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Resumen

La enfermedad de Chagas es una zoonosis producida por el parasito
hemoflagelado Trypanosoma cruzi. T. cruzi es transmitido a través de insectos
vectores pertenecientes a la subfamilia Triatominae (Hemiptera: Reduviidae) y
posee como huésped a mas de 100 especies de mamiferos, incluyendo al hombre. El
control quimico con insecticidas se ha transformado a lo largo de los afios en una
herramienta fundamental para el control de los vectores de 7. infestans. Sin embargo,
el uso irracional por mds de cincuenta afios de estos insecticidas provocod la
aparicion de vinchucas resistentes a piretroides. En recientes estudios se ha puesto
en evidencia el uso de bioinsecticidas para el control de vectores. Los bioinsecticidas
tienen como ventaja su alta seguridad y especificidad, su naturaleza biodegradable y
su bajo costo. En este contexto, en los ultimos afios extractos y aceites esenciales
obtenidos de Cannabis sativa han sido objeto de distintos estudios para investigar su
posible actividad como insecticida/acaricida. Teniendo en cuenta lo antes
mencionado, los objetivos del presente trabajo fueron estudiar la actividad letal y
repelente de extractos de Cannabis sativa variante Deep Mandarine en triatominos,
realizar la caracterizacién quimica por cromatografia de gases y evaluar la toxicidad
de dichos extractos en una especie beneficiosa como son las abejas (4Apis mellifera).
Para cuantificar estos efectos se realizaron ensayos de topicacion, de contacto con
superficies tratadas con los extractos, mientras que, para cuantificar la repelencia de
los extractos se utilizd la técnica de preferencia de area. Los tres extractos evaluados
demostraron tener actividad letal sobre las ninfas de vinchucas. El extracto acetonico
fue el mas potente de los tres. Los tres extractos también demostraron una alta
actividad repelente, que inclusive, fue similar al repelente de insectos
N,N-diethyl-m-toluamide (DEET) utilizado como control positivo. Por ultimo,
ninguno de los extractos de C. sativa demostrd actividad letal sobre adultos de
abejas. Los resultados presentados en este trabajo pueden contribuir como una
alternativa interesante y efectiva que pueda reemplazar a los insecticidas sintéticos

utilizados en la actualidad.

Palabras Claves: Enfermedad de Chagas, Trypanosoma cruzi, Triatoma

infestans, bioinsecticidas, Cannabis Sativa variante Deep Mandarine.
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2 - Glosario

DMSO: dimetilsulféxido

ET: Etanolico

AC: Acetonico

CBDV: Cannabidivarina

CBG: Cannabigerol

CBD: Cannabidiol

THCV: Tetrahidrocannabivarina

CBN: Cannabinol

A’ - THC: Delta-9-tetrahidrocannabinol
A® - THC: Delta-8-tetrahydrocannabinol
CBC: Cannabicromeno

DEET: N, N-Dietil-meta-toluamida, ingrediente mas habitual de los repelentes de

insectos.



3 - Introduccion

3.1 - Enfermedad de chagas

La enfermedad de Chagas fue descubierta por el doctor Carlos Chagas en el afio
1909 durante un examen médico a Berenice, una nifa de 2 afos de edad con
sospecha de malaria. Berenice presentaba fiebre, esplenomegalia y hepatomegalia, al
hacer un frotis de sangre, Carlos Chagas descubrid un parasito flagelado al cual
denominé Schizotrypanum cruzi, en honor a Oswaldo Cruz. Oswaldo Cruz, médico
brasilero, mentor de Chagas, en 1908 encomienda a Carlos Chagas la campafia
contra la malaria en Lassance, fue alli donde Carlos Chagas realiz6 el
descubrimiento del Trypanosoma. cruzi, el vector y las caracteristicas clinicas y
epidemioldgicas de la enfermedad que hoy lleva su nombre (Naquira y col., 2009)

(Figura 1).

Figura 1: Trabajo original del Dr. Carlos Chagas en donde el autor describe por primera

vez el ciclo biologico de la enfermedad.

La enfermedad de Chagas es una zoonosis producida por el parésito
hemoflagelado 7. cruzi, que es transmitido a través de un vector (insectos
pertenecientes a la subfamilia Triatominae (Hemiptera: Reduviidae) y posee como
huésped a mas de 100 especies de mamiferos, incluyendo al hombre (Giirtler y col.,

1986).



Figura 2: Ciclo de vida del parasito T. cruzi.

Fuente: DPDx, Trypanosoma cruzi
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La Tripanosomiasis Americana (Enfermedad de Chagas) es la principal
enfermedad parasitaria de nuestro continente y uno de los problemas de salud
publica més importantes de América Latina.

Esta enfermedad es endémica en 21 paises del Continente Americano, lo que se
traduce en considerarla en la actualidad como una de las enfermedades transmitidas
por insectos con mayor importancia a nivel mundial. Segun la Organizacion
Panamericana de la Salud (OPS), se calcula que en el mundo hay mas de 10 millones
de personas infectadas, la mayoria de ellas en América Latina. En América, se
registran 30.000 nuevos casos cada afio, 12.000 muertes en promedio. Unos 70
millones de personas en el Continente Americano, viven en areas expuestas al
Chagas y estan en riesgo de contraer la enfermedad (OPS, 2023).

La OPS considera a la enfermedad de Chagas como una enfermedad

desatendida, esto se debe a que es una patologia invisible dado que no se expande



hacia otros paises, estd asociada a la pobreza y ademds a comparacion de otras
enfermedades, si bien causa dafios graves y permanentes, no genera un nimero de
muertes excesivo que capte la atencidon de los medios de comunicacién. Es
considerada invisible para varios sectores tales como la investigacion y la industria
los cuales no invierten en el desarrollo de medicamentos, métodos diagndstico o
vacunas porque la poblacion afectada es de bajos recursos y no tiene acceso a la

salud ni poder economico (OPS, 2023).

3.2 - Vector

Para ser un buen vector se debe cumplir con determinadas condiciones que
permitan una transmision efectiva del parasito. Uno de los requisitos es que el
alimento tenga un efecto de diuresis en el insecto, es decir, que mientras el insecto se
estd alimentando sobre el hospedador defeque en el sitio de la picadura. Otro
requisito es que el vector esté infectado con el pardsito, para esto, el vector
previamente debe haberse alimentado de un hospedador portador de 7. cruzi. Por
ultimo, se debe considerar la temperatura apta para la supervivencia y el horario de
preferencia de alimentacion del insecto. En el caso de T. infestans el horario de
mayor actividad suele ser durante la noche. Teniendo en cuenta los requisitos
mencionados es que se sabe que no todas las especies del género Triatoma son
buenos vectores de la enfermedad de chagas (Giirtler y col., 1986).

El principal vector de 7. cruzi en el Cono Sur es Triatoma infestans (vinchuca).
Dicho insecto es un vector biologico hematéfago, es decir, que adquiere y transmite
el parasito cuando se alimenta de la sangre de 100 especies de mamiferos incluyendo
al hombre. En este punto, es importante aclarar que las aves si bien son una fuente
de alimento no pueden infectar a la vinchuca ya que son refractarias a la infeccion
con 1. cruzi (Sfara y col., 2006).

Triatoma infestans tiene distintas formas dependiendo de la etapa de
crecimiento en la que se encuentre, la podemos encontrar como huevo, ninfa o como
insecto adulto; asi mismo las ninfas tienen 5 estadios diferentes. Las diferencias
entre la etapa adulta y la etapa de ninfas son que las ninfas no poseen alas ni sistema

reproductor, con lo cual la diferenciacion sexual se da en la etapa adulta (Figura 3).



Figura 3: Diferentes estadios del ciclo vital de 7. infestans (vinchucas).
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T. infestans es un insecto hematdfago obligado, esto quiere decir que para pasar
de una etapa de crecimiento a la siguiente necesita alimentarse, lo cual es un dato
para nada menor ya que si no se alimenta muere y no alcanza su etapa adulta. Se
debe tener en cuenta que 7. infestans puede mantenerse hasta 6 meses sin alimento

disminuyendo su metabolismo al minimo (Sfara y col., 2006).

3.3 - Formas de transmision

Dentro de las formas transmision encontramos la via vectorial, oral, transmision
vertical, la transmisién por accidentes que impliquen un contacto sanguineo y las
donaciones de sangre (OPS, 2023).

En la actualidad se realizan tamizajes seroldgicos tanto para embarazadas como
para hemodonantes, con lo cual esto ha disminuido mucho el riesgo de contagio por
dichas vias dejando a la via vectorial como la principal. Esta via es responsable de
un 80% de la transmision del parasito, mientras que, las transfusiones de sangre
representan un 5-20%, los trasplantes de organos 5-20%, la transmision vertical
10-20%, la transmision con alimentos contaminados menor a un 1%, al igual que los
accidentes de laboratorio (OPS, 2023).

La Ley Nacional de Sangre 22.990/1983 establecié la obligatoriedad del
tamizaje seroldgico de enfermedades endémicas (entre ellas enfermedad de Chagas)
en todos los hemodonantes. En el afio 2007, se sanciono la Ley 26.281, que en su
articulo cuarto expresa la obligatoriedad de realizar pruebas diagnoésticas en toda

mujer embarazada, en los recién nacidos, hijos de madres infectadas hasta el primer
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afio de vida y en el resto de los hijos, menores de catorce (14) afios de las mismas
madres y, en general, en nifios y nifias al cumplir los seis (6) y doce (12) afos de
edad.

La via vectorial se da por la picadura del insecto infectado con el 7. cruzi. Una
vez que pica el insecto tiende a defecar en la zona de la picadura, como la picadura
genera picazén, cuando la persona se rasca produce una lastimadura en la piel
facilitando el ingreso del parasito al organismo (Giirtler y col., 1986).

Por otra parte, el contagio de la via oral se produce por el consumo alimentos
contaminados con el pardsito, dicha contaminacion se puede dar por diversos

motivos, por ejemplo, por materia fecal del vector en la comida o en los utensilios.

Figura 4 Formas de contagio de chagas

Fuente: Diario de ciencias laboratorio y gabinete Mal de Chagas
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3.4 - Fases de la enfermedad

La enfermedad de Chagas tiene 3 fases: la fase aguda, la fase indeterminada y la
fase cronica. Un gran porcentaje de los infectados (70-80%) cursan con la
enfermedad de forma asintomética mientras que el resto (20-30%) cursan con
cuadros cronicos sintomaticos (OPS, 2023).

La fase aguda asintomadtica dura pocas semanas o meses luego de ocurrida la

infeccion. Algunos pacientes pueden experimentar sintomas, que en general son



leves y desaparecen solos, algunos de ellos son: fiebre, hinchazén en el sitio de la
infeccion (chagoma), erupcion, dolor de cuerpo, fatiga, pérdida de apetito, dolor de
cabeza, nauseas, diarrea o voOmitos, ganglios inflamados, hepatomegalia,
esplenomegalia, hinchazon de los parpados, etc. En algunos casos, si la infeccion no
es tratada, la enfermedad de Chagas evoluciona hacia la fase crénica (Storino R.,
2010).

En la fase cronica los signos y sintomas pueden demorar entre 10 y 20 afios en
manifestarse, la mayoria de los pacientes desarrollan dafio cardiaco y un porcentaje
menor de pacientes sufren dilatacion colon o eso6fago por trastornos motores
gastrointestinales. Dentro de los signos y sintomas de la fase cronica podemos
encontrar: insuficiencia cardiaca debido a una destruccion progresiva del musculo
cardiaco, irregularidades en los latidos del corazon, paro cardiaco repentino,
dificultad para tragar a causa del agrandamiento del esofago, dolor estomacal y
estrefiimiento causado por el agrandamiento del colon (Storino R., 2010).

Al periodo intermedio entre la fase aguda y la fase cronica se lo denomina fase
indeterminada, la cual es completamente asintomatica y se puede prolongar durante

varios anos (OMS/OPS, 2023).

3.5 - Tratamiento

El tratamiento se basa en matar al parasito en la fase aguda de la enfermedad, en
los pacientes que se encuentran en la fase cronica ya no es posible matar al parasito,
en estos casos el tratamiento apunta a un control de signos y sintomas y a una mejor
evolucion clinico-patoldgica (OPS, 2018).

Para los pacientes que se encuentran cursando la fase aguda de la enfermedad se
utilizan los unicos dos farmacos eficaces para matar el parésito en la actualidad,
¢éstos con Benznidazol o Nifurtimox.

El uso de estos fArmacos en pacientes que cursan enfermedad de Chagas en fase
cronica estad contraindicado ya que sus diversos efectos adversos superan el
beneficio. Estudios de toxicidad del farmaco Nifurtimox evidenciaron
neurotoxicidad, dafio testicular, toxicidad ovarica y efectos deletéreos en corazon,
tejido mamario, adrenales, colon y eso6fago. Por otro lado, en los estudios de

toxicidad experimental para el Benznidazol, se observd un impacto negativo en
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adrenales, colon y es6fago. También pudieron demostrarse efectos mutagénicos

significativos para los dos farmacos (OPS, 2023).

4 - Control de vector

4.1 - Manejo integrado de vectores

En la actualidad, las principales estrategias para el control de la Enfermedad de
Chagas son el tamizaje serologico de enfermedades endémicas en todos los
hemodonantes y la erradicacion de los insectos vectores de la enfermedad de los
domicilios y peridomicilios (gallineros, corrales, galpones, etc.) (Giirtler y col.,
1986). Estas estrategias estdn sustentadas por dos limitaciones fundamentales
propias de la Enfermedad de Chagas: no existe una vacuna para eliminar a 7. cruzi,
sumado a la falta de eficacia clinica que han demostrado los principales farmacos
utilizados para el tratamiento en ciertas etapas de la enfermedad (Germano y col,
2018).

Ante la situacion planteada, el control del vector 7. infestans se convirtio en la
principal herramienta. Con tal propdsito, la OMS plantea programas de manejo
integrado de vectores en los cuales se desarrollan diferentes estrategias para alcanzar

los objetivos, los cuales son:

e Proveer acceso a los tratamientos a las poblaciones pobres y marginales.

e Ampliar los sistemas de salud existentes y su capacidad a largo plazo para
prevenir, monitorear, diagnosticar y tratar estas enfermedades.

e Abrir nuevos canales para extender la capacidad de los sistemas de salud y
hacer llegar las intervenciones sanitarias hasta quienes mas las necesitan.

e Desarrollar sistemas de vigilancia con participacion de la comunidad.

e Contribuir al desarrollo y diseminacion de nuevas herramientas para apoyar los

sistemas de vigilancia.

Los programas involucran tanto al ambito privado como al publico y los
resultados son variables ya que dependen de factores econodmicos, sociales y

politicos. (OPS, 2023).
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4.2 - Insecticidas utilizados en la actualidad

Ante la situacion planteada, el control quimico con insecticidas se convirtio en
la principal herramienta, a lo largo de los afios, para el control de 7. infestans. Desde
la década del 70, los piretroides son los insecticidas de eleccion para el control y
erradicacion de los triatominos transmisores de 7. cruzi. Los insecticidas piretroides
actiian a nivel de la membrana nerviosa del insecto, en un sitio especifico de los
canales de Na', modificando la velocidad de cierre de los mismos y alterando la
transmision nerviosa normal (Barré y col., 2008).

Si bien los esfuerzos de salud publica dirigidos a prevenir la transmision de esta
enfermedad han reducido la cantidad de personas que contraen la infeccion, el uso
irracional de estos insecticidas provoco la apariciéon de vinchucas resistentes a

piretroides (Picollo y col., 2005).

Figura 5: Método de control del vector.

Fuente: WHO/TDR/I.Montilla

En el afio 2015 un grupo de investigadores del Conicet logré poner en evidencia
una mutacién canales de sodio de vinchucas de Salta y Chaco, secuenciando
genéticamente una gran parte de dicho canal descubrieron que las vinchucas
resistentes a los piretroides presentaban alli una mutacion que las hacia menos
sensibles.

En el ano 2017 un equipo de investigadores del Conicet liderado por Sheila Ons

logrd poner en evidencia la activacion de proteinas quimiosensoriales, involucradas
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en el sentido del olfato de los insectos, las cuales juegan un rol importante en los
mecanismos de detoxificacion (Ons y col., 2017).

En estudios recientes se puso en evidencia la posibilidad de realizar el control
de vectores para diferentes enfermedades mediante el uso de bioinsecticidas debido
a su alta seguridad y especificidad, su naturaleza biodegradable y su bajo costo. En
este contexto, las moléculas de origen vegetal son las que mas atencion han

generado para la eliminacion de insectos de importancia productiva y sanitaria.

4.3 - Bioinsecticidas

Los bioinsecticidas son una excelente alternativa dados ciertos beneficios
planteados en diferentes trabajos de investigacién ya que son econdmicos, de facil
acceso, son simples de utilizar, ecoldgicos y efectivos a dosis bajas (Choochote y col.,
2007).

Con respecto a los principios activos obtenidos a partir de plantas, caben ser
destacados los estudios llevados a cabo con monoterpenos. En un trabajo realizado
por Moretti (2013) los monoterpenos 1,8-cineol, linalool, 7-mentol, a-terpineol y
timol resultaron buenos hiperactivantes de ninfas de 7. infestans y Rhodnius
prolixus. En una investigacion reciente, se demostro la capacidad de hiperactivacion
del monoterpeno eugenol en ninfas de tercer estadio de 7. infestans (Reynoso y col.,

2018).

4.4 - Cannabis sativa variante Deep Mandarine

Cannabis sativa se plantea como un buen candidato como bioinsecticida ya que
el contenido de aceites esenciales es elevado y su cultivo y extraccion son accesibles
a nivel econdémico. Por otra parte, su cultivo es ecoldgico ya que se demostro que C.
sativa tiene gran resistencia a las plagas (Ona y col., 2022).

C. sativa es utilizada desde hace muchos afios, en 1922 Chemiker Zeitung
publicd un articulo en una revista alemana haciendo referencia al uso de dicha planta
como insecticida. También hay registros no occidentales y del Imperio Bizantino,
del uso de C. sativa. Actualmente el Instituto Botanico de Barcelona (IBB;

https://www.ibb.csic .es/en) y la Universidad de Barcelona (UB; https://www.ub.edu
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/portal/web/dp-bsma/botanica) crearon una base de datos que lleva un registro de la
actividad insecticida y los usos como plaguicidas de C. sativa (Ona y col., 2022).
Por otro lado, distintos extractos y aceites esenciales obtenidos a partir de
Cannabis sativa han demostrado eficacia como nematodicidas, acaricidas,
insecticidas, bactericidas y antifingicos (Bedini y col., 2016). La actividad como
insecticidas ha sido demostrada en especies de importancia agricola y sanitaria. Por
ejemplo, el aceite esencial obtenido de la variante Felina 32 demostrd ser eficaz
frente a moscas pertenecientes a la especie Musca domestica, y también frente a
Myzus persicae, un pulgon de importancia productiva en el sector agricola (Bedeni y
col,, 2016). En otras investigaciones, también se demostrd la eficacia letal de
extractos de C. sativa frente a dos especies de mosquitos de importancia sanitaria:
Culex quinquefasciatus, vector del nematodo Wuchereria bancrofti, causante de la
filariasis (Maurya y col., 2009), y frente al vector de la malaria Anopheles gambiae

(Govindarajan y col., 2016).

5 - Objetivos del trabajo

5.1 - Objetivos generales

Estudiar la actividad téxica y repelente de extractos de Cannabis sativa de la

variante Deep Mandarin en ninfas de 7. infestans susceptibles a piretroides.

5.2 - Objetivos especificos

- Estudiar la actividad letal sobre ninfas de 7. infestans susceptibles a piretroides
de extractos acetonicos (AC), etanolicos (ET) y obtenidos con dimetilsufoxido
(DMSO) a partir de las variante Deep Mandarin de C. sativa.

- Determinar la actividad repelente en ninfas de 7. infestans susceptibles de
extractos AC, ET y obtenidos con DMSO a partir de las variante Deep
Mandarine de C. sativa.

- Determinar, mediante cromatografia de masas, la composicion quimica en
terpenos y cannabinoides de los extractos obtenidos de las variantes de C. sativa

en estudio.
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- Estudiar la actividad letal de los extractos de C. sativa en la especie beneficiosa

Aphis mellifera (abejas).

6 - Desarrollo del trabajo

6.1 - Materiales y métodos

Para el estudio de la actividad letal de los extractos de C. sativa se utilizaron dos
técnicas estandarizadas por la Organizacion Mundial de la Salud (OMS, 1994). Estas
técnicas permiten determinar las dosis y concentraciones necesarias para eliminar a
un determinado porcentaje de insectos. Para este proyecto se determind la dosis y

concentracion necesarias para eliminar al 50 % de las vinchucas en estudio.

6.2 - Insectos

Los bioensayos se realizaron en el Laboratorio de Artropodos y Vectores
(LabArVec), Facultad de Ciencias Médicas, Universidad Nacional de La Plata,
Argentina. Se utilizaron ninfas de quinto estadio de T. infestans con 15 dias de
ayuno. Los insectos se colocaron en recipientes de plastico de 11 cm de diametro. La
crianza de los insectos se realizO en condiciones controladas de temperatura
(28+1°C), humedad (50-70%) y un fotoperiodo de 12:12 horas (luz: oscuridad). Las
ninfas de 7. infestans fueron alimentadas con sangre de pollo una vez por semana.
La colonia utilizada se inicié con insectos de referencia enviados desde el Centro de

Referencia de Vectores (CeReVe) (Santa Maria de Punilla, Cordoba).

6.3 - Material vegetal

El material vegetal (Cannabis sativa variante Deep Mandarine) utilizado en los
ensayos fue provisto por la Asociacion Civil “PlantAR Ciencia”. El material vegetal
utilizado corresponde a inflorescencias femeninas de Cannabis sativa L, variedad
Deep Mandarine (banco Delicious Seeds). Las plantas se multiplicaron por

clonacion y se desarrollaron en un cultivo en interior con control de variables.
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Figura 6: Cannabis sativa variante Deep Mandarine

Fuente: Delicious Seeds

6.4 - Extractos

Para realizar los diferentes ensayos se trabajo con 3 extractos de la planta C.
sativa variante Deep Mandarine. Para la obtencion de los extractos se utilizaron tres
solventes: acetona, etanol y DMSO, obteniendo asi tres extractos distintos.

Para cada extracto de planta se pesaron 0,7 g de flores secas molidas y se
agregaron 10 ml del solvente frio. La extraccion se realizd mediante ultrasonido
sonicando al 50 % de potencia en forma de pulsos de 15 segundos (10 min totales), y
se llevo a cabo en un bafio de hielo.

Por ultimo, la mezcla fue centrifugada a 5000 xg durante 10 minutos y se
recuperd el sobrenadante. El rendimiento de extraccion (RE) serd calculado con la

siguiente formula: RE= peso de extracto/peso de material vegetal x 100.

6.5 - Perfil de terpenos y cannabinoides

Para obtener el perfil de terpenos y cannabinoides se utilizaron las técnicas de
Cromatografia de Gases acoplado a un detector de ionizacion en llama (CG-FID) y

Cromatografia de Liquidos de Alto Rendimiento (HPLC), respectivamente.
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Dado que el laboratorio donde fue desarrollado el presente trabajo no dispone
con los equipos cromatografos para llevar a cabo estos estudios, se solicito el
servicio del Laboratorio Hemps International S.R.L. para que lleve adelante la

determinacion del contenido de terpenos y cannabinoides.

6.6 - Ensayo de topicacion

Para el ensayo de topicacion, al igual que para el resto de los ensayos se
utilizaron ninfas de quinto estadio de 7. infestans con 15 dias de ayuno. Para esta
técnica se siguio el protocolo de la OMS (1994). La técnica consiste en la aplicacion
topica en la zona dorsal del abdomen de las ninfas de 1 pL de distintas dosis de cada
uno de los extractos evaluados. Cada dosis fue evaluada en 10 ninfas, y se evaluaron
al menos 4 dosis que causen entre el 10 y el 90% de mortalidad. Cada ensayo con
cada dosis se replico en tres oportunidades (30 ninfas por dosis). En cada replica
fueron utilizadas 10 ninfas como control negativo (se les aplico 1 pL del solvente
correspondiente al extracto evaluado). Se observo el estado de las vinchucas a las

24, 48, 72 y 96 hs post-topicacion.

6.7 - Ensayo de contacto con papel de filtro

El estudio de la exposicion de ninfas V de T. infestans a papel de filtro tratado
con los extractos de C. sativa variante Deep Mandarin se realizé siguiendo el
protocolo establecido por la OMS (1994). Para este ensayo se utilizaron papeles de
filtro de 11 cm de diametro, cada papel de filtro fue impregnado con 1 mL de los
extractos y se dejo evaporar durante 24 hs. Luego se procedid a exponer durante 1 h
diez ninfas V de T infestans. Una vez transcurrido ese tiempo, las ninfas fueron
colocadas en recipientes limpios con cartones colocados verticalmente y se registrd
su estado (vivas-muertas) a las 24, 48, 72 y 96 hs post-contacto con el papel.

Fueron evaluadas concentraciones crecientes de los insecticidas, teniendo en
cuenta que al menos 4 de estas concentraciones provoquen entre el 10 y el 90% de
letalidad entre las vinchucas.

El bioensayo descripto fue replicado en 3 ocasiones y se utilizaron 30 ninfas por

cada concentracion evaluada. Como control se rociaron las superficies evaluadas con

17



1 mL de acetona, etanol o DMSO sin presencia de extractos (OMS, 1994).

6.8 - Ensayo de repelencia con C.sativa variante Deep Mandarine

La actividad repelente de los extractos fue determinada mediante la técnica de
area de preferencia. Para este bioensayo se utilizaron papeles de filtro de 11 cm de
diametro, los cuales fueron cortados por la mitad.

El protocolo consiste en ofrecer al insecto una mitad del papel tratada con
distintas concentraciones de cada extracto de C. sativa y la otra mitad del papel sin
tratamiento. Las mitades del papel impregnadas con los extractos se dejaron
evaporar durante 24 hs. Luego de este tiempo, la mitad tratada se uni6 a la mitad sin
tratamiento utilizando cinta adhesiva. A continuacién, los papeles se colocaron en
cajas de Petri para evitar que las vinchucas se escapen. En cada papel de filtro se
coloco un insecto.

Se realizaron 3 réplicas del ensayo. En cada réplica fueron utilizados 10 papeles
por cada concentracion de insecticida. Los tiempos de observacion en los cuales se
verifico la ubicacion de los insectos fueron a las 24, 48 y 72 hs desde el tiempo 0
(colocacion del insecto sobre el centro del papel).

Para el control en cada réplica se registrara la posicion de 10 vinchucas
expuestas a papeles con una mitad tratada con acetona, etanol o DMSO vy la otra
mitad sin tratamiento alguno. En este caso se utilizO como control positivo

N,N-diethyl-m-toluamide (DEET).

6.9 - Toxicidad de extractos de C. sativa en abejas adultas

Para determinar la toxicidad de los extractos de C. sativa en A. mellifera
(abejas) se siguio el protocolo descrito por Schail y col., (2000). En el bioensayo se
utilizaron abejas obreras adultas. A cada abeja evaluada se le administré 1 pL del
extracto correspondiente en la zona dorsal del térax. Se evaluaron dosis crecientes
de los tres extractos considerando que al menos cuatro dosis causen entre 10 y 90%
de mortalidad entre las abejas. El rango de dosis evaluado para cada extracto fue el
mismo establecido para la prueba topica en 7. infestans. El ensayo se replico tres

veces en dias diferentes bajo las mismas condiciones y con soluciones frescas. Se
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utilizaron 10 abejas por dosis y por repeticion (30 insectos por cada dosis evaluada)

(Figura 7).

Figura 7: Adulto de A. mellifera siendo topicado en la zona dorsal de su abdomen.

Después de la administracion, los diferentes grupos de insectos se alojaron en
contenedores etiquetados y se registro el estado de los insectos a las 24, 48, 72y 96
hs. Como control se utilizaron 10 trabajadores por repeticidon; estos insectos
recibieron 1 pL del solvente correspondiente a cada extracto. Se us6 imidaclorpid

neonicotinoide en un rango de 2 a 30 ng x abeja como control positivo.

6.10 - Anadalisis estadistico

Finalmente, para el analisis estadistico se utilizo el modelo Probit. Este modelo
estadistico permite relacionar una mortalidad determinada con la dosis o
concentracion necesaria para provocarla. Las mortalidades registradas en los ensayos
de topicacion y exposicion a superficies tratadas fueron analizados a través del
software POLO-PLUS. Dicho programa brind6 las curvas dosis-respuesta o
concentracion-respuesta de los insecticidas evaluados. A partir de las cuales fueron
calculados para cada insecticida las dosis o concentraciones necesarias para matar al

50% de los insectos evaluados (DL 50 o CL 50).
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7 - Resultados

Tabla 1: Perfil cuali cuantitativo de cannabinoides y de terpenos obtenidos por

HPLC y CG - FID respectivamente.

DMSO ET AC

CBDV <0.5 ND <0.5

CBG ND ND <(.5
Cannabinoids || CBD 0.59 1.79 3.81
(mg/mL) || THCV ND ND ND
CBN <0.5 ND <0.5

A°- THC 0.59 1.95 5.35

A*- THC ND ND ND

CBC <0.5 <0.5 <(.5

o - Pinene <25 <25 36.6

Camphene ND ND ND
B - Pinine ND 105.6 149.8

B - Myrcene ND ND ND

0 — 3 - Carene ND ND ND

o - Terpineno ND ND ND

Terpenes p - Cymene <25 ND ND
(ppm) d - Limonene 27.1 55.1 178.4
Ocimene <25 51.1 278.5

Gamma -Terpinene ND ND ND

Terpinolene ND ND ND

Linalool ND <25 60.3

(-) - Isopulegol ND ND ND

Geraniol ND ND ND
p - Caryophyllene 22.7 138.9 418.6
o - Humelene <25 50.1 140.9

Nerolidol 30.2 <25 64.6

(-) - Guaiol ND <25 <25

(-) - o -Bisabolol ND <25 95.5

El efecto letal de los extractos fue evaluado teniendo en cuenta su potencia, pero
también el registro de su efecto a lo largo del tiempo post-contacto.

Para la prueba tdpica, registramos la actividad maxima de los tres extractos 48
hs después de la aplicacion a las ninfas. La mayor potencia con respecto al efecto
letal del 50% la registro el extracto AC, el cual fue 5 y 13 veces mas potente que el
extracto ET y DMSO, respectivamente.

En cuanto a la prueba de contacto en papel filtro, registramos un patréon de

toxicidad similar al observado en la prueba topica. La maxima actividad letal se

20


https://www.googleadservices.com/pagead/aclk?sa=L&ai=DChcSEwiC65eehpj8AhVIFdQBHUfQCIwYABABGgJvYQ&ohost=www.google.com&cid=CAESauD26G6VDrMt3Gs_HGsm7v-6pKfrhAHh1pDxjzwX6Sj1imC_yrrNsdjF7U505vLa-h6bQquEfwWyAcIJq-e1M_tcFXjL5k32-RlxI5h-AIwp2WeuTWYBQqaukOSJZ5Vdjx2KUp9HtiCZvrU&sig=AOD64_3ih3bftoQheHF_X-nEjrtF8wmgAw&q&adurl&ved=2ahUKEwiZ2Yuehpj8AhUFqZUCHcU8CywQ0Qx6BAgKEAE

observo a las 48 hs del primer contacto de los insectos con los papeles y, ademas, el

extracto AC fue 7 y 14 veces mas potente que los extractos ET y DMSO,

respectivamente (Tabla 2).

Tabla 2: Determinacion de LDs, y LCs, de los extractos de AC, ET y DMSO en
ninfas de quinto estadio de 7. infestans.

DLs, (ng/insecto) (IC 95%)

Tiempo después de la aplicacion (hs)

Extracto 24 48 72 96
AC 5.1(3.8-11.2) 2.1(1.4-2.9) 2.1(1.4-2.9) 2.1(1.4-2.9)
ET 13.9 (9.2-43.3) 10.9 (7.5-26.2) 10.9 (7.5-26.2) 10.9 (7.5-26.2)

DMSO

28.6 (19.4-79.5)

25.7 (17.6-66.6)

CLs, (ug/cm?) (IC 95%)

25.7 (17.6-66.6)

Tiempo después del contacto (hs)

25.7 (17.6-66.6)

Extracto 24 48 72 96
AC 212.4 (150.3 —332.5) 117.1 (45.9-321.8) 117.1 (45.9-321.8) 117.1 (45.9-321.8)
ET 998.1 (564.3-1,322) | 803.7 (555.7-1,324) | 803.7 (555.7-1,324) | 803.7 (555.7-1,324)
DMSO | 2,002 (1,654-2,302) | 1,554 (987-2,332) | 1,554 (987-2,332) | 1,554 (987-2,332)

En cuanto a la Tabla 3 podemos observar que los tres extractos demostraron

tener un efecto repelente significativo contra las ninfas de 7. infestans. El efecto

repelente de los tres extractos se evalu6 a la misma concentracion (50 pg/cm2) que

DEET (control positivo). Durante el periodo de observacion, los extractos de AC y

ET demostraron una actividad repelente méxima, similar a DEET. En el caso del

extracto DMSO, la actividad maxima se mantuvo hasta las 48 hs, disminuyendo al

66 % a las 72 hs de observacidn.

Tabla 3: Efecto repelente de los extractos de C. sativa y del repelente DEET en
ninfas de T infestans.

Efecto repelente (%) - Periodo de evaluacion

24 hs 48 hs 72 hs
AC 100 100 100
ET 100 100 100
DMSO 100 100 66.6
DEET 100 100 100

Finalmente, ninguno de los tres extractos evaluados fue toxico en abejas. No se pudo

determinar la DLs, en este insecto ya que, el efecto toxico de los extractos no difiri6 de

21




la toxicidad observada en las abejas que fueron utilizadas como control negativo. La
DLy, del neonicotinoide imidacloprid, utilizado como control positivo durante el

ensayo, fue de 14,3 ng/abeja.

8 - Discusion

Este trabajo de investigacion es el primer reporte de la actividad letal y
repelente de extractos de C. sativa sobre ninfas de quinto estadio de 7. infestans. Los
resultados presentados en el presente trabajo estan en linea con antecedentes previos
de la actividad insecticida de extractos de C. sativa. Thakur y Devi (2016)
informaron que, en adultos del escarabajo, Callosobruchus chinensis, una plaga de
insectos econdmicamente muy perjudicial en el almacenamiento de legumbres, los
extractos de acetona y metanol de C. sativa en concentraciones de 5, 10 y 20 %
causaron una mortalidad del 100 % durante el tiempo de observacion. Ademas de los
insectos plaga, hasta la actualidad un nimero importante de trabajos cientificos
pusieron de manifiesto el efecto letal y repelente de extractos de C. sativa sobre
insectos vectores de importancia sanitaria.

Estos trabajos se han realizado principalmente con diferentes tipos de
mosquitos. Por ejemplo, Jelees y col., (1993) ensayaron la actividad larvicida de un
extracto etanolico de hojas de C. sativa. Los autores reportaron una CLs, del orden
de 1000, 1400 y 5000 mg/L contra Anopheles stephensi, Culex quinquefasciatus y
Aedes aegypti, respectivamente.

En este trabajo determinamos que la méxima letalidad de las ninfas fue a las 48
hs del contacto con los extractos. Este patron de actividad letal lenta de los extractos
de C. sativa se observdo también contra el vector de la filariasis, Culex
quinquefasciatus y €l principal vector de la malaria en la India, Anopheles stephensi.
El tiempo que tarda un insecticida en alcanzar su concentracion letal en un insecto es
lo que determina si ese molécula causard una muerte rapida (menos de 24 hs después
del contacto) o lenta (mas de 24 hs después del contacto) (Busvine, 1971). Cabe
destacar, que el primer signo de intoxicacion en ninfas de 7. infestans registrado por
el contacto con los extractos de C. sativa fue una disminucion muy significativa de
la movilidad (24 hs post-contacto) seguida de una fase de descoordinacién que

finalmente condujo a la muerte de los insectos (48 hs post-contacto). contacto).
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Estos signos difieren de los observados con el neuroinsecticida deltametrina
(hiperexcitacion, descoordinacién y muerte) considerado un insecticida rapido. Los
signos de intoxicacion estan directamente relacionados con los mecanismos de
accion de los insecticidas. En aceites esenciales y extractos de C. sativa, los
mecanismos de accion descritos involucran desde la inhibicion de la enzima
acetilcolinesterasa (AChE) hasta la interaccién con receptores octopaminérgicos,
GABA¢rgicos y colinérgicos (Benelli y col., 2018). Es necesario realizar futuras
investigaciones para establecer los mecanismos de accion presentes en los extractos
de C. sativa evaluados en este trabajo a fin de encontrar una explicacion a la
actividad letal lenta observada en los ensayos realizados en este trabajo.

La caracterizacion quimica de los extractos demostré a los cannabinoides y
terpenos presentes en concentraciones mas altas. Por ejemplo, el sesquiterpeno
B-cariofileno, la molécula més concentrada en los extractos AC y ET y la tercera en
el extracto DMSO, fue reportada previamente como uno de los principales
constituyentes en un aceite esencial de C. sativa que demostr6 actividad toxica en
larvas del mosquito tigre asidtico Aedes albopictus y contra larvas y adultos de 4.
aegypti (Bedini y col.,2016). De acuerdo con esto, en triatominos se demostrd que
el sesquiterpeno B-cariofileno aplicado tépicamente obtuvo letalidad en ninfas en
estadios I a V y machos y hembras de Meccus pallidipennis y Meccus bassolsae, dos
de los principales triatominos vectores de 7. cruzi en México. Los aceites esenciales
ensayados produjeron una tasa de mortalidad en M. pallidipennis del 40-50% a una

dosis de 100pg L™, una tasa de mortalidad del 70% con dosis de 200 y 100ug L™ a
las 48 h y 100% de mortalidad a las dosis de 200 y 300 pg L' a las 72 horas. Es

decir que se da una relacion directamente proporcional entre las dosis ensayadas y la
mortalidad. El B-pineno tuvo un efecto biocida comparable en M. bassolsaeque con
respecto al observado para M. pallidipennis. El efecto de B - cariofileno y
germacreno D en M.bassolsae fue ligeramente mas débil que para M. pallidipennis
(Pacheco-Hernandez y col., 2021).

En cuanto a la presencia de monoterpenos en los extractos evaluados, el
limoneno fue el mas concentrado en el extracto DMSO y el segundo en los extractos
AC y ET. En una investigacion previa se reportd la presencia en altas
concentraciones de limoneno en aceites esenciales de C. sativa con eficacia larvicida
contra A. aegypti (Wanas y col., 2020). En un estudio de relacion

estructura-actividad cuantitativa (QSAR) de monoterpenos/sesquiterpenos como
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insecticidas, Dambolena y col., (2016) concluyeron que la capacidad de estas
moléculas para interactuar con las cuticulas de insectos, particularmente en 7.
infestans, esta influenciada por el solvente y las superficies accesibles. Los autores
concluyen que, de los terpenos en estudio, el linalool y el nerolidol son los que
mejor se relacionan. En este sentido, el mayor poder letal del extracto AC reportado
en el presente trabajo podria estar relacionado con la alta concentracion de linalol y
nerolidol presente.

Otra posible explicacion a la mayor potencia del extracto de AC podria estar
relacionada con la mayor concentracion de cannabinoides. En cuanto a los informes
sobre la actividad de los principales cannabinoides presentes en los extractos de C.
sativa, Mantzoukas y col., (2020) estudiaron la actividad larvicida de un aceite de
CBD comercial contra larvas de 4° estadio de Tribolium confusum, Oryzaephilus
surinamensis 'y Plodia interpunctella. Los autores informaron actividad pesticida
dependiente de la dosis contra las tres especies, con porcentajes de letalidad del
100% con la dosis mas alta (90 mg/mL).

Otro resultado importante presentado en este trabajo es la capacidad repelente
inmediata y sostenida en el tiempo que muestran los extractos evaluados. En
consonancia con nuestros resultados, un aceite esencial de C. sativa demostré una
actividad repelente similar al DEET contra adultos de 4. aegypti (Wanas et al.,
2020). En cuanto a los informes de actividad repelente en triatominos, el
monoterpeno linalol, presente en alta concentracion en el extracto de AC, demostro
un efecto repelente similar al DEET y actividad expurgante en ninfas de 7. infestans
(Moretti y col., 2013). En este trabajo determinamos que los tres extractos de C.
sativa en las dosis evaluadas fueron selectivos para 7. infestans y no toxicos para A.
mellifera. La presencia de una toxicidad-selectividad en los extractos estudiados,
dada la importancia de 4. mellifera como insecto polinizador, presupone un hecho
fundamental debido al contacto que los componentes quimicos de los extractos
podrian tener con especies de insectos no diana de importancia ecologica. Una de las
ventajas de los bioinsecticidas frente a los insecticidas tradicionales es su alta
especificidad; es decir, la capacidad de controlar sus especies objetivo mientras se

minimizan los efectos colaterales (Benelli y col., 2018).
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9 - Conclusion

Este trabajo es el primer reporte del efecto letal y repelente de inflorescencias de
C. sativa en ninfas de T infestans en estadios de desarrollo tardios. Debido al
creciente numero de informes de poblaciones de vinchucas resistentes a los
principales insecticidas utilizados para su control, sumado a la baja inversion en el
desarrollo de nuevos insecticidas para reemplazar los antiguos, los programas de
control de vectores se enfrentan actualmente a una encrucijada dificil de superar. La
busqueda de moléculas de origen natural para el control de vectores de importancia
sanitaria parece ser una alternativa mas que razonable. Con respecto a C. sativa, son
necesarios mas estudios para dilucidar los mecanismos de letalidad y repelencia
presentes en los extractos. Otro objetivo podria ser evaluar la actividad letal y
repelente de los principales terpenos y cannabinoides hallados en los extractos, para
establecer posibles interacciones de agonismo, antagonismo o adicidn entre estas

moléculas.
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