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RESUMEN

Triatoma infestans (vinchucas) constituye el principal vector del pardsito Trypanosoma
cruzi, agente etiologico de la Enfermedad de Chagas. La herramienta mds eficaz para el
control de las vinchucas son los insecticidas del tipo piretroides. La presencia de vinchucas
resistentes a piretroides trae aparejado la necesidad de buscar nuevas alternativas para su

eliminacion.

Los bioinsecticidas se posicionan en la actualidad como una alternativa novedosa, menos
agresiva para el ambiente y de menor costo con respecto al uso de los insecticidas sintéticos
tradicionales. El geraniol es un monoterpeno que ha demostrado tener actividad insecticida

y repelente en insectos.

Los objetivos del presente trabajo fueron determinar y comparar la actividad letal y
repelente del insecticida piretroide deltametrina y el bioinsecticidas geraniol. El geraniol

demostré tener similar actividad letal en las ninfas susceptibles y resistentes a piretroides.

Cuando ambos insecticidas se combinaron, el geraniol reportd un efecto sinérgico en la
letalidad de la deltametrina. En cuanto a la actividad repelente, a bajas concentraciones el
geraniol demostré menor potencia que el DEET, sin embargo, cuando ambas moléculas
fueron combinadas la presencia del monoterpeno aumento la capacidad de repelencia del

DEET.

Los resultados presentados en este trabajo de investigacion pueden constituir un primer
paso para posicionar al monoterpeno geraniol como una alternativa para el control
integrado de 7. infestans. Nuevos trabajos son necesarios con el objetivo de dilucidar los
mecanismos de accidn por los cuales esta molécula causa los efectos letales y de repelencia

en este trabajo descriptos.

PALABRAS CLAVES: Triatoma infestans, enfermedad de Chagas, bioinsecticidas,

piretroides, deltametrina, monoterpeno, geraniol y repelencia.
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INTRODUCCION

ENFERMEDAD DE CHAGAS

La enfermedad de Chagas es una afeccion parasitaria, sistémica, cronica,
transmitida por vectores y causada por el protozoario Trypanosoma cruzi, con una firme
vinculacién a los aspectos socioecondmico-culturales deficitarios, considerandosela una
enfermedad desatendida. Es una patologia endémica en 21 paises de las Américas, aunque
las migraciones de personas infectadas pueden llevarla a paises no endémicos de América y

el Mundo. (OPS/OMYS) [1]

En 1909, el medico brasilefio Carlos Chagas viajo al estado de Minas Gerais para
estudiar la malaria (Chagas 1909). Alli descubri6 gente con sintomas de lo que parecia ser
una nueva enfermedad. Logré identificar el pardsito que la producia y a los insectos
hemato6fagos que los trasmitian de una persona enferma a una persona sana. En honor a su
maestro Oswaldo Cruz, lo llamo Trypanosoma cruzi. Hoy la enfermedad lleva el apellido

de Chagas en reconocimiento al enorme aporte de este médico brasilefio. [2]

En 1912 Chagas visito Buenos Aires y compartié su saber con los cientificos
portefios. 4 afios después, Rudolf Kraus, director del Instituto Bacteriolégico Argentino
(hoy Instituto Malbrdn), informo que en el Chaco habia encontrado un gran nimero de
vinchucas con el pardsito en los intestinos, pero ninguna persona enferma. Se penso que el
clima argentino “atenuaba” al microbio y por lo tanto la enfermedad no se manifestaba en
nuestro pais. A causa de este razonamiento, durante varios afios las autoridades sanitarias

argentinas no le prestaron ninguna atencion al problema. [3]

A mediados de la década siguiente, un médico argentino llamado Salvador Mazza
encontrd el pardsito en la sangre de un perro jujeiio y poco después en la de un ser
humano.[4] A partir de ese acontecimiento, comenzaron a implementar politicas de salud
para investigar sobre esta enfermedad (como el MEPRA: Misién de Estudios Patolégicos
de la Argentina), asi también como diagnosticar y llevar informacién fundamental a los

médicos locales de las zonas afectadas. [4]
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Actualmente no se cuenta con ninguna vacuna para la cura de la enfermedad de
Chagas y tan solo hay algunos medicamentos que se utilizan como tratamiento para los
estadios mads iniciales de la enfermedad, es por eso, que la acciéon mas fuerte que hay para
erradicar ente mal es combatiendo al vector de la enfermedad, la vinchuca (palabra de
origen quechua que significa “dejarse caer”) aplicando tratamientos con insecticidas en las

zonas afectadas. [5]

Los insectos vectores de la enfermedad de Chagas pertenecen al orden Hemiptera,
Familia Reduviidae, Subfamilia Triatominae. Los géneros de importancia epidemioldgica
se encuentran en las tribus Rhodniini y Triatomini. En Latinoamérica hay 5 especies de
triatominos que son consideradas especies primarias, es decir, tienen un alto grado de
antropofilia (colonizan permanentemente las viviendas) y se caracterizan por una alta
densidad e indices significativos de infeccion natural con 7. cruzi. Los vectores mas
importantes son: 7. dimidiata en América Central, Ecuador y Pert; 7. brasiliensis en el
noroeste de Brasil; R. prolixus en Venezuela y Colombia; Panstrongylus megistus en
Brasil; y Triatoma infestans (vinchuca), que se distribuye en Perd, Bolivia, Argentina y el

sur de Brasil (Figura. 1) (OMS1991).

Triatoma infestans es un insecto hematéfago obligado con metamorfosis incompleta
(huevo, ninfa y adulto), que pasa por 5 estadios ninfales luego de la eclosion. La ingesta de
sangre es imprescindible para los procesos de muda y oviposicién (OMS 1991) (Figura.

1.1)

La vinchuca o también conocida como chinche se reproduce mediante huevos. Las
hembras depositan sus huevos entre las fisuras de las paredes de materiales precarios como
adobe, entre los techos de paja y los muebles de madera presentes en las viviendas. La cria
que nace de los huevos se denomina ninfa o chinche pila que se alimentan de sangre. Las
ninfas cambian el pelecho(mudan) 5 veces antes de convertirse en adultas [6], este
desarrollo demora unos 5 meses y presentan un promedio de vida adulta que va entre los 4

y 7 meses dependiendo de la época del afio, la temperatura y el sexo (Gorla y Schofield
6
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1989).

Las vinchucas de estadio adultas miden entre 25 a 30 mm de largo y son de color
pardo negruzco (Carcavallo y col 1997, Lent y col 1997), ademads presentan 2 pares de alas,

ocelos (0jos) y genitales.

T. infestans tiene habitos nocturnos, de noche salen de sus escondites (refugios en
zonas cdalidas y secas) para alimentarse de la sangre de animales o personas, €s por eso que
tanto los huevos, las ninfas y los estadios maduros se ubican préximas a sus victimas:
dentro de las casas, corrales, gallineros y depdsitos. También se descubrié que pueden

hallarse en zonas de climas mds frios refugiadas en casas con ambiente célido. [7]

Rfiadriiude
Atodmius  profivus
paloscans

Triatomna airidiats

Triatoma
brasiitensls

Triatama peewdamaecuiits

Panstrongylus megisius

Triafama infostans
Frisfoma sovdide

Figura 1 Distribucién de triatominos en América Latina

Fuente: https:/slideplayer.es/slide/158132
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Figura 1.1 Ciclo de vida de T. infestans. Fuente: Hablamos de Chagas (2016).

La enfermedad de Chagas o conocida también como el mal de Chagas es causada
por el parasito Trypanosoma cruzi, que a través de una picadura de un insecto infectado por

el pardsito (triatomino) transmite la enfermedad por medio de la sangre.

El T. cruzi es un protista de la clase Kinetoplastea, familia Trypanosomatidea,
caracterizado por la presencia de un solo flagelo y una sola mitocondria. Es un parésito
intracelular con un ciclo de vida heteroxénico que involucra vertebrados e invertebrados

(Figura. 1.2). [11]

Cuando el insecto llamado vinchuca contrae el parésito, este ultimo vive y se
reproduce en el intestino de su huésped. Cuando la vinchuca pica, deja excremento
infectado que luego la persona o el animal al rascarse logran introducir al parésito en la
lesion [8]. Por lo general, las vinchucas pican en zonas expuestas de la piel, como la cara y
dejan sus excrementos cerca de la herida (OMS 1991). Esta via de transmision de la
enfermedad es conocida como la via vectorial, donde el vector es la vinchuca infectada por

el pardsito.
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Figura 1.2 Ciclo de vida del Trypanosoma cruzi Fuente: www.dpd.cdc.gov/dpdx

Otra via de transmisidén que no son vectoriales se encuentra:

Via congénita: donde la transmision se da entre la madre chagdsica a su bebe

durante el embarazo o a través del canal de parto.

Via digestiva u oral: por el consumo de alimentos contaminados por el parasito.

Via transfusional: por la trasfusion de sangre donada de una persona chagdsica o a

través del trasplante de un 6rgano que provenia de una persona que padecia la enfermedad

de Chagas. (Figura.1.3) [9]
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Figura 1.3: Ruta de transmisién e intervenciones necesarias para el control de Chagas.

Fuente: IS Global, elaboracién propia.

Fases de la enfermedad:

Una vez que el 7. cruzi se encuentra en el cuerpo de una persona, se pueden

diferenciar 3 periodos o fases:

1-Fase aguda: comienza luego de haber contraido el parasito y dura entre 16 y 60
dias. Los sintomas en esta etapa son: fiebre prolongada, diarrea, dolor de cabeza, cansancio,
irritabilidad, vomitos, falta de apetito, malestar corporal. Si la picadura de la chinche fue
cerca del ojo y la persona se lo refriega, los pardsitos ingresan por el 0jo y se presenta un

signo muy claro: “el ojo en compota” (signo en Romafia).

10
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2-Fase indeterminada: Asi se llama al periodo que sigue a la fase aguda. Puede
durar varios afios o toda la vida. Durante esta etapa no se presentan sintomas, solamente se
puede detectar el Chagas con un andlisis de sangre. La mayoria de las personas enfermas se

encuentran en esta etapa.

3- Fase cronica: 2 o 3 de cada 10 personas con Chagas entran en la fase cronica,
desarrollando la enfermedad propiamente dicha. Esto ocurre entre 20 y 30 afios después de
haber contraido el pardsito. En este periodo el principal érgano afectado es el corazén. En

menor medida se puede presentar dafios en el sistema digestivo y nervioso. [10]

Para el tratamiento frente a la enfermedad de Chagas, solo hay disponibles en el
mercado dos farmacos: nifurtimox y el benznidazol. Estos medicamentos son validos para
el tratamiento de la enfermedad en fase aguda, pero cuando nos encontramos frente a un
paciente con la enfermedad en fase crdnica esto es desestimado, ya que el uso prolongado
de estos farmacos puede traer grandes consecuencias a los pacientes a causa los efectos

adversos que estos generan, comprometiendo atin mads la salud de las personas.

Actualmente, no hay indicio de que se estén fabricando nuevos medicamentos que
puedan ser menos perjudiciales para los pacientes chagdsicos, debido a los altos costos
generados para una nueva investigacion, esto no es un negocio rentable econémicamente

para las industrias farmacéuticas.[16]

CONTROL VECTORIAL

El control de los vectores es la principal medida existente para prevenir la
transmision de la enfermedad de Chagas. En las ultimas tres décadas los insecticidas
piretroides se eligieron como principal herramienta para el control de 7. infestans. Si bien
los avances en el control de 7. infestans son considerables, en estos ultimos afios han ido
surgiendo algunos inconvenientes que ponen en riesgo el éxito final destacidndose la

aparicion de poblaciones resistentes a piretroides (Reynoso y col, 2019).
11
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La creciente resistencia a los insecticidas convencionales requiere identificar nuevas
sustancias que posean diferentes mecanismos de accidn. Cabe destacar que en el caso de los
triatominos se han reportado los tres principales mecanismos de resistencia a insecticidas
descriptos en insectos: i) 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 disminucién de la potencial
toxicidad del compuesto; ii) Detoxificacion enzimatica incrementada: la actividad
exacerbada de la familia de las monooxigenasas de citocromo P-450 han sido relacionadas
con altos niveles de resistencia a piretroides en vinchucas y iii) Modificacién del sitio de
accion: este mecanismo de resistencia implica que el sitio de accién del insecticida
presenta mutaciones que afectan su conformacién y evitan la unién con la molécula

insecticida.

En el caso de las vinchucas se han detectado al menos dos mutaciones en los
canales de sodio voltaje operado ubicados en su sistema nervioso. Estos canales representan

los blancos farmacoldgicos de los piretroides que son utilizados para el control del vector.

En estudios recientes se puso en evidencia la posibilidad de realizar el control de

vectores para diferentes enfermedades mediante el uso de bioinseticidas.

La principal fuente de provision de nuevas moléculas son los vegetales. En
distintas investigaciones, se ha reportado los efectos letales de monoterpenos sobre insectos

(Govindarajan y col, 2016).

En T. infestans distintos monoterpenos producen letalidad, repelencia e
hiperactivacion (Govindarajan y col, 2016; Reynoso y col, 2019). En algunos casos se
observé que producen distension abdominal, un raro efecto ocasionado también por algunos

insecticidas sintéticos, cuyo mecanismo se desconoce (Moretti y col, 2020).

La ventaja de los bioinsecticidas con respecto a los insecticidas de naturaleza

sintética tiene que ver con las propiedades insecticidas que se pueden extraer de los aceites
12
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esenciales y sus monoterpenos. En este trabajo nos abocamos al uso del monoterpeno

geraniol y comparamos su actividad con el piretroide deltametrina.

Las piretrinas son moléculas naturales presentes en las flores del crisantemo
Tanacetum cinerariaefolim. Tienen actividad insecticida, pero se degradan muy facilmente
en presencia de luz UV, lo que les confiere una vida media en el ambiente de unas pocas

horas (Casida 1980).

Los piretroides son insecticidas neurotoxicos, cuyo sitio de accidén primario son los
canales de sodio dependiente de voltaje en los nervios del sistema nervioso central y

periférico (Heinzow y Andersen 2006).

Para entender el efecto neurotdxico 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 axén 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 ripidamente su
estado de equilibrio mediante el movimiento de iones Na+ y K+ a través de canales

especificos.

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 estos y alterando la
transmision nerviosa normal. Estas moléculas mantienen los canales de sodio abiertos por
mads tiempo del normal, lo cual prolonga el ingreso de iones durante la polarizacién como
también en la despolarizaciéon de la membrana del axén. Como consecuencia, disminuye la

velocidad de regreso al estado inactivado impidiendo que se restablezca correctamente el

13



ESTUDIO DE LA ACTIVIDAD LETAL Y REPELENTE DEL GERANIOL Y LA
DELTAMETRINA EN TRIATOMA INFESTANS

potencial de reposo que es cercano a los -70 mV (Stenersen 2004). El cierre tardio del canal
produce una despolarizacién luego del potencial de accién que, si es suficientemente
grande, puede generar el disparo de multiples potenciales de accién en respuesta a un solo
estimulo (Dong 2007, Lund 1985).En los insectos inducen hiperactividad, temblores,

incoordinacién seguida de pardlisis y muerte (Alzogaray y Zerba 1997,2000).

Deltametrina es un piretroide sintético con actividad insecticida y acaricida de
amplio espectro. Actia por contacto e ingestion afectando al sistema nervioso de los

artropodos y ocasionando su muerte. (Figura 2.1)

X o DL
°

Figura 2.1 Estructura de la deltametrina, Fuente: es.wikipedia.org

Las plantas aromdticas y sus extractos comenzaron a ser explotados con fines

terapéuticos, litirgicos, cosméticos y culinarios hace milenios (Lawless,1995).

Dentro de los principales componentes de los aceites esenciales se pueden
mencionar a los monoterpenos, estos compuestos aromdticos son metabolitos secundarios
de las plantas terrestres que, por sus caracteristicas como defensas contra patdgenos y

herbivoros, fueron seleccionados a través de procesos coevolutivos (Isman y Akhtar, 2007).

Son liquidos volétiles raramente coloreados, liposolubles, biosintetizados por una
gran cantidad de familias botdnicas generalmente de regiones templadas o calidas, con
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olores y sabores caracteristicos (Bakkali et al. 2008).

Geraniol es un monoterpeno y un alcohol (Figura 2.2) Compone la mayor parte de
los aceites esenciales de las rosas y las citronelas. También se encuentra en pequeias
cantidades en los geranios, limones y otros aceites esenciales. Tiene un olor rosdceo, por lo

que comunmente es empleado en perfumes [13].

El geraniol es una sustancia activa insecticida natural, de origen vegetal, que es de
gran utilidad en la medicina veterinaria. Ademas, presenta propiedades de tipo: repelente,
insecticida y antimicrobiana, que son de gran importancia para controlar las plagas
agricolas. Estudios demostraron que presentan una baja toxicidad para los mamiferos y es

biodegradable, siendo amigable con el medio ambiente.[14]

Los estudios cientificos publicados parecen coincidir en que el geraniol es toxico
para los insectos, incluso en concentraciones bajas, generalmente en condiciones
controladas en los laboratorios. Sin embargo, debe tenerse en cuenta que cuanto mayor es la
concentracion de geraniol empleada, mds rdpido se verd observado el efecto toxico.
Ademas, es posible que se requieran concentraciones mds altas para distintas especies, ya

que los insectos no siempre responden de la misma manera (Reis et al. 2016).

CH,

N OH

H;C CHj3

Figura 2.2: geraniol Fuente: es.wikipedia.org
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OBJETIVOS DEL TRABAJO

OBJETIVOS PRINCIPALES

Estudiar la toxicidad y repelencia de la deltametrina de manera individual y en
combinaciéon con el monoterpeno geraniol en ninfas de 7. infestans susceptibles y

resistentes a piretroides.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

- Determinar la DL50 y CL50 de la deltametrina y el geraniol solos y en
combinacién en ensayos de topicacién y de contacto con superficies.
- Conocer los niveles de repelencia de la deltametrina y el geraniol solos y en

combinacion.
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DESARROLLO DEL TRABAJO

MATERIALES Y METODOS

En este trabajo se utilizaron ninfas de 7. infestans de una colonia establecida
en el Laboratorio de Artrépodos y Vectores (LabArVec), Facultad de Ciencias
Médicas, Universidad Nacional de La Plata. Esta colonia fue conformada con
insectos enviados desde el Centro de Referencia de Vectores (CeReVe), Cordoba,
Argentina. Esta colonia fue considerada como de referencia debido a su alta

susceptibilidad hacia los insecticidas.

La otra colonia evaluada fue establecida en el afio 2019 en el LabArVec y fue
fundada con insectos provenientes de la localidad de Salvador Mazza, Salta,
Argentina. En esta localidad los programas de control de 7. infestans con el uso de
insecticidas piretroides han fracasado sistematicamente durante los ultimos 20 afos.

Es por eso, que la colonia fue denominada Salvador Mazza (SM).

Para el estudio de la actividad letal de la deltametrina y el geraniol se
realizaron ensayos de topicacion y de contacto con superficies tratadas con los
insecticidas. Para estos ensayos se utilizaron ninfas de V estadio de T. infestans con
12-15 dias de ayuno post-ecdisis. Para cada insecticida se calcul6 la dosis necesaria
para matar al 50% de la poblacién en estudio (DL50). Para calcular la DL50, se tomé

en cuenta el protocolo de la Organizacion Mundial de la Salud (WHO, 1994).

El bioensayo consistié en la aplicacion topica de 1 puL del principio activo
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(deltametrina o geraniol o la combinacién de ambos insecticidas) 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 insecticidas, teniendo en cuenta que al menos cuatro de estas dosis causaron

entre 10 y 90% de mortalidad entre las ninfas.

El ensayo se replicé tres veces en dias distintos bajo las mismas condiciones
y con soluciones frescas preparadas durante cada réplica. Se utilizaron 10 ninfas por
cada dosis y por triplicado (30 insectos por cada dosis evaluada). Luego de ser
topicados, los distintos grupos de insectos fueron alojados en recipientes, registrando
el estado de los insectos a las 24, 48, 72 y 168 h postadministracién. En cada réplica

se utilizaron 10 ninfas como control, estos insectos recibieron 1 uL de acetona.

Durante todos los ensayos del presente trabajo se considerd: muerto a aquel
insecto que no pueda desplazarse desde el centro hasta el borde de un papel de filtro
de 9 cm de didmetro por sus propios medios en forma espontdnea o luego de ser

estimulado mecdnicamente mediante una pinza (WHO, 1994).

Para conocer la actividad letal de los insecticidas aplicados en superficies de
contacto se adapté6 el método propuesto por la Organizacion Mundial de la Salud

(WHO,1994).

Durante este ensayo se determinaron la concentracion de los insecticidas necesaria
para matar al 50% de los insectos evaluados. Las superficies evaluadas fue el papel de
filtro, donde se utiliz6 1 ml de solucién de formulado. Luego de dejar evaporar durante 24

horas, se expuso sobre las superficies tratadas durante 60 minutos 10 ninfas de V estadio.
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Luego de ser expuestas, las ninfas fueron alojadas en recipientes limpios con papeles

plegados y se registraron la mortalidad a las 24, 48, 72 y 168 hs postcontacto.

Para obtener la CL50 de cada uno de los insecticidas se evaluaron distintas
concentraciones, teniendo en cuenta que al menos 4 de estas concentraciones ocasionaron
entre 10 y 90% de mortalidad entre los insectos. Los ensayos se realizaron por triplicado en
distintos dias. Las condiciones de mantenimiento de los insectos fueron similares a las que
ya han sido especificadas con antelacién. En cada réplica 10 ninfas fueron utilizadas como
control, estos insectos fueron expuestos a superficies tratadas con acetona sin presencia de

los insecticidas evaluados.

Al igual que lo que fue previamente descripto, se determinaron las CL50 de la
deltametrian y el geraniol solos y en combinacion. Cabe desatacar que tanto para conocer
las DL50 y las CL50 se utiliz6 el software POLO-PLUS a partir del modelo estadistico
Probit. Este software nos permitié comparar la actividad letal de los insecticidas en las dos

colonias de insectos que fueron utilizadas en este trabajo.

A partir del conocimiento de las DL50 y CL50 de la deltametrina y el geraniol, se
determiné el grado de resistencia. Para esto se realiz6 la comparacion de las DL50 entre la
colonia de referencia y la SM. Cada grado de resistencia calculado tubo su correspondiente
intervalo de confianza del 95%. Dos DL50 fueron consideradas significativamente
distintas cuando el IC 95% no tomara en cuenta al nimero 1,0 (p < 0,05) (Robertson,

2007).

Finalmente, se estudi6 el grado de repelencia de los insecticidas tratados en el presente
trabajo. Para esta evaluacién se utiliz6 la técnica de drea de preferencia. Esta técnica
consistid, en ofrecer al insecto una mitad del 4rea total de superficie de contacto tratada

con distintas concentraciones del insecticida disuelto en acetona y la otra mitad sin
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tratamiento.

En caso de existir repelencia por parte del insecticida, el insecto se ubicard en la zona
libre de la molécula. El control se llevé a cabo bajo el tratamiento con acetona en una de
las mitades, mientras que la otra mitad no recibid tratamiento. Se utilizaron papeles de
filtro de 9 cm de didmetro (Schleisher & Schiill), colocados en cajas de Petri del mismo

diametro. fueron evaluadas tres concentraciones de cada uno de los insecticidas.

En cada ensayo fue colocada una ninfa por cada papel de filtro. Cada concentracién
fue evaluada en 10 ninfas. A su vez, el ensayo fue replicado en tres oportunidades. En
cada réplica se utilizaron 10 ninfas como control. El volumen de las distintas
concentraciones sembradas en la mitad del papel tratado fue de 500 pL. Las mitades

inoculadas, se dejaron evaporar durante 24 h antes de tomar contacto con los insectos.

Cada drea tratada fue unida con la otra no tratada por medio de cinta transparente.
Los tiempos de observacion en los cuales se constataron la ubicacion de los insectos fueron
a 1,24 y 48 h desde el tiempo 0 (colocacién del insecto sobre el centro del papel) (WHO,
1994).

La actividad repelente (PR) de la deltametrina o el geraniol o la combinacién de
ambos fue calculada mediante la siguiente formula: PR= Ns-Nt Ns+Nt x 100 En la cual:
Ns: numero de insectos en el drea sin tratar. Nt: nimero de insectos en el drea tratada.
En el caso que la mayoria de los insectos se encuentren en el drea sin tratar (Ns > Nt), el
signo de PR sera positivo e interpretado como actividad repelente. El signo negativo de
PR (Nt > Ns) significa que la mayoria de los insectos se ubicé en la mitad tratada y se

interpreté como actividad atrayente.
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RESULTADOS

Tabla 1 Estudio de la actividad letal sinérgica de la deltametrina y el geraniol en

ninfas de 7. infestans

Colonia DLso (ng/i)* (IC 95%)° CDL5o°(IC 95%) GSso¢
Deltametrina
74.1
CR
(48.6-165.7)
10904.3 147.3*
CSM
(8879.9-13471.1) (83.9-261.5)
Geraniol
166000.1
CR
(131345.6-214355.8)
138622.3 0.8
CSM (103445.9-184963.9) (0.5-1.2)
Deltametrina + geraniol
30.2 2.4%
CR
(22.2-43.1) (1.3-4.5)
893.2 29.5%* 12.2%*
CSM
(766.4-1048.9) (20.1-41.3) (9.5-15.5)
Geraniol + deltametrina
178000.7 0.9
(131009.5-255673.2) (0.6-1.3)
CR
148324.5 0.9 0.8
CSM
(105432.1-210555.3) (0.6-1.3) (0.6-1.4)

21



ESTUDIO DE LA ACTIVIDAD LETAL Y REPELENTE DEL GERANIOL Y LA
DELTAMETRINA EN TRIATOMA INFESTANS

actividad sinérgica del geraniol en la actividad letal de la deltametrina en

ninfas de referencia (CR). (eje Y % de rta/ eje X dosis).
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actividad sinérgica del geraniol en la actividad letal de la deltametrina en

ninfas provenientes de Salvador Mazza (CR). (eje Y % de rta/ eje X dosis).

PERCEMT RESPOMSE
B
T
>
1

1 | 1 | |
1]

0 10000 20000 30000 40000
DOSE

Gréfica roja: CR Gréfica azul: CSM
22



ESTUDIO DE LA ACTIVIDAD LETAL Y REPELENTE DEL GERANIOL Y LA
DELTAMETRINA EN TRIATOMA INFESTANS

actividad letal de la combinacién de deltametrina en combinacién con una
dosis subletal de geraniol (en rojo colonia de referencia y en azul la colonia de Salvador
Mazza).
(Eje Y % de rta/ eje X dosis).
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Como principal resultado del ensayo de topicacion presentado en este trabajo se
puede especificar que, tanto el piretroide deltametrina como el monoterpeno geraniol,
fueron letales para las ninfas de T. infestans evaluadas en este trabajo. Esta letalidad fue
concentracion y dosis dependiente.

En el caso de la deltametrina se pudo observar una diferencia significativa en su
actividad letal dependiendo de la colonia de vinchucas evaluada. El grado de resistencia
reportado en el presente trabajo fue de 147, esto quiere decir que se necesité una dosis 147
veces mayor en el caso de las vinchucas provenientes de Salvador Mazza en comparacion

con la colonia de referencia. Para el caso del geraniol, se constaté que el monoterpeno tuvo

23



ESTUDIO DE LA ACTIVIDAD LETAL Y REPELENTE DEL GERANIOL Y LA
DELTAMETRINA EN TRIATOMA INFESTANS

una actividad letal similar en ambas colonias con un indice de resistencia de 0,8X (Tabla

1).

En cuanto a la potencia de ambas moléculas cabe resaltar que el comportamiento
letal fue diferente en ambas colonias de vinchucas evaluadas. Para el caso de las ninfas de
referencia, la deltametrina fue significativamente superior al monoterpeno. Como se puede
observar en la Tabla 1, la potencia de la deltametrina estuvo en el orden de los nanogramos,
mientras que el geraniol demostré su actividad letal a partir de los microgramos. Se
necesité una dosis 2200 veces superior de geraniol con respecto a la deltametrina para
obtener el mismo efecto. Por el contrario, la actividad letal de ambos insecticidas fue
similar en las vinchucas de Salvador Mazza (138 pg/insecto vs 109 pg/insectos para el

geraniol y deltametrina, respectivamente).

El estudio de la actividad sinérgica arrojé resultados dispares dependiendo del
insecticida utilizado como sinergista. En este ensayo solo el geraniol demostré actividad
sinérgica sobre el efecto letal de la deltametrina. Si bien en ambas colonias de insectos el
geraniol demostré actividad sinérgica, cabe aclarar que este efecto fue significativamente
superior en las ninfas resistentes a piretroides (12.2) con respecto a lo reportado en las
ninfas de referencia (2.4) (Tabla 1) (Figura 1 y 2). Este mayor efecto sinérgico entre los
insectos resistentes en comparacion con los de referencia trae aparejado una disminucion
notable en el indice de resistencia a la deltametrina, asi se puede observar que el indice
calculado para la deltametrina (147) disminuye de manera dréstica a 30 (Tabla 1) (Figura

3).

Como se observa en la Tabla 1 el piretroide deltametrina no evidencié actividad
sinérgica sobre el efecto letal del geraniol en ninguna de las dos colonias de vinchucas en
estudio. La comparacion de la actividad letal del monoterpeno solo versus su combinacion
con deltametrina report6 indices de sinergismo con valores de 0.9 y 0.8 en las vinchucas de

referencia y las provenientes de Salvador Mazza, respectivamente.
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Tabla 2: estudio de la actividad letal del geraniol y la deltametrina en un ensayo de

contacto con superficies

Colonia CLso (ug/mL)* (IC 95 %)°® CCLsc*(IC 95%) GSso?
Deltametrina
614.7
CR
(539.5-723.4)
54544 .4 88.7*
CSM
(48666.3-61533.5) (74.1-106.1)
Geraniol
18542.1
CR
(13771.2-25766.6)
14991.7 0.8
CSM (11270.1-19888.1) (0.5-1.2)
Deltametrina +
geraniol
603.1 1.1
CR
(497.7-7178.9) (0.7-1.3)
4169.4 7.0% 13.1
CSM
(3084.4-6831.1) (3.5-115) (8.9-19.6)
Geraniol +
deltametrina
16218.6 1.1
CR (11322.1-22554.6) (0.7-1.7)
20208.1 1.25 0.7
CSM
(15443.2-27345.1) (0.8-1.7) 0.4-1.2)
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comparacion de la actividad letal de la deltametrina presente en papeles
de filtro entre ninfas de referencia (curva roja) y provenientes de Salvador Mazza (curva

azul). (Eje Y % de rta/ eje X dosis).
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actividad letal por contacto del geraniol en ninfas de 7. infestans de una colonia

de referencia (curva roja colonia de referencia y la curva azul para las ninfas de Salvador

Mazza). (eje Y % de rta/ eje X dosis).
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En la Tabla 2 se observan los valores obtenidos a partir del contacto de los
insecticidas con las ninfas de quinto estadio de 7. infestans. Si bien, lo registrado en el
presente ensayo coincide con lo descripto en el ensayo de topicacién en cuanto a la
diferencia significativa entre la CLso de la deltametrina obtenidas para las vinchucas de la
colonia de referencia y las provenientes de Salvador Mazza, cabe destacar que el indice de
resistencia fue significativamente menor en este ensayo (89) (Tabla 2) (Figura 4) en

comparacion con el registrado en el ensayo de topicacién (147) (Tabla 1).

En el caso del geraniol las concentraciones letales de la deltametrina fueron

similares en ambas colonias de insectos estudiados (Tabla 2) (Figura 5).
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Con respecto a la potencia registrada al comparar la CLso de ambos insecticidas,
podemos destacar que, en las ninfas susceptible, la deltametrina fue significativamente més
potente que el geraniol, determindndose que para el mismo efecto se necesitaron 30 veces
mds cantidad de geraniol que de deltametrina (Tabla 2). En oposicién a lo recién
mencionado, en las vinchucas de Salvador Mazza la potencia del geraniol fue superior (3

veces) a la deltametrina.

En la Tabla 2 también se observan los valores de los indices de sinergismos
registrados entre el geraniol y la deltametrina. Cuando se estudi6 el efecto sinérgico del
geraniol sobre el efecto toxico de la deltametrina se determiné que dicha actividad variaba
de acuerdo a la colonia de vinchucas estudiada. En el caso de las ninfas de referencia no se
observo efecto sinérgico de la combinacidén del monoterpeno y el piretroide (Tabla 2), cabe
resaltar que este resultado no concuerda con lo observado en la misma colonia de insectos

en el ensayo de topicacion anteriormente mencionado.

Para las vinchucas de Salvador Mazza el indice de sinergismo fue de 13, un valor
similar al observado en el ensayo de topicacién (12) (Tabla 1 y 2). La presencia del
geraniol redujo el indice de resistencia a la deltametrina por parte de las ninfas de Salvador
Mazza desde un valor de 18 a 7 (Tabla 2). En contraposicion, no se registré actividad
sinérgica de la deltametrina en la actividad letal del geraniol en las ninfas de 7. infestans.
Los indices de sinergismo fueron de 1.1 y 0.7 para las ninfas de referencia y las de Salvador

Mazza, respectivamente (Tabla 2).
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Tabla 3: estudio de la actividad repelente del DEET (deltametrina) y el

monoterpeno geraniol en ninfas de referencia de 7. infestans.

Vinchucas de

referencia
Compuesto Concentracion (mg/mL) 1h 24 48
2.5 66.6 83.3 100
DEET 5 100 100 100
10 100 100 100
25 35 10 15
Geraniol 5 66.6 66.6 70
10 100 100 100
DEET + Geraniol
2.5 90 100 100
1:1
5 100 100 100
10 100 100 100
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Tabla 4: estudio de la actividad repelente del DEET (deltametrina) y el

monoterpeno geraniol en ninfas de 7. infestans provenientes de Salvador Mazza.

Vinchucas de
Salvador Mazza
Compuesto Concentracion (mg/mL) 1h 24 48
2.5 80 100 100
DEET 5 100 100 100
10 100 100 100
2.5 20 10 15
Geraniol 5 100 90 70
10 100 100 100
DEET + geraniol
2.5 100 100 100
(1:1)
5 100 100 100
10 100 100 100

En las Tablas 3 y 4 se puede observar la actividad repelente del DEET en
comparacion con el monoterpeno geraniol. Se pudo constatar que la actividad repelente del
DEET y el geraniol no sufrié variaciones de acuerdo con la colonia de ninfas evaluada. En

ambas colonias la actividad repelente del DEET fue mds potente que la del geraniol.
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Para ambas moléculas se pudo constatar una actividad repelente concentracion
dependiente. Como se puede cotejar en las Tablas 3 y 4 el DEET a dosis altas (5 y 10
mg/mL) registré una actividad repelente maxima (100%) durante el total del tiempo de
observacion (1, 24 y 48 h). Para el caso del geraniol la actividad médxima solo se pudo

observar cuando se puso en contacto con las vinchucas en una concentracion de 10 mg/mL.

La mayor potencia del DEET en comparacién con el geraniol se pudo constatar
con la actividad de ambas moléculas en la concentracién de 5 mg/mL, se observé que,
mientras el DEET pudo repeler al 100% de las vinchucas en los tres tiempos de
observacion, el geraniol solo consigui6 repeler al 70% de los insectos a las 48 h de haber

sido colocado en el papel de filtro.

La combinacion del geraniol y el DEET en una proporcién 1:1 demostré un efecto
sinérgico de ambas moléculas a 2.5 mg/mL. La combinacion de ambas moléculas fue mas
potente que el DEET y el geraniol por separado. A 1 h de haber sido colocada en el papel
de filtro, la combinaciéon de ambas moléculas logré un 90% de repelencia en las ninfas de
referencia y un 100% en las ninfas de Salvador Mazza, mientras que por separado el DEET
logré 66 y 80% en las ninfas de referencia y Salvador Mazza, respectivamente (Tabla 3 y

4).

Al comparar la actividad repelente de la combinacién observada con el geraniol, la
diferencia fue atin mds notoria, ya que el monoterpeno solo logré repeler al 35y 20% de los

insectos en las colonias de referencia y Salvador Mazza, respectivamente.
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DISCUSION

Debido a la contaminacién ambiental que provocan junto al uso irracional de los mismos,
en la actualidad se busca reemplazar a los insecticidas sintéticos por moléculas mds
estables, especificas y con la caracteristica de ser amigables con el medio ambiente en

donde sean liberadas.

Dentro de esta busqueda activa de moléculas alternativas, los vegetales han demostrado
ser una fuente de nuevos insecticidas por demds interesante (Lawless,1995). Debido a su

origen natural se las denomina bioinsecticidas.

El objetivo del presente trabajo fue profundizar los conocimientos hasta ahora adquiridos
con respecto a un posible uso del monoterpeno geraniol para el control del vector T.
infestans. Cabe destacar, que también estudiamos la actividad de la deltametrina, el

principal insecticida utilizado en la actualidad para el control de las vinchucas.

Entre los principales resultados del presente trabajo, se demostrd la accion letal del
geraniol en vinchucas susceptibles y resistentes a deltametrina. En un trabajo previo,
Moretti y col (2013) reportaron un efecto de hiperactivacion en ninfas de 7. infestans
cuando entraron en contacto con el geraniol a una concentraciéon de 390 pg/cm?. Ademds,
los autores reportaron un efecto repelente sobre las ninfas en estudio, cabe destacar, que

este resultado concuerda con lo observado en el presente trabajo.

También, los autores refieren la diferencia de potencia entre el DEET y el geraniol, en
nuestro caso esa diferencia de potencia repelente se demostré principalmente cuando el
geraniol fue utilizado en bajas concentraciones. Una posible explicacién puede tener que
ver con la naturaleza de ambas moléculas, mientras que el DEET es un compuesto sintético,

el geraniol es un bioinsecticidas y por lo tanto tiene un efecto residual acotado.
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Como antes se menciond, los bioinsecticidas son menos toxicos para el ambiente que los
insecticidas sintéticos, esta menor capacidad de toxicidad, entre otras variables, estd
relacionada con su limitada duracién en el ambiente. Un resultado verdaderamente
interesante es la respuesta repelente de la combinacion del geraniol y el DEET (1:1), donde
se pudo constatar que esta combinacion fue més eficaz que el DEET o el geraniol cuando se
probaron individualmente. Este dato no es para nada menor, ya que la presencia del
bioinsecticidas en la combinacién permitiria reducir la cantidad de DEET necesaria para
repeler a las vinchucas y con esto, un menor efecto daiiino al ambiente y a los moradores de

los hogares en donde estas moléculas podrian ser utilizadas.

Por ultimo, los aportes del presente trabajo con respecto a la actividad repelente del
geraniol son muy importantes, ya que, a diferencia del trabajo antes mencionado de
Moretti, nosotros evaluamos la actividad del geraniol tanto en ninfas susceptibles como
resistentes a piretroides mientras que, en el mencionado trabajo los autores solo utilizaron

ninfas susceptibles a deltametrina.

Con respecto a la actividad letal del geraniol se comprobd que el monoterpeno tuvo la
misma eficacia letal en ninfas susceptibles y resistentes a piretroides. Este dato no es para
nada menor teniendo en cuenta que las vinchucas de Salvador Mazza poseen un nivel de
resistencia extremadamente alto a la deltametrina. Este resultado concuerda con uno de los
preceptos fundamentales del manejo integrado para el control de insectos de importancia
sanitaria y productiva, y que tiene que ver con la necesidad de hallar moléculas nuevas con
mecanismos de accion distintos al que poseen los insecticidas sintéticos. En este caso, si
bien atn no estd dilucidado el mecanismo de accion del geraniol, estudios en otros
monoterpenos similares demostraron que estas moléculas interactian con canales de GABA
y de Octopamina, es decir, una diana farmacoldgica distinta a la que poseen los piretroides

como la deltametrina (Miyazawa y col, 1998).

El efecto sinérgico del geraniol sobre la actividad letal de la deltametrina descripto en el

presente trabajo fue previamente reportado en la chinche de cama, Cimex lectularius (Gaire

33



ESTUDIO DE LA ACTIVIDAD LETAL Y REPELENTE DEL GERANIOL Y LA
DELTAMETRINA EN TRIATOMA INFESTANS

y col, 2021). Para el estudio los autores utilizaron chinches con altos grados de resistencia a
deltametrina (72000X). En correspondencia con lo descripto en el presente trabajo, los
autores mencionaron un aumento de la actividad letal de la deltametrina cuando fue
combinado con el geraniol en dosis subletales. Si bien no dejan de ser teorias que necesitan
de estudios moleculares mas complejos, los autores afirman que el efecto sinérgico del
geraniol en la actividad letal del piretroide podria deberse a que el monoterpeno podria
inhibir las monooxigenasas citocromo P-450 encargadas de detoxificar a la deltametrina.
De esta manera el geraniol estaria indirectamente protegiendo a la deltametrina de la

biotransformacion llevada a cabo por las monooxigenasas.

Teniendo en cuenta que tanto las vinchucas como las chinches son insectos de hébito
hemato6fago, los resultados presentados en nuestro trabajo de investigacion con el vector 7.

infestans no dejan de ser realmente interesantes.

CONCLUSION

Los resultados presentados en este trabajo de investigacion pueden constituir un primer
paso para posicionar al monoterpeno geraniol como una alternativa para el control

integrado de T. infestans.

El efecto sinérgico en la actividad letal de la deltametrina y repelente del DEET, no solo
hace pensar que en un futuro el geraniol podria constituirse como una alternativa para el
control del vector, sino que, ademads, podria combinarse con estos insecticidas sintéticos y

gracias a su efecto sinérgico disminuir la concentracién de ambos.
En el control de insectos vectores de enfermedades y de importancia econdmica la

capacidad de poder reemplazar a los insecticidas sintéticos tradicionales por moléculas sin

impacto ambiental presupone una ventaja fundamental.
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El resultado mds importante del presente trabajo es que el geraniol tuvo similar actividad
letal en ninfas susceptibles y resistentes a piretroides, esto lo posiciona como una posible
alternativa para ser utilizado en zonas en donde los piretroides han dejado de ser eficaces

debido a la presencia de vinchucas resistentes.

No obstante, también es legitimo entender que este trabajo representa solo el primer paso
en una linea de investigacién que deberd tener como principales objetivos dilucidar los

mecanismos de letalidad y de repelencia presentes en el geraniol.

Como se menciond con antelacion, existen muchos trabajos en donde el estudio se centra
en medir la capacidad letal o de repelencia de compuestos de origen vegetal, pero son
escasos los trabajos destinados a intentar dilucidar los mecanismos de accién tanto de

letalidad como de repelencia presentes en estas moléculas.
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