar las siguientes:

● FASE AGUDA, comienza cuando el parásito ingresa al hospedador. Tiene un período de

incubación de 10-12 días. Se pueden desarrollar síntomas como el complejo

oftalmo-ganglionar, denominado también Signo de Romaña o del ojo en  compota.

● ·FASE INTERMEDIA, durante la cual se registra en la mayoría de los casos una

disminución en la parasitemia, seguida de la atenuación e incluso de la involución

de los síntomas observados durante la fase aguda.

● ·FASE CRÓNICA, se manifiestan las lesiones definitivas cardíacas: miocardiopatía

chagásica crónica, que puede presentarse con arritmias, bloqueos, insuficiencia

cardíaca o ser oligosintomática (Storino, 2010).

La mayoría de los pacientes infectados parecen saludables y no es posible detectar el

daño de órganos a través de los métodos de diagnóstico clínico estándar, sino que es necesario

recurrir a serología o pruebas parasitológicas para detectar la infección. Esta condición de la

fase crónica de la enfermedad de Chagas se llama forma indeterminada y en la mayoría de los



pacientes persiste por tiempo indefinido. Sin embargo, varios años después de que haya

comenzado la fase crónica (que dura por el resto de la vida), el 10-40% de las personas

infectadas dependiendo de la zona geográfica, desarrolla lesiones en varios órganos,

principalmente el corazón y el sistema digestivo. Esta condición se conoce como la forma

cardíaca o digestiva de la fase crónica (Storino, 2010).

El T. cruzi es un protista (protozoo) de la clase Kinetoplastea, familia

Trypanosomatidae. Es un parásito 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).

Figura 1. Ciclo de vida del Trypanosoma cruzi

El ciclo de vida comprende dos etapas:

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



a un ser humano o animal y defeca (1)

● Etapa en el insecto o triatominos: Cuando el insecto pica a un hospedador infectado,

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

La infección se transmite de los reservorios, que tienen los tripomastigotes circulares, a los

humanos a través de insectos triatominos hematófagos, en los cuales el parásito se multiplica y

es eliminado. Los tripanomas que se encuentran en estas deyecciones

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

Cuando el parásito 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 parásitos

alteran las fibras musculares y comprometen la conducción nerviosa del corazón. Los daños en

las vísceras huecas, como esófago y colon, llevan a dilataciones e hipertrofia de estos órganos

(Storino, 2010).

Las principales vías de transmisión del parásito son la vectorial, congénita, por

transfusión de sangre, trasplante de órganos, oral y por accidentes con elementos

contaminados  con el parásito (Figura 2).

Figura 2. Principales vías de transmisión del parásito Trypanosoma cruzi.
En las zonas endémicas de la enfermedad, la vía vectorial es la de mayor

preponderancia de infectación. En América Latina, cada año se registran 30.000 nuevas



infecciones causadas por la transmisión 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 T. cruzi en el Cono Sur es Triatoma infestans (Hemiptera:

Reduviidae), una chinche hematófaga obligada que se encuentra adaptada a hábitats

domésticos y peridomésticos a lo largo de su área de distribución (Schofield, 1988), aunque

también existen  registros de poblaciones silvestres (Noireau y col., 2005).

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

hábito alimentario de los adultos (Figura 3).

Figura 3. Ciclo de vida de T. infestans

Dicha característica actúa como factor determinante en el éxito de T. infestans como



vector de T. cruzi, ya que el total de la población de insectos está involucrado en el ciclo de

transmisión.

Por otra parte, cada estadio ninfal necesita de solo una comida a repleción para

estimular la muda, aunque la mayoría de las veces toman varias comidas más pequeñas, dado

que son fácilmente interrumpidos por los huéspedes (Schofield 1994). Si bien todos los

estadios de esta especie presentan hábito hematófago, 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 gástrico de los

insectos hallados en dormitorios correspondía en mayor medida a sangre de perro, y en menor

a la de humano.

Además, se detectó que las ninfas se alimentaban de perro más frecuentemente que

los adultos. Por el contrario, los insectos cuyo refugio radica en el peridomicilio se

alimentaron más frecuentemente de animales de cría como las cabras y gallinas. Estos

estudios indicaron que los insectos de los dormitorios presentan mayor infección con T. cruzi

que los de  peridomicilios. Gürtler y col., (2005, 2007)

En trabajos previos llevados a cabo con el objetivo de determinar el rol de las mascotas

en la dinámica de la enfermedad, se estableció que los perros representan un importante

reservorio para la transmisión del parásito al humano. Además, la preferencia alimentaria de T.

infestans varió entre las estaciones del año, alimentándose preferentemente de perros y

gallinas  en las estaciones cálidas, y de humanos en la estación fría (Gürtler y col. 1997).

Otro aspecto de la biología de T. infestans que lo define como un vector relevante de

T. cruzi es su hábito nocturno. Los ciclos de actividad locomotora en esta especie se presentan

al inicio de la noche y del día, y pueden estar relacionados con la búsqueda de un huésped y

con el retorno al refugio, respectivamente (Lazzari 1992). En particular, la sensibilidad al

dióxido de carbono es mayor durante las primeras horas de la noche, lo que sugiere que en este

período se concentra la búsqueda de huésped para la alimentación (Barrozo y col. 2004). Esta

información indica que T. infestans se alimenta fundamentalmente durante la noche, cuando

sus huéspedes están en horas de descanso, reposo y por lo tanto indefensos. Su acercamiento

sigiloso al huésped garantiza que pueda alimentarse a repleción y escapar, incluso teniendo un

tamaño 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 parásito

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



transmisión activo (Figura 4).

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

En relación a la dispersión del vector, en algunas regiones las poblaciones silvestres

de T. infestans se encuentran en las proximidades de las áreas 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

cría (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 patología en las

zonas endémicas. Los primeros intentos de eliminar a T. infestans incluyeron el uso de

kerosene, soda cáustica o agua hirviendo sobre las paredes de los domicilios infestados (Dias

y Schofield 1999). Sin embargo, las medidas de control sistemático 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 rápidamente adoptado para el control de los triatominos. Este compuesto posee

en realidad un bajo efecto triatomicida, y representó el primer fracaso de control químico de T.

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

isómero activo es el gamma (lindane), y con el dieldrin. A pesar de su efectividad, su alta

estabilidad química y su potencial riesgo toxicológico y ecotoxicológico llevaron a su

paulatino reemplazo por otros compuestos químicos con características más favorables (Dias

y Schofield  1999).

Durante la década de 1970, los insecticidas fosforados como el fenitrotión y el

malatión, 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 introducción al control de triatominos, estos compuestos

demostraron poseer alta efectividad triatomicida, bajo riesgo ecológico y baja toxicidad para

los mamíferos. Fueron además fácilmente aceptados por los pobladores de las áreas 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 utilización resulte más económica que los de generaciones

previas, características que han llevado a su aplicación masiva como método de control de

plagas, ectoparásitos y enfermedades vectoriales.

Las campañas 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 transmisión en los alrededores de la vivienda. La dinámica de

trabajo es intensa y requiere de personal calificado y una alta inversión 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 búsqueda de opciones para el manejo integrado de T. infestans está dirigida a





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 axón 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 rápidamente su estado de equilibrio mediante el

movimiento de iones Na+ y K+ a través de canales específicos. (Figura 6)

Figura 6. Transmisión normal del impulso nervioso a partir del gradiente eléctrico a través de la

membrana neuronal a) Generación del potencial de acción, b) Repolarización.

Los insecticidas piretroides actúan a nivel de la membrana nerviosa en un sitio

específico de los canales de Na+, modificando la velocidad de cierre de los mismos y

alterando  la transmisión nerviosa normal.

Estas moléculas mantienen los canales de sodio abiertos por más tiempo del normal,

lo cual prolonga el ingreso de iones tanto durante la polarización como durante la

despolarización de la membrana del axón. 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 tardío del canal produce una

despolarización luego del potencial de acción que, si es suficientemente grande, puede

generar el disparo de múltiples potenciales de acción en respuesta a un solo estímulo (Dong



2007, Lund 1985).

La exposición a insecticidas piretroides se asocia con síntomas como la

hiperexcitabilidad, incoordinación, temblores y convulsiones, seguidas de parálisis y

eventualmente muerte. Algunos compuestos son muy efectivos en producir un rápido volteo,

es decir un estado de incoordinación e inestabilidad locomotora desde el cual, dependiendo de

la dosis, puede haber una completa recuperación. Además de volteo y muerte, los piretroides

pueden tener un efecto repelente al insecto, o inhibir la alimentación (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

intoxicación con los piretroides deltametrina y cis‐permetrina demostró que estos compuestos

causan hiperactividad, incoordinación y parálisis en ninfas de esta especie (Alzogaray y col.,

1997,Alzogaray y Zerba 1997).

1.2.3 Metopreno

El metopreno es un análogo de la hormona juvenil (JH) que actúa como regulador del

crecimiento cuando se usa como insecticida . Es un líquido de color ámbar 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 podrán cambiar

con éxito de pupas a adultas. Esto rompe el ciclo de vida biológico del insecto, evitando la

infestación recurrente. El metopreno se considera un pesticida biológico 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 Butóxido de piperonilo (PBO)

El PBO es un sinérgico de plaguicidas. Por sí mismo no tiene propiedades plaguicidas.

Sin embargo, cuando se añade a compuestos plaguicidas, tales como con los insecticidas;

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



considerablemente.

El PBO es un potente inhibidor de las enzimas monooxigenasas Citocromo P-450. Esta

familia de enzimas son las principales que actúan en los mecanismos de detoxificación de

muchos plaguicidas Inhibiendo los mecanismos de detoxificación permite que las

concentraciones del insecticida dentro del organismo sean mayores ya que impide su

metabolización haciendo que permanezca más tiempo dentro del cuerpo del insecto u

organismo a eliminar (Moores 2009).

1.3.1 Resistencia a insecticidas

La exposición de los individuos al uso intensivo de insecticidas resulta en una

considerable presión de selección. Considerar que para una dosis determinada de compuesto

que es aplicada sobre la población, una pequeña proporción de individuos pre adaptativamente

resistentes sobreviven y se reproducen con éxito. Ante la repetida aplicación del compuesto, el

aumento de la proporción de insectos tolerantes al insecticida resulta en el desarrollo de una

población resistente, es decir una población que ha adquirido la capacidad de tolerar niveles de

tóxico que serían letales para la mayoría de los individuos de una población normal de la

misma especie (Roush y Tabashik 1990). La velocidad a la cual se desarrolla esta

característica depende de la frecuencia de los genes de resistencia en la población, de la

naturaleza de estos genes (recesivos o dominantes), la intensidad de la presión de selección y

la tasa reproductiva  de la especie (Perry y col., 1998).

De la definición propuesta se desprende la pregunta acerca de cuál es el significado de

la respuesta de una población normal. ¿Existe un parámetro generalizado de respuesta a un

insecticida? ¿La respuesta a un insecticida es dependiente de especie, de población? ¿Existe

influencia del medio en la respuesta a un insecticida? Estos interrogantes, entre otros, llevaron

a la postulación de definiciones de resistencia más modernas, como la “falla de un insecticida

para controlar una población, a pesar de su efectividad en el pasado” (Robertson y col., 2007).

Esta definición puede ser extendida a cambios fisiológicos, genéticos, etc, que determinan la

disminución 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 más grupos de insecticidas. El desarrollo de resistencia en los

insectos de importancia sanitaria como vinchucas y mosquitos representa un desafío para el

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



existen además limitantes como la escasez de medicamentos y/o vacunas para la enfermedad,

lo que ubica al control vectorial en la posición de la mejor, cuando no la única, medida de

optimización de la salud en las zonas endémicas para cada enfermedad. Además, la poca

disponibilidad de variantes aptas para el uso domisanitario y el cese de la comercialización de

compuestos previamente efectivos para el control de insectos vectores hace de la emergencia

de la resistencia una problemática no soslayable (Brogdon y McAllister 1998).

Los primeros registros de resistencia a insecticidas en vectores de enfermedades datan

de la implementación del DDT, durante la década de 1940. Un ejemplo claro ocurrió con el

control de Aedes sp, mosquitos vectores de dengue y dengue hemorrágico, que desarrollaron

resistencia a tan sólo un año de la implementación de este insecticida como medida de control

(Hemingway y Ranson 2000). La rotación de las medidas de control no fue suficiente para

contrarrestar la disminución 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 malatión, y piretroides como la

permetrina (Bisset y col. 2000, Raymond y col. 2002). De la misma forma, el control químico

de los piojos humanos Pediculus humanus (Pthiraptera: Pediculidae) rápidamente demostró su

capacidad de selección para insectos más 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

metabólicos naturales, los cuáles presentan variaciones que determinan tres mecanismos

básicos de resistencia a un compuesto: (Figura 7).



Figura 7. Mecanismo de resistencia en T. infestans
1.3.2 Mecanismos de resistencia

1.3.2.1 Penetración reducida

Dado que la cutícula del insecto representa la primera barrera para el ingreso de un

insecticida, la penetración reducida o el enlentecimiento de la llegada al sitio blanco implican

una disminución de la potencial toxicidad del compuesto. Una baja tasa de penetración 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

cutícula asociado a la resistencia a la deltametrina (Juárez 1994).

1.3.2.2. Detoxificación enzimática incrementada

Los mecanismos normales de detoxificación de xenobióticos suelen presentar

modificaciones en los insectos resistentes a insecticidas. Este es un mecanismo de resistencia

muy extendido, y probablemente el de desarrollo más 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 más claro de enzimas

involucradas en la resistencia es el de las oxidasas de función 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 acción 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

detoxificación de xenobióticos y han sido relacionadas con altos niveles de resistencia a

carbamatos en M. domestica (Diptera: Muscidae), a piretroides en P. humanus capitis o a

múltiples 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 T. infestans resistentes a deltametrina, asociado además 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 Modificación del sitio de acción:

Este mecanismo de resistencia implica que el sitio de acción del insecticida presenta

mutaciones que afectan su conformación y evitan la unión 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, comúnmente llamadas kdr (por el inglés knock down

resistance), producen diferentes grados de resistencia según el grado de modificación de la

unión al sitio de acción, 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 combinación la que determina el resultado final de la exposición al compuesto (Figura

8). Algunos ejemplos de estas asociaciones existen en S. exigua, H. armigera (incremento de

la actividad enzimática y penetración reducida) (DeVries y Georghiou 1981, Delorme y col.

1988), M. persicae y Anopheles sp (actividad enzimática incrementada y sitio de acción



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

Figura 8 Presión de selección 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 exposición a insecticidas, se evalúa si cada individuo responde o no un

tiempo después de administrado el tóxico, considerando como respuesta la muerte y como no

respuesta la supervivencia (Mougabure Cueto y Sfara 2016). De esta manera, la

susceptibilidad de una población de insectos se evalúa a partir de la exposición de grupos de

individuos de la misma especie tratados experimentalmente con un rango de dosis del

fármaco (Busvine 1971). Cada grupo recibe una dosis determinada y la respuesta se registra

como la proporción de individuos tratados que responden. La relación 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 más altas del insecticida produzcan mayores

proporciones de mortalidad.

El gráfico 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 asíntotas. Por lo tanto, se usa una transformación Probit para convertir la

curva sigmoidea acumulativa en una función lineal. Esto se logra trazando líneas



perpendiculares equidistantes en el eje X de la curva dosis- respuesta separadas en términos de

desviaciones estándar de la curva normal acumulada (Hewlett y Plackett 1979). De esta

manera, se obtiene una escala de desvíos equivalentes normales que es lineal, al igual que la

escala que se consigue si se aplica el logaritmo a la dosis. Así, al medir el porcentaje de

mortalidad en términos de desviaciones estándar, llegamos a una relación lineal entre los

desvíos y la dosis logarítmica. Luego, para que la respuesta sea siempre positiva, se suma 5 a

los desvíos, obteniendo medidas que reciben el nombre de “probits” (una abreviatura de

unidades de probabilidad). Por lo tanto, el Método Probit es un método estadístico que se basa

en la  distribución normal.

Este parámetro toxicológico será brindado por el software POLO-PLUS. Cabe

destacar,  que este software trabaja con el modelo estadístico Probit.

El gráfico de los valores probits del porcentaje de mortalidad en función del logaritmo

de la dosis generan una relación lineal (Perry y col. 1998).

A partir de esta función lineal es posible obtener parámetros toxicológicos como la

dosis letal 50 (DL50), que es la concentración a la que muere la mitad (50%) de los insectos

tratados con el insecticida (Figura 9).



Figura 9. Curva dosis-respuesta para una población y linealización con la transformación Probit, a partir

de la cual se obtiene el parámetro DL50.

OBJETIVO

2. OBJETIVO DEL TRABAJO FINAL

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

evolución de la resistencia a insecticidas en poblaciones de campo de T. infestans, mediante el

uso de herramientas de la toxicología y el modelo estadístico Probit.

Los objetivos específicos son:

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

de T. infestans mediante el modelo estadístico Probit.

● Estudiar la actividad letal de la combinación de metopreno y deltametrina con el

sinergista butóxido de piperonilo (PBO) en T. infestans utilizando el análisis Probit.

DESARROLLO Y RESULTADOS

3. MATERIALES Y MÉTODOS:

3.1Acondicionamiento y cría de los triatominos:



Los ensayos se llevaron a cabo en el laboratorio de Artrópodos y Vectores

(LabArVec), Facultad de Ciencias Médicas, Universidad Nacional de La Plata. Los insectos

fueron colocados en contenedores de plástico de 15 cm de diámetro. La cría de los insectos se

realizó 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 T. infestans fueron

alimentados con sangre de gallinas una vez por semana.

Durante el presente trabajo se utilizaron dos poblaciones de vinchucas. Una

población 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 año 2010 sin exposición 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 campañas de rociado con piretroides para el control de T.

infestans son consideradas ineficaces debido a la rápida reinfestación con vinchucas que se

registra en los hogares. A esta colonia se la denominó 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 elección de este estadio del desarrollo de T. infestans tiene que ver

con que es el estadio que mayor  resistencia demostró 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 ± 2oC de temperatura,

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

3.2. Determinación de la susceptibilidad a metopreno en ninfas

de T. infestans

En este bioensayo se determinó la dosis de metopreno y deltametrina necesaria para

matar al 50% de la población en estudio (DL50). Para calcular la DL50, se siguió el protocolo

de

la Organización Mundial de la Salud. Se utilizaron ninfas de V estadio de T. infestans con

12-15 días de ayuno post-ecdisis. El bioensayo consistió en la aplicación tópica de 1 µL del

principio activo (metopreno o deltametrina) disuelto en acetona sobre la zona dorsal del

abdomen de las ninfas. Para la confección 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 sólo

recibieron 1 µL de acetona sin principio activo disuelto. El ensayo fue replicado tres veces, es

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

3.3Determinación del efecto sinérgico del PBO en la actividad

triatomicida del metopreno y deltametrina

Para este bioensayo, 1 h antes de la administración del metopreno o deltametrina por

vía tópica, los insectos fueron tratados con 1 µg de PBO disuelto en 1 µL acetona. Luego de

transcurrido ese tiempo, la metodología de trabajo fue similar a la descrita en la sección

anterior. En este ensayo se llevaron a cabo dos controles. En cada réplica 10 vinchucas

recibieron 2 µL de acetona sin principio activo disuelto y otras 10 ninfas recibieron 1 µg de

PBO disuelto en 1 µL acetona. Cabe destacar que la dosis de PBO utilizada en este ensayo no

demostró tener efectos tóxicos sobre las vinchucas, es decir, que la mortalidad de las ninfas

control que recibieron 1 µg de PBO disuelto en 1 µL acetona no fue superior a la observada en

las ninfas control que recibieron 2 µL de acetona.

3.4Estudio estadístico

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

estadístico Probit . Este modelo permite relacionar una mortalidad determinada con la dosis o

concentración necesaria para provocarla. Las mortalidades registradas en los ensayos de

topicación 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

(DL50). Estos valores fueron acompañados 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 determinó el grado de resistencia al insecticida (GR50),

para esto se realizó la comparación de las DL50 entre la CR y la CSM. Cada grado de

resistencia calculado fue acompañado por su correspondiente IC 95%. Dos DL50 fueron

consideradas significativamente distintas cuando el IC 95% no incluyó al número 1,0 (p <

0,05). (Robertson, 2007). Este valor permite determinar la existencia o no de resistencia a

cada insecticida en cada población (Robertson y Preisler 1992).

Para conocer el grado de sinergismo entre el metopreno y deltametrina con el PBO se

realizó algo similar a lo antes detallado. En este caso se calculará el grado de sinergismo

(GS50), para esto se realizó el cociente entre DL50 (metopreno o deltametrina) / DL50

(metopreno o deltametrina + PBO). Nuevamente, dos DL50 se considerarán

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

Sinergismo es el resultado de la acción de dos o más sustancias que, actuando en conjunto,

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

RESULTADOS
Tabla 1:

Tabla 2:



Gráfico 1: Met CSM/CR 96 hs. GR50 (Cl95%)= 0,5 (0,3-0,9)

Azul: CSM Roja: CR

Gráfico 2: Met CSM/CR 96 hs. GR50 (Cl95%)= 0,4 (0,2-0,6)



Azul: CSM Roja: CR
Gráfico 3: Met/ Met + PBO CR= GS50 (Cl95%)= 3,1 (1,8-5,4)

Azul: Met + PBO Roja: Met

Gráfico 4: Met/ Met + PBO CSM: GS50 (Cl95%)= 4,5 (2,9-7,0)



Azul: Met + PBO Roja: Met

El estudio de la actividad triatomicida se llevó a cabo mediante ensayos de topicación.

A partir de esta técnica se determinó la DL50 del metopreno y el piretroide deltametrina en las

dos poblaciones de vinchucas en estudio.
Al comparar la potencia de ambos insecticidas, el metopreno demostró 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 reportó una diferencia importante en la actividad letal de los insecticidas,

para estos insectos se necesitó 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

observó 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 comparación de la DL50 registrada para ambas

colonias en estudio, demostró una mayor susceptibilidad para los insectos provenientes de la

CSM (GR50:0,4) (Gráfico 2), que para las vinchucas de la colonia de CR (GR50: 0,5)

(Gràfico 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 comparación con las

vinchucas provenientes de CSM. La actividad del sinergista se incrementó en las vinchucas

CSM a deltametrina, reduciéndose 7.5 veces la dosis necesaria para eliminar al 50% de los

insectos (Tabla 2). En comparación, 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

constató un importante efecto sinérgico en ambas poblaciones de insectos, siendo mayor, en el

caso de  las ninfas provenientes de CSM (Tabla 2) (Gráfico 3 y 4).

Por último, en los ensayos llevados a cabo en el presente trabajo, se determinó el

tiempo necesario de cada insecticida para alcanzar su máxima actividad letal en las ninfas de

T. infestans. Para el caso de la deltametrina el efecto máximo 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

constató una actividad letal máxima del metopreno recién a las 96 h de haber sido topicado en

las ninfas. En las ninfas de provenientes de CSM la actividad máxima se observó a las 72 h

postopicación (Tabla 1). En las ninfas CR, la combinación de PBO con el metopreno aceleró

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

DISCUSIÓN

4. El uso masivo y continuo de un mismo tipo de insecticida sobre una determinada

especie de insecto, suele traer aparejado la aparición de individuos resistentes a estas

moléculas. La presión de selección ocasionada por un insecticida con alta eficacia letal es

suficiente, bajo determinadas condiciones, para acortar su propia vida útil. 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 erigió como

la única alternativa para el control de los principales vectores de T. cruzi en las zonas

endémicas de la Enfermedad de Chagas. El uso irracional que se realizó con estos insecticidas

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

2015).



Ante este panorama se hace necesaria la búsqueda de moléculas con mecanismos de

acción diferentes al de los piretroides y que demuestren altos índices de actividad letal en

triatominos. También, se hace imprescindible determinar la factibilidad del uso de distintos

métodos estadísticos que permitan cuantificar el grado de susceptibilidad/resistencia que

puedan tener diferentes poblaciones de triatominos a los insecticidas en estudio.

En este trabajo, se estudió la actividad triatomicida de los insecticidas metopreno y

deltametrina en una población de vinchucas de referencia y en otra proveniente de la localidad

de Salvador Mazza. Cabe destacar, que la elección de estos insectos tiene que ver con que en

el año 2005 se reportó 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 solución al problema, sino que por el contrario lo único que

hacen es acelerar el proceso de selección de individuos cada vez más resistentes (Mougabure

Cueto y Picollo, 2015). En consonancia con esta afirmación, el grado de resistencia a

deltametrina descripto en el presente trabajo de investigación fue de 350X, confirmando no

solo lo descripto por Picollo, sino que además demuestra un incremento, desde al año 2005

hasta la fecha, de más del doble en el nivel de resistencia a deltametrina por parte de vinchucas

provenientes de Salvador Mazza.

En otro resultado de este trabajo de investigación se describió la actividad letal

provocada por la combinación del sinergista PBO con la deltametrina. Se constató una mayor

actividad sinérgica de la combinación del PBO con el piretroide en las ninfas resistentes. Este

dato indica que parte de la resistencia a deltametrina presente en estos insectos podría estar

relacionada con una sobre-expresión de monooxigenasas citocromo P-450. En consonancia

con este resultado, Traverso y col. (2017) describieron en un trabajo realizado en ninfas de T.

infestans resistentes a piretroides una sobre-expresión del gen CYP4 perteneciente a la familia

de enzimas antes mencionada. Asimismo, es preciso destacar que si bien el PBO demostró

tener un efecto sinérgico en la actividad letal de la deltametrina, este sinergista no logró

revertir en su totalidad la resistencia presente en las vinchucas de Salvador Mazza. Esto

estaría indicando que además de la exacerbación de la actividad de monooxigenasas

citocromo P-450 podría 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 T. infestans resistentes a piretroides provenientes de la región

del Gran Chaco.

En cuanto al metopreno se observó una actividad letal similar entre ambas colonias,

esto refuerza la importancia de buscar moléculas alternativas con mecanismos de acción

distintos al de los piretroides para el control de T. infestans.

La posibilidad de observar el efecto de ambos insecticidas por un periodo de 96 h

posadministración en las ninfas, nos permitió determinar un comportamiento letal distinto

entre la deltametrina y el metopreno. En el caso del piretroide se observó que su actividad

letal máxima se alcanzó dentro de las 24 h postopicación, mientras que para el metopreno su

actividad letal máxima se constató a las 96 y 72 h postopicación para las ninfas de referencia y

resistentes, respectivamente. Esta actividad letal lenta del metopreno fue puesta de manifiesto

previamente en otras especies de insectos hematófagos de importancia sanitaria como los

mosquitos Aedes aegypti y Anopheles benarrochi. En estos insectos la actividad letal máxima

se observó 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 investigación fue

la actividad sinérgica del PBO con el metopreno. Este resultado sugiere que el PBO podría

inhibir monooxigenasas Citocromo P-450 que participan en el proceso de detoxificación del

metopreno en las ninfas de T. infestans. También, constatamos una actividad sinérgica similar

del PBO en la letalidad del metopreno en ambas colonias de vinchucas. Este dato no es para

nada menor, ya que podría estar indicando que las monooxigenas Citocromo P-450 que

participan en la resistencia a deltametrina no serían las mismas que realizan el proceso de

detoxificación del metopreno.

En conclusión, la actividad letal similar demostrada por el metopreno en combinación

con el PBO en ninfas de T. 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, sería

conveniente que el metopreno en combinación con el sinergista PBO forme parte de un

programa de rotación de insecticidas con distintos mecanismos de acción. De esta manera se

podría alargar la vida útil de esta combinación de insecticidas.

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

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



vinchucas utilizadas en este trabajo. Este modelo nos permitió cuantificar mediante la

comparación de las DL50 obtenidas, la diferencia de susceptibilidad entre una población de

vinchucas sin contacto con insecticidas versus individuos provenientes de una zona en donde

el uso de deltametrina como método de control ha fracasado sistemáticamente durante los

últimos 20 años.
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