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Resumen I

RESUMEN

Los objetivos de este trabajo de tesis estan relacionados a la evolucion de la resistencia
a insecticidas piretroides en los estados embrionarios y postembrionarios de poblaciones de
Pediculus humanus capitis de Buenos Aires resistentes a permetrina. Durante el desarrollo de
la tesis fueron planteados objetivos a posteriori necesarios para el desarrollo de los objetivos
originales.

LLos objetivos originales fueron:

e Observar la posible expresion de resistencia a insecticidas en embriones en poblaciones de
P. humanus capitis con resistencia detectada en estadios postembrionarios.

o Estudiar los mecanismos de resistencia a insecticidas expresados en embriones y estados
postembrionarios de P. humanus capitis.

Los objetivos a posteriores fueron:

e Caracterizar morfologicamente el desarrollo embrionario de P. humanus capits y P.
humanus humanus a fin de trabajar con homogéneo en cuanto al ticmpo de desarrollo

e Determinar las condiciones ambientales optimas (T°C y HR%) para el desarrollo de P.
humanus capitis en laboratorio

e Puesta punto de los métodos de medicion de actividad enzimatica en los embriones.

De acuerdo a estos objetivos se obtuvieron los siguientes resultados y conclusiones:

Se caracterizé ¢l desarrollo embrionario segin caracteres morfoldgicos vistos a través
de la transparencia del corion. Los caracteres morfologicos fueron: apéndices y manchas
oculares. L.a combinacion de los distintos estados de desarrollo de estos caracteres permitieron
determinar tres etapas en la embriogénesis: etapa temprana, etapa media, y etapa tardia.anchas
oculares negras).

Se determinaron las condiciones ambientales Optimas (temperatura y humedad
relativa) en laboratorio para la embriogénesis de P. humanus capitis: 27-31°C de temperatura
y 45-75% humedad relativa.

Se observo que en poblaciones con resistencia a piretroides y DDT expresada en los
estados postembrionarios los embriones también expresan resistencia a los mismos
insecticidas.

En estados postembrionarios, no se observd resistencia a carbaril ni a spinosad. En
embriones no se observo resistencia a spinosad pero se determind una incipiente resistencia a
carbaril.

Se midio actividad esterasa en embriones por las tres metodologias utilizadas (Gomori,
Ellman y Fluorométrico), por el contrario no fue posible determinar actividad del complejo
P450 por el método fluorométrico utilizado.

Segun los resultados de inhibicion enzimatica in vivo y la determinacion de las
actividades enzimaticas una mayor actividad esterasa no parece estar esta involucrada en la
resistencia observada en adultos y en embniones.

Segin el analisis global de los resultados, la resistencia en las poblaciones de P.
humanus capitis utilizadas en este trabajo se deberia: 1) modificacion de sitio de accion de
piretroides y DDT (tipo-kdr) (estados embrionarios y postembrionarios), 2) aumento
metabolismo oxidativo (estados postembrionarios).

Se plantea al insecticida spinosad como posible activo en formulaciones pediculicidas.

Palabras claves: Pediculus humanus capitis, resistencia, insecticidas, piretroides, desarrollo
embrionario, P450, esterasas, canal de sodio.



ABSTRACT

The aims of this thesis are related to the evolution of the pyrethroids insecticide
resistance in embryonic and postembryonic stages of Pediculus humanus capitis populations
from Buenos Aires resistant to permethrin. During the development of the thesis a posteriori
objetives were settled necessary for the development of the original aims.

The original aims were:

e To observe the possible expression of insecticide resistance in embryos in P. humanus
capitis populations with detected resistance in postembryonic stages.

e To study the insecticide resistance mechanism expressed in P. humanus capitis embryos
and postembryonic stages.

The g posteriori aims were:

e To characterize morphologically the embryonic development of P. humanus capitis and P.
humanus humanus in order to work with homogeneus material as regards development time.

e To determinate the optimal environmental conditions (T°C and HR%) for the P. humanus
capitis in laboratory.

¢ To determinate the measure methods of enzimatic activity in embryos.

According to these aims the following results and conclusions were drawn:

The embryonic development according to morophological characters seen through the
corion transparence were characterized. The morphological characters were: appendages and
oculars spots. The combinations of different development stages of these characters allowed
to determinate three periods of time in the embryogenesis: early period, middle period and
late period.

Optimal environmental conditions were determined (T°C and HR %) in the laboratory
for P. humanus capitis: 27-31°C temperature and 45-75 relative humidity.

It was observed that in populations with resistance to pyrethroids and DDT expressed
in postembryonic stages, the embryos also express resistance to the same insecticides.

In postembryonic stages, carbaryl and spinosad resistance was not observed.
Resistance to spinosad was not observed in embyos but an incipient carabryl resistance was
determined.

Esterase activity embryos was measured by the three used methods (Gomori, Ellman
and fluorometric) on the contrary it was not possible to determinate P450 complex activity by
the used fluorometric method.

According to in vivo enzimatic inhibition results and the enzimatic activitics
determination, an incresed in esterase activity is not involved in the resistance observed in
adults and embryos.

According to the global analysis of results, the resistance in P. humanus capitis
populations used in this research would be due to: 1) pyrethroids and DDT site of action
modification (kdr-like) (embryonic and postembryonic stages), 2) oxidative metabolism
increase (postembryonic stage).

Spinosad insecticide as a possible active in pediculicide formulations is questioned.

Key words: Pediculus humanus capitis, resistance, insecticides, pyrethroids, embryonic
development, P450, esterases, sodium channel.
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"Comparieros del ejército de los Andes: La guerra se la tenemos que hacer del
modo que podamos. Si no tenemos dinero, carne y tabaco no nos tienen que
Sfaltar. Cuando se acaben los vestuarios, nos vestiremos con la bayetilla que
nos trabajen nuestras mujeres. Y si no, andaremos en pelotas como nuestros
paisanos los indios. Seamos libres y lo demds no importa. Compapieros,
Jjuremos no dejar las armas de la mano hasta ver el pais enteramente libre, o

morir con ellas como hombres de coraje”

Gral. José de San Martin
27 de junio 1819

“Escribo solo para aquellos en quienes mora un sentido interno para [a
certeza o la dubitabilidad, para la claridad o [a confusion de su propio
conocimiento, para quienes la ciencia y la conviccion valen algo y se sienten
impulsados por un vivo afdn de buscarla. Con aquellos que por obra de una
larga servidumbre de espiritu se han perdido a si mismos y consigo mismos
han perdido su sentido para (a propia conviccion y su fe en [a conviccion de
los demds; con aquellos para los que es locura que alguien busque
independientemente la verdad, que en las ciencias no ven nada mds que un
modo de ganarse el pan y que ante cada ensanchamiento de ellas se espantan
como ante un nuevo trabajo; con aquellos para quienes ningiin medio es
vergonzoso si se tratara de someter al que echa a perder el negocio, con

ninguno de ellos tengo nada que hacer”.

Johann Gottlieb Fichte, 1797
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Resumen I

RESUMEN

Los objetivos de este trabajo de tesis estan relacionados a la evolucion de la resistencia
a insecticidas piretroides en los estados embrionarios y postembrionarios de poblaciones de
Pediculus humanus capitis de Buenos Aires resistentes a permetrina. Durante el desarrollo de
la tesis fueron planteados objetivos a posteriori necesarios para el desarrollo de los objetivos
originales.

Los objetivos originales fucron:

e Observar la posible expresion de resistencia a insecticidas en embriones en poblaciones de
P. humanus capitis con resistencia detectada en estadios postembrionarios.

e Estudiar los mecanismos de resistencia a insecticidas expresados en embriones y estados
postembrionarios de P. humanus capitis.

Los objetivos a posteriores fueron:

e (Caracterizar morfologicamente el desarrollo embrionario de P. humanus capits y P.
humanus humanus a fin de trabajar con homogéneo en cuanto al tiempo de desarrollo

e Determinar las condiciones ambientales 6ptimas (T°C y HR%) para el desarrollo de P.
humanus capitis en laboratorio

¢ Puesta punto de los métodos de medicion de actividad enzimatica en los embriones.

De acuerdo a estos objetivos se obtuvieron los siguientes resultados y conclusiones:

Se caracterizo el desarrollo embrionario segin caracteres morfologicos vistos a través
de la transparencia del corion. Los caracteres morfoldgicos fueron: apéndices y manchas
oculares. La combinacion de los distintos estados de desarrollo de estos caracteres permitieron
determinar tres etapas en la embriogénesis: etapa temprana, etapa media, y etapa tardia.anchas
oculares negras).

Se determinaron las condiciones ambientales Optimas (temperatura y humedad
relativa) en laboratorio para la embriogénesis de P. humanus capitis: 27-31°C de temperatura
y 45-75% humedad relativa.

Se observé que en poblaciones con resistencia a piretroides y DDT expresada en los
estados postembrionarios los embriones también expresan resistencia a los mismos
insecticidas.

En estados postembrionarios, no se observd resistencia a carbaril ni a spinosad. En
embriones no se observo resistencia a spinosad pero se determiné una incipiente resistencia a
carbaril.

Se midié actividad esterasa en embriones por las tres metodologias utilizadas (Gomori,
Ellman y Fluorométrico), por el contrario no fue posible determinar actividad del complejo
P450 por el método fluorométrico utilizado.

Segiin los resultados de inhibicion enzimatica in vivo y la determinacion de las
actividades enzimaticas una mayor actividad esterasa no parece estar esta involucrada en la
resistencia observada en adultos y en embriones.

Segun el analisis global de los resultados, la resistencia en las poblaciones de P.
humanus capitis utilizadas en este trabajo se deberia: 1) modificacion de sitio de accion de
piretroides y DDT (tipo-kdr) (estados embrionarios y postembrionarios), 2) aumento
metabolismo oxidativo (estados postembrionarios).

Se plantea al insecticida spinosad como posible activo en formulaciones pediculicidas.



Abstract I

ABSTRACT

The aims of this thesis are related to the evolution of the pyrethroids insecticide
resistance in embryonic and postembryonic stages of Pediculus humanus capitis populations
from Buenos Aires resistant to permethrin. During the development of the thesis a posteriori
objetives were settled necessary for the development of the original aims.

The original aims were:

e To observe the possible expression of insecticide resistance in embryos in P. humanus
capitis populations with detected resistance in postembryonic stages.

¢ To study the insecticide resistance mechanism expressed in P. humanus capitis embryos
and postembryonic stages.

The a posteriori aims were:

e To characterize morphologically the embryonic development of P. humanus capitis and P.
humanus humanus in order to work with homogeneus material as regards development time.

e To determinate the optimal environmental conditions (T°C and HR%) for the P. humanus
capitis in laboratory.

¢ To determinate the measure methods of enzimatic activity in embryos.

According to these aims the following results and conclusions were drawn:

The embryonic development according to morophological characters seen through the
corion transparence were characterized. The morphological characters were: appendages and
oculars spots. The combinations of different development stages of these characters allowed
to determinate three periods of time in the embryogenesis: early period, middle period and
late period.

Optimal environmental conditions were determined (T°C and HR %) in the laboratory
for P. humanus capitis: 27-31°C temperature and 45-75 relative humidity.

It was observed that in populations with resistance to pyrethroids and DDT expressed
in postembryonic stages, the embryos also express resistance to the same insecticides.

In postembryonic stages, carbaryl and spinosad resistance was not observed.
Resistance to spinosad was not observed in embyos but an incipient carabryl resistance was
determined.

Esterase activity embryos was measured by the three used methods (Gomori, Ellman
and fluorometric) on the contrary it was not possible to determinate P450 complex activity by
the used fluorometric method.

According to in vivo enzimatic inhibition results and the enzimatic activities
determination, an incresed in esterase activity is not involved in the resistance observed in
adults and embryos.

According to the global analysis of results, the resistance in P. humanus capitis
populations used in this research would be due to: 1) pyrethroids and DDT site of action
modification (kdr-like) (embryonic and postembryonic stages), 2) oxidative metabolism
increase (postembryonic stage).

Spinosad insecticide as a possible active in pediculicide formulations is questioned.
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INTRODUCCION

Las plagas sc definen como organismos que afectan directa o indirectamente al
hombre en aspectos tales como la cconomia, la salud o el biencstar. Sin cntrar en discusioncs
filoséfico-bioldgicas sobre el derecho del hombre a definir cuales organismos son plagas, y
por tal motivo combatirlos o controlarlos, lo cierto es que cuando un organismo comicnza a
competir con el Homo sapiens sapiens por alguno de sus intereses, éste no deja de defender
tal interés. En cl caso de que la salud humana csté compromctida, hasta ¢l mas radicalizado
defensor dc la naturaleza y del medio ambiente no deja de defenderse, es decir “combatir” o
controlar al “oponente”, la plaga.

Las herramientas, las estrategias y la filosofia de como actuar ante las plagas fue
cambiando a lo largo de la historia de la humanidad. En la actualidad el control de los
organismos plagas se basa en ¢l concepto de Manejo Integrado de Plagas (MIP). El MIP sc
refierc al uso interrelacionado y complementario dc todas las herramientas y cstrategias de
control eficientes que el hombre ha desarrollado y tiene a su alcance, pero a su vez
compatibles con cl ambicnte.

A pesar de las diversas estrategias de control que se han desarrollado en los ultimos
afios, el control quimico sigue desempefiando un rol central en el control de plagas y por lo
tanto es una de las herramicntas fundamentales dentro del MIP. Sin embargo, no esta exento
de debate y dicho debate se centra en el analisis de los riesgos y beneficios del control
quimico. Muchas veces cl analisis ha degenerado en posiciones radicalizadas, tanto cn
denunciar riesgos apocalipticos como en justificar el uso indiscriminado dc plaguicidas por
inmorales beneficios econémicos.

Mientras muchas de las criticas que recibe (y ha recibido) ¢l control quimico son
exageradas y carecen de verdaderos argumentos cientificos, otro grupo de criticas generadas
en el ambito académico-cientifico evidencian los verdaderos problemas quc se observarian
como consccuencia del inapropiado uso de plaguicidas. Tales criticas provienen de disciplinas
que cstudian los diversos ricsgos involucrados en irresponsables o desmcdidas cstratcgias de
control como ser la ecotoxicolgia, la toxicologia, la genética y la ecologia. Este tipo de
investigaciones tienen un rol fundamental cn el avance de la eficiencia y seguridad del control
quimico de plagas, gencrando un implicito marco regulatorio dentro del cual sc desarrollan

los avances cientificos-tecnologicos del control quimico.



Introduccion 2

Dec csta mancra, los problemas asociados al uso de plaguicidas sc pucden agrupar en
{forma resumida cn :
. Problemas ambientales: Riesgos para la salud del hombre, de organismos no blanco y
contaminacion abidtica (suelo, aire y agua)
Desarrollo de resistencia a los plaguicidas en las poblaciones de los organismos

plaga.

El desarrollo de resistencia a plaguicidas es el inico de estos problemas que esta
relacionado directamente a las fallas de control quimico. Esto es, una vez que la resistencia sc
ha desarrollado, una exitosa estrategia de control quimico deja de controlar a la plaga, dcja de
ser exitosa. Justamente este trabajo dc tcsis sc centra en el analisis de este problema: la
resistencia a insecticidas piretroides en una importante plaga sanitaria en nuestro pais y a
nivel mundial, el Pediculus humanus capitis De Geer 1778 (piojo dc la cabeza), insccto causal
de la pediculosis.

Para un correcto estudio del desarrollo de la resistencia a un insecticida cn una plaga
detcrminada es necesario conocer:

1. Qué cs la resistencia a insccticidas, cualcs son las causas dc su desarrollo y cuales son
las bases bioldgicas del fenotipo resistente.
2. Los dos principales “actores” que interactiian generando la resistencia son:
v'  El insecticida a la cual la plaga desarrolla resistencia. Identidad quimica,
metabolismo y modo de accion

v Elinsecto plaga. La especie, su biologia y su importancia sanitaria



RESISTENCIA A INSECTICIDAS

La resistencia a insecticidas es definida desde el punto de vista toxicologico como "“cl
desarrollo de una capacidad, en una poblacion de insectos, de tolerar dosis de un insecticida
letales para la mayoria de los individuos de una poblacién normal dec la misma especic”
(Brown, 1958). El desarrollo de tal capacidad es el resultado de la seleccion de individuos con
una heredable habilidad de resistir altas dosis del toxico (individuos resistentes) (Oppenoorth,
1985). Esta heredable habilidad individual no es causada por la accion directa del toxico sobre
el material genético de los insectos, sino que es parte dc la variabilidad genética que existe en

la poblacion antes de la interaccion del toxico con los individuos.

I-LA RESISTENCIA A INSECTICIDAS Y EL PROCESO EVOLUTIVO.

El analisis de los estudios biolégicos (y el pensamicnto de la humanidad en general)
cambid radicalmente a partir que Charles Darwin publica El Origen de las Especies en 1859.
Alli Darwin presenta su teoria dc como opera la evolucion bioldgica y dispara un proceso
intelectual que llega hasta nuestros dias en forma de modemna teoria evolutiva. A partir del
nuevo contexto tedrico, las investigaciones cn biologia evolutiva toman una importancia sin
precedentes y se encuadran en dos grandes grupos de estudios: aquellos en los cuales se
intenta dilucidar la historia evolutiva de los sistcmas bioldgicos, y aqucllos que intentan
continuar en la comprension del proceso evolutivo. Estos ultimos permitieron ir
perfeccionando la teoria Darwiniana a la luz de los nuevos conocimicntos adquiridos a lo
largo del siglo XX. A pesar de ciertos aspectos en discusion (siempre en contexto evolutivo),
la moderna concepcion evolucionista sento las caracteristicas basicas del proceso evolutivo:

En una poblacion existe variabilidad genética (varios alelos, distintos

genotipos). Esta variabilidad ocurrc en forma azarosa y puede gencrarsc por

mutacion, cambios en la estructura y numero de cromosomas, recombinacion
genética y/o flujo génico. Estos procesos con la influencia del ambiente
generan variabilidad fenotipica. Sobre la variacion fenotipica actua la seleccion
natural, flujo génico y deriva génica, resultando, a través de las gencraciones,

en cambios en la estructura genética de la poblacion (variacion en las

frecuencias alélicas y genotipicas). Este proceso se conoce como

microevolucion.  Suficiente  diferenciacion  genética  generada  por
microevoluciéon entre dos poblaciones provenientes de una misma poblacion

ancestral, resulta en aislamiento reproductivo y formacion de dos especies. Este



proceso, junto con otros no nombrados, se conoce como macroevolucion

(McKenzie, 1996).

En este contexto ecoldgico-genético-evolutivo, el desarrollo de resistencia es un
proceso microcvolutivo dondc cl principal factor de cambio cn la estructura génica
poblacional es la scleccion (Roush & McKenzie, 1987; Roush & Tabashnik, 1990; McKenzie,
1996). De esta mancra, cn una poblacion de insectos partc dc la variabilidad genética
existente (y azarosa) genera individuos fenotipicamente resistentes a un insecticida. Estos
individuos son scleccionados por cste insecticida resultando, a través de las generacioncs, cn
un aumento del nimero de los individuos resistentes en relacion a los individuos susceptibles
a1al insecticida (aumento de la frecuencia del alclo resistente).

De acuerdo a lo expuesto, la magnitud de un problema de resistencia poblacional es
una funcién de dos factores: la frecuencia de los genotipos resistentes (proporcion de
individuos resistentes en la poblacién) y la intensidad de la resistencia (fenotipo) asociada a
tales genotipos resistentes (“fuerza™ de la resistencia individual) (ffrench-Constant & Roush,
1990). Es interesante notar que si bien el fenotipo resistente tiene ventaja selectiva respecto al
susceptible bajo presion con un insecticida (genotipo resistente ticnc mayor fitness), cn
general se asume que en ausencia de un insecticida, los fenotipos resistentes tienen desventaja
sclectiva en relacion a los fenotipos susceptibles (genotipo resistente tiecnec menor fitness)
mantcniéndose los alclos resistentes en baja frecuencia (Roush & Daly, 1990; Roush &
McKenzie, 1986; McKcenzie, 1996).

Debido a que la aparicion de individuos resistentes no es predecible (dado al caracter
azaroso de la generacidon de variabilidad genética), el desarrollo de la resistencia a plaguicidas
es un problema en el que su solucidon comienza una vez que la resistencia individual ya se ha
generado en la poblacion natural. Asi la aparicion de la resistencia no se impide sino que
generalmente sc implementa una estrategia de manejo de la resistencia ya existente, donde lo
idcal es detectarla en cl nivel mas bajo como sca posible (bajas frecuencias de genotipos
resistentes). En este contexto podemos imaginar que la resistencia cs un problema que tarde o
temprano se va hacer presente. Los datos de nimeros especies de artropodos resistentes a casi
todas las clases de insecticidas utilizados confirma nuestra imaginacion (Forgash, 1984).
Dentro de esta dinamica de manejo de la resistencia, la gran cantidad de datos genéticos,
toxicologicos, bioquimicos y de fitness relativo de las variantes génicas maximizan la
posibilidad dec gencrar estrategias que minimicen la evolucion de resistencia (McKenzic,
1996). Una cstratcgia alternativa, y poco cxplotada, al mancjo dc la resistencia ya presente, ¢s

la prediccion de la resistencia antes de que un nuevo insecticida sea introducido en ¢l campo.
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En esta estrategia, estudios de mutagénesis y seleccion para respuestas monogénicas en
laboratorio tienen como objctivo simular y predecir la ecvolucion de resistencia que succderia
en campo (McKenzie, 1996; McKenzie & Batterham, 1998).

Como sc desprende de lo cxpuesto en los parrafos antcriores cl fenémeno
toxicologico-evolutivo conocido como resistencia a insecticidas es un potencial problema en
todo plan de control quimico y como tal una de las principales causas cn la falla de exitosos

planes de control dec plagas.

11-BASES BIOQUIMICAS Y MOLECULARES DE RESISTENCIA.

El primer paso cn ¢l proceso de intoxicacion de un insecto con una molécula cs la
exposicion, en este sentido el tipo y tiempo de exposicion a la molécula por parte del insecto
va a ser determinante cn la toxicidad del insecticida. Una vez dada la exposicion, la
interaccion del insecto con la molécula insecticida involucra tres niveles de interacciones
farmacocinéticas (Soderlund & Bloomquist, 1990):

e Penetracion del insecticida;

e distribucion, almacenamicnto, metabolismo (dctoxificacion, activaciéon) y posible
excrecion del insecticida;

e interaccion molecular del insecticida con cl 1ltimo sitio de accion desencadenando la
respucsta toxica.

Las modificacioncs genéticas que afecten cuantitativa o cualitativamente a algunos de
estos procesos podrian reducir la toxicidad de la molécula insecticida confiriendo al insecto
resistencia a tal compuesto.

Dc esta manera las bases bioquimicas (fenotipo) de la resistencia incluirian
(Oppenoorth, 1985; Soderlund & Bloomquist, 1990; Mc Kenzic, 1996):

e Cambios en el comportamiento que disminuyan el tiempo de exposicion.

e Penetracion epitelial reducida.

e Aumento de la tasa de dectoxificacion del insecticida.

e Madificaciones del sitio de accion que reducen su interaccion con el insecticida.
e Aumento en la tasa de excrecién o de almacenamiento del toxico.

Los mecanismos bioquimicos que desarrollan los mas altos niveles de resistencia y los
mas estudiados son el aumento de la detoxificacion y la modificacion en el sitio de accién
(Oppenoorth, 1985; Roush & Tabashnik, 1990; Mc Kenzic, 1996). Penctracion epitelial

reducida, aumento de la excrecion o almacenamiento y cambios comportamentales producen



bajos niveles de resistencia y son poco comunes (Cochran, 1995) o poco estudiados

(Oppenoorth, 1985; Sparks ef al, 1989).

Los eventos a nivel genético que subyacen a estos mecanismos bioquimicos de
resistencia (genotipo) involucran (Oppenoorth, 1985; Roush and Tabashnik, 1990; Mc
Kenzic, 1996):

e Modificaciones cn genes estructurales: Los productos de cxpresion serian cnzimas
detoxificantcs con mayor afinidad por el toxico o sitios de accion con menor afinidad por
¢l toxico.

e Amplificacion génica. En genes que codifican enzimas detoxificantes habria una
sobreexpresion del gen y un aumento cn la cantidad de estas enzimas.

e Cambios en patrones de expresion (regulacion transcripcional): Modificaciones en
regiones promotoras o genes rcguladores resultando en mayor cantidad de cnzimas
detoxificantes o cambios en la cantidad de sitios de accion.

e Procesos regulatorios post-transcripcionales, como cstabilizacion de ARN mensajero,

resultando en una mayor sintcsis de proteinas dctoxificantes

a) Aumento de la tasa de detoxificacién.

Tasas de detoxificacion supcriores a las ocurridas cn las poblacioncs susceptibles
pueden deberse a cambios cualitativos o cuantitativos en el conjunto de enzimas que
detoxifican insecticidas. Esto es, modificaciones que aumenten la afinidad de las cnzimas por
el (oxico (cambio cualitativo) y modificaciones que aumenten ¢l niamero dc las enzimas
involucradas cn ¢l proceso de dctoxificacion (cambio cuantitativo). En ¢l primer caso cstarian
involucradas mutaciones en los genes cstructurales dec las enzimas y en ¢l segundo caso
estarian involucradas mutacioncs que afectan los patrones de expresion génica de las enzimas
detoxificantes o eventos de amplificacion génica (Oppenoorth, 1985; Soderlund &
Bloomquist, 1990; Mc Kenzie, 1996).

1) Oxidasas.

El metabolismo oxidativo de xenobidticos cs lievado a cabo mayormentc por las
enzimas P450, también conocidas en la literatura como oxidasas de funcion mixta (OFM),
citocromo P450 monooxygenasas, oxidasas microsomales, ctc. El complejo enzimatico P450
metaboliza preferencialmente sustratos lipofilicos transformandolos en productos con mayor
solubilidad en agua o agregandoles grupos funcionales que permitan las reacciones dc

conjugacion, facilitando su posible excrecion. Ademas del metabolismo de compuestos



foraneos estas enzimas también estan involucradas en el metabolismo de ecdisteroides,
hormonas juveniles y otros compucstos endoégenos. Lil complcjo 450 esta compucsto por una
hemo proteina, el citocromo P450, la enzima NADPH-citocromo P450 reductasa y
ocasionalmente cl citocromo bs (Agosin, 1985; Hodgson, 1985; I'cycreisen, 1999).

El ciclo catalitico que lleva a la oxidacion de un xenobidtico comienza cuando la
forma oxidada del citocromo P450 sc une al sustrato. Estc complcjo, citocromo P450-sustrato,
recibe un primer electron y se une a una molécula de oxigeno. Luego de recibir un segundo
electron uno de los atomos de la molécula de oxigeno se inserta cn cl sustrato, oxidandolo, y
el otro atomo de oxigeno se reduce a una molécula de agua. En este ciclo de 6xido-reduccion
la molécula dadora de electrones es ¢l NADPH y la enzima que cataliza la transferencia de
electrones desde el NADPH al complejo citocromo P450-sustrato es la NADPH-citocromo
P450 reductasa. Ademas del NADPH, un ocasional dador de electrones en la reduccion del
citocromo P450 es el citocromo bs (Agosin, 1985; Hodgson, 1985; Soderlund & Bloomquist,
1990, Feyercisen, 1999) (Fig. 1).
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Figura 1. Ciclo catalitico del complejo citocromo P450

Las enzimas P450 tienen un amplio rango de especificidad de sustrato catalizando,
cntre otras reaccioncs, hidroxilacion de carbonos alifaticos y aromaticos, cpoxidacion
aromatica y alifatica, O-, N-, y S- dealquilacion, S-, P-, y N-oxidacion, desulfuracion,
dchidriclorinacion oxidativa, ctc. (Agosin, 1985; Hodgson, 1985; Miliburn, 1995, Chambers

et al, 1995; Feyereisen, 1999). lista amplitud en el reconocimicnto de sustratos sc debe
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principalmente a la coexistencia de multiples formas de citocromo P450, donde ademas cada
uno cataliza difcrentes reacciones pero con un unico patron dec cspecificidad de sustrato
(Agosin, 1985; Soderland & Bloomquist, 1990; Feyereisen, 1999). Teniendo en cuenta esto
no sorprende quc las enzimas P450 cstén involucradas en cl metabolismo oxidativo de la
mayoria de los insecticidas conocidos (Agosin, 1985; Hogdson, 1985). De esta manera el
aumento cn la tasa de detoxificacion por metabolismo oxidativo dependiente del complcjo
P450 es uno de los mas importantes mecanismos de resistencia a todas las clases de
insecticidas (exceptuando, scgin algunos autores, a los insecticidas clorados ciclodicnos
(Soderland & Bloomquist, 1990)) cn una gran variedad de especies de insectos principalmente
diptcros, lepiddpteros, ortdpteros, coleopteros y hemipteros (Oppenoorth, 1985; Soderland &
Bloomquist 1990; McKenzie, 1996; Feyereisen, 1999). A pesar de la importancia destacada
en cstos parrafos a la capacidad de dctoxificacion del complcjo P450 (y como tal su
importancia en la resistencia insecticidas), es importante notar que éstas enzimas
mctabolizaran un xenobiético independicntemente del destino final del metabolito producido.
Esto es, segun el xenobidtico, el metabolismo oxidativo puede producir metabolitos menos
toxicos (detoxificacion) como asi también mectabolitos mas téxicos (bioactivacion) que cl
compuesto original. Esto ultimo es la base de la eficiencia de los insecticidas fosforotioatos
(activacion P=S a P=0) y ciclodienos (activacion a epoxidos) (Feyercisen, 1999).

El evento molccular para la resistencia basada en OFM en Musca doméstica es una
sobre-expresion constitutiva del gen CYP6A41 (gen del citocromo P450) (Cariiio et al, 1994;
Feyereiscn, 1999). Esta sobre-cxpresion no es causada por cventos de amplificacion génica
(posiblemente regulacion transcripcional o post-transcripcional), y csta ligada al cromosoma 2
(Plapp & Wang, 1980; Cariiio et al, 1994; Feyereisen, 1999). Dado que el gen CYP6A1 esta
ubicado cn ¢l cromosoma 5 se evidencia la presencia de un factor actuando en frans ubicado
en el cromosoma 2 que regula la expresion de CYP6A1 (Feyercisen, 1999). Mutacioncs
afectando la estructura o expresion de este factor actuando en frans modificaran la expresion
dcl gen P450 y en consecuencia la cantidad de citocromo P450 (Caniio er al, 1994;

Hemingway ef al, 1998; Feyereisen, 1999).

2) Hidrolasas - Esterasas.

Las esterasas o hidrolasas son un grupo heterogéneo dc enzimas para las cuales es
dificil tener una clasificacion tnica. Principalmente catalizan la hidrolisis de grupos
carboxilesteres, fosfoésteres y otros ésteres por lo que estan directamente involucradas cn la

detoxificacion de moléculas que presentan tales grupos como los insecticidas
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organofosforados, carbamatos y piretroides (Fig. 2) (Deuterman, 1976 y 1985; Oppenoorth,
1985; Soderland & Bloomquist, 1990). [l aumento en la tasa dc hidrolisis catalizada por cstas
enzimas es una de las principales bases bioquimicas que subyace al desarrollo de poblaciones
de inscctos resistentes a insecticidas organofosforados, carbamatos y pirctroides (Oppenoorth,
1985; Soderlund & Bloomquist, 1990). Las hidrolasas en insectos existen en multiples formas
y cs probable que unas pocas de cstas enzimas participen en la degradacion de insecticidas
(Soderlund y Bloomquist, 1990).
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Figura 2. Hidré6lisis del grupo éster del piretroide frans-permetrina.

Modificaciones estructurales de las esterasas han sido propuestas como mecanismo
molecular para cste tipo de resistencia. Tal es el caso de la enzima malation carboxilesterasa
en cl contexto de la hipotesis "aliesterasa mutante”. Segun esta hipdtesis, mutaciones en cl
gen cstructural de una esterasa no especifica produce una enzima alterada con alta actividad
malation-carboxilcsterasa y una concomitante pérdida dc actividad hacia a-naftol (actividad
no cspecifica), resultando en un incremento en la hidrélisis del insecticida (Oppenoorth, 1985;
Roush & Tabashnik, 1990; McKenzie, 1996). Como evidencia a favor de la teoria “aliesterasa
mutantc”, sc¢ ha reportado la existencia de una sustitucion aminoacidica (Gli-137-Asp) cn cl
producto dcl gen de esterasa a-E7. Esta sustitucion esta asociada a una pérdida de actividad
aliesterasa y cs responsable de una ganancia de funcion (organofosforo-hidrolasa) de la

enzima mutante (Feyereisen, 1999).
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Se ha demostrado también la existencia de sobreexpresion de esterasas en varias
especies de insectos. Dos mccanismos no exclusivos explican tal sobreexpresion. El primer
mecanismo involucra eventos de amplificacion en Myzus persicae, Culex pipiens, Culex
quinquefasciatus, ctc (Devonshire, 1991; Dcvonshire ef al., 1998; Raymond & Pasteur, 1996;
Raymond ef al, 1998; Hemingway ef al., 1998). El segundo mecanismo involucra
modificaciones cn los patrones de expresion génica de cstas enzimas (Hemingway et al.,
1998; Raymond et al., 1998).

3) Glutatién-S-Transferasas.

Glutation-S-transferasa cataliza el ataquc nucleofilico del tripéptido glutation sobre
una variedad de sustratos reactivos. Estas enzimas son de particular importancia en el
metabolismo dc insccticidas organofosforados en los cuales el grupo alkil o anl de la
molécula insecticida puede ser separado. En el caso de este grupo de insecticidas los datos
sugieren que cxisten varios tipos de glutation-S-transferasa y que los altos niveles de actividad
enzimatica en insectos resistentes resulta de una sobre-expresion de una o mas formas de estas
enzimas (Oppcnoorth, 1985; Soderlund & Bloomquist, 1990). En estc contexto sc ha
encontrado en Musca domestica secuencias de ADN amplificadas no encontradas en las cepas
susceptibles (Mouches, 1985; Roush y Tabashnik, 1990). Por otro lado, y no excluyente, se
documentd la presencia de un factor en ¢l cromosoma 2 de M. domestica actuando cn frans
que regula la expresion de genes de csta familia de enzimas glutation-S-transfcrasas (genes
Md-GST-1 y Md-GST-3). Inclusive se especula que sea el mismo factor regulador de las OFM
(ver mas arriba cn esta introduccién) que tendria un efecto pleiotrépico involucrando la sobre-
expresion de OFM y GSTs (Plapp & Wang, 1980; Hemingway et al., 1998; Feyereisen,
1999).

Datos dc actividad DDT-dehidroclorinasa asociada picos de¢ actividad GSTs
parcialmente purificadas en M. domestica y Anopheles gambiae sugieren que la DDT-asa
(DDT-dehidroclorinasa) es una de varias GSH-transferasas (Roush & Tabashnik, 1990;
McKenzic, 1996; Hemingway et al., 1998).

b) Modificacion en el sitio de accién

1) Acctilcolinesterasa

Los insecticidas organofosforados y carbamatos ejercen su accion neurotoxica
inhibiecndo a la enzima acetilcolincsterasa. La funcion de esta enzima es la rapida hidrolisis

del neurotransmisor acetilcolina luego de la transmision del impulso nervioso en la sinapsis
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colinérgica. De esta forma estos insecticidas prolongan cl tiempo de accién de la acetilcolina
sobre sus receptores en la membrana post-sinaptica produciendo una hiperexcitacion seguida
de un bloqueo de la transmision del impulso nervioso. En los insectos, el sistema colinérgico
se encuentra presente solo en ¢l sistema nervioso central (Eldefrawi, 1985).

La presencia de acetilcolinesterasa menos sensible a la inhibiciéon por
organofosforados y carbamatos ha sido descripta cn varias cepas resistentes de insectos y
acaros (Oppenoorth, 1985; Roush & Tabashnik, 1990; McKenzic, 1996; Devonshire et al.,
1998; Nomura ef al., 2000).

2) Canal de Sodio dependiente de Voltaje

Insecticidas como el DDT y sus analogos, pirctrinas naturales y piretroides, ejercen su
modo de accion toxica sobre el canal de sodio dependiente de voltaje responsable de generar
el impulso nervioso a través del potencial de accidn (otros sitios pucden ser afectados pero su
relacion con el efecto letal permanece oscura) (Osbome & Pepper, 1992; Soderlund, 1995).

El canal de sodio dependiente de voltaje es una proteina de membrana de las neuronas.
Todos los canales de sodio estudiados presentan una subunidad glicopreteica a. (240 - 280
KDa) (puedc haber en algunos casos dos subunidades mas f1 y 2). Esta subunidad a ticne
cuatro dominios homdlogos repetidos con un arreglo radial formando el poro para el ion.
Cada dominio consistc cn 6 scgmentos transmembranas (Zlotkin, 1999; Bloomquist, 1996)
(Figura 3)
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Figura 3. Representacion esquemdtica del arreglo transmembrana de la subunidad a del para canal de sodio

dependicnte de voltaje de Drosophila melanogaster.



Los cambios en la permeabilidad del i6n sodio durante la generacion de un potencial
de accion implican dos procesos dependiente de voltaje: Activacidn (incremento inicial cn la
permeabilidad del sodio) e inactivacion (regreso de la permeabilidad del sodio a su nivel
inicial). Durante estos procesos ¢l canal de sodio se encuentra cn una de tres formas: cerrado
(susceptible de ser activado por el voltaje), abierto o inactivado (cerrado y resistente a ser
activado por cl voltaje) (Bloomquist, 1996; Zlotkin, 1999). Modificacioncs en algunos de
estos tres estados harian perder la funcionalidad al canal de sodio voltaje dependiente y por
consiguiente alterarian la propagacion del impulso nervioso en el organismo. Ll insccticida
DDT y sus andlogos y todos los piretroides actian afectando la cinética de inactivacion del
canal de sodio dependicnte de voltaje (Soderlund, 1995; Bloomquist, 1996: Zlotkin, 1999).

En 1951, sc observo resistencia a la rapida accion de volteo y al efecto letal de DDT y
piretroides en M. doméstica y ¢l fendmeno fue denominado en inglés como knockdown
resistance (resistencia al efecto de volteo). El gen asociado a este tipo de resistencia en M.
domestica es un alelo recesivo denominado kdr (knockdown resistance) localizado cn cl
cromosoma 3. En 1978 en otra cepa de M. doméstica fue identificado un factor con las
mismas caracteristicas que cl kdr (resistencia al volteo, recesivo, en ¢l cromosoma 3 y
resistencia cruzada entre DDT y piretroides) pero que confiere un mayor nivel dc resistencia
que el kdr, y fuc denominado super-kdr. Resistencia similar al kdr (kdr-like) fue encontrada
dipteros, lepidopteros y dictiépteros (Oppenoorth, 1985; Soderlund & Bloomquist, 1990;
Osborne & Pepper, 1992).

Segin los estudios de caracterizacion fisiologica utilizando preparacioncs de
diferentes estructuras del sitema nervioso de adultos y larvas de cepas kdr y super kdr, estos
tipos de resistencia se encuentran asociados a una reducida sensibilidad del sistema nervioso
de los inscctos a los cfectos neuroexcitatorios del DDT y de los pirctroides (Oppcnoorth,
1985; Soderlund & Bloomquist, 1990; Bloomquist, 1996).

Existen tres hipdtesis que explican la reduccion en la sensibilidad del sistcma nervioso
a estos insecticidas: Menor densidad de canales de sodio dependiente de voltaje en las
membranas de las células nerviosas, alteraciones en la fluidez dc las membranas plasmaticas
de las neuronas, y mutaciones que ocasionan cambios cstructurales cn los canales de sodio
dependiente de voltaje. Se han encontrado fuertes evidencias a favor de la tercera hipotesis
(Soderlund & Bloomquist, 1990; Bloomquist, 1996; Zlotkin, 1999).

Los analisis genéticos demostraron que cste tipo de resistencia csta ligada al gen para-
tipo canal de sodio dependiente de voltaje, subunidad a. Los cstudios comparativos dc

secuencias de este gen en M. doméstica y genes homoélogos en otros inscctos entre cepas
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susceptibles y cepas tipo-kdr han descripto mutaciones puntuales y una serie de sustituciones
de aminoacidos asociadas los fenotipos kdr (lipo kdr) y super kdr (tipo super-kdr). (Zlotkin,
1999; Lce et al., 2000; Valles et al., 2003; ‘Tomita, 2003).

3) Receptores GABA

El acido y-aminobutirico (GABA) es el mayor neurotransmisor inhibidor tanto cn
insectos como en mamiferos. Existe amplia evidencia bioquimica y fisioldgica que sugiere
que los insccticidas organoclorados ciclodicnos y lindano ejercen su efecto neurotdxico
interactuando con el componente canal de cloro del receptor GABA. De esta manera bloquean
cl flujo de iones cloruro dependicnte de GABA y la consiguicnte funcidn inhibidora del
neurotransmisor (Soderland & Bloomquist, 1990; Bloomquist, 1999; ffrench-Constant et al.,
2000).

La resistencia a insecticidas ciclodienos y lindano asociada a reducida sensibilidad
ncuronal ha sido descripta en varios insectos (Soderlund & Bloomquist, 1990; McKenzic et
al., 1998, Bloomquist, 1999; ffrench-Constant ef al., 1996; ffrench-Constant et al., 2000).
Estudios bioquimicos, fisiologicos y moleculares relacionan la reducida scnsibilidad ncuronal
a alteraciones estructurales en el sitio de reconocimiento a insecticidas ciclodienos en el canal
de cloruro del receptor GABA (Bloomquist, 1999; ffrench-Constant et al, 1998; ffrench-
Constant et al., 2000). En Drosophila melanogaster la resistencia a dieldrin ha sido asociada
al locus rdl (resistance to dieldrin) mapcado en cromosoma 3. Estc gen codifica una
subunidad del receptor GABA de insectos. Estudios de secuenciacion sobre el gen rdl en D.
melanogaster y regiones homologas cn varias cspecics de inscctos han descripto cl reemplazo
de alanina 302 (posicién cn D. melanogster) por serina o glicina (ffrench-Constant et al.,
1996; ffrench-Constant, 1998; ffrench-Constant ef al., 2000).
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INSECTICIDAS PIRETROIDES

I-DESCRIPCION

Los insccticidas piretroides son variantes sintéticas y mas establcs de las piretrinas
naturales. Las pirctrinas son los constituyentes tOxicos que se encuentran en el extracto de
Piretro, el cual sc obticnc dc las flores de Chrysanthemum spp. Las pirctrinas son scis ésteres
formados por la combinacion de dos acidos, el acido crisantémico y el acido pirétrico, con tres
alcoholes (rotrclonas): piretrolona, cincrolona y jasmolona (Fig. 3). Los ésteres del acido
crisantémico (piretrinas I) son piretrina I, cinerina I y jasmolina 1, y los ésteres del acido
pirétrico (piretrinas 1I) son piretrina 11, cincrina Il y jasmolina It (Elliot, 1995; Casida &
Quistad, 1995; Perry et al., 1998) (Fig. 4).
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(10) Pyrethrolonc (11) Cinerolone (12) Jasmolone

Figura 3. Acidos y alcoholes componentes de las piretrinas naturales

Modificaciones en los componentes alcohol y acido de las piretrinas lievo al desarrollo
de pirctroides sintéticos con mayor fotoestabilidad, mas activos contra inscctos y menos
toxicos para mamiferos (Elliot, 1995; Perry ef al.,, 1998). Halogenaciones en el grupo
isobutenil y el desarrollo de a-isopropilfenilacctatos en el componente icido; y ¢l desarrolio
dec 3-fenoxibencil alcohol y el agregado de un sustituyente a-ciano en ¢l componente alcohol
pcrmiticron el desarrollo de cfectivos pirctroides como permetrina, cipermetrina, deltametrina

y fenvalerato (Elliot, 1995). Generalizando, los pirctroides son ¢steres de acidos 3-sustituidos-
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2,2-dimetilciclopropanocarboxilico (o acidos isoestéricos careciendo del ciclopropano) y un
alcohol apropiado contecnicndo una o mas insaturacioncs (Fig. 5) (Sodcrlund et al., 1983,
Elliot, 1995).

Mas tarde, la combinacion de estructuras activas comuncs dc algunos piretroides
ésteres llevo al desarrollo dc los pirctroides no ésteres (Elliot, 1995).

“pyrethrins I — esters of chrysanthemic acid (chrysanthematces)

pyrethrin | CH, CH=CH,

. . L
cinerin | CH, CH, N o A _
jasmolin 1 CH, CH,CH, " )_< "

“pyrcthrins " — esters of pyrethric acid (pyrethrates)

pyrethrin 11 CH,0C(0) CH=CH,
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jasmolin 11 CH,0C(O) CH,CH,

Figura 4. Piretrinas [ y [I
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Figura 5. Piretroide estable cipermetrina

11-MODO DE ACCION

La caracterizacion quimica, farmacologica y toxicologica de las piretrinas y pirctroides
ha permitido clasificarlos en piretroides tipo I y tipo II. Esta distincion fue originalmente
basada cn los diferentes sintomas cn intoxicacion aguda en mamiferos (Soderlund, 1995). Los
compuestos tipo I incluyen piretrinas naturales y piretroides que contienen desciano-3-
fenoxibencil alcohol u otro alcohol y causan temblor o sindrome T. Los piretroides tipo Il son
compuestos que son ésteres del a-ciano-3-fenoxibencil alcohol y producen corcoatetosis con
intensa salivacion o sindrome CS (fig. 6) (Soderlund, 1995; Bloomquist, 1996; Zlotkin,
1999). Compucstos tipo I y tipo 1l también producen diferentes signos de intoxicacién cn

insectos, pero menos distinguibles que aquellos observados en mamiferos. Lsta clasificacion
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de los piretroides no es absoluta y existen compuestos que muestran efectos intermedios entre

las dos clascs (Soderlund, 1995; Bloomquist, 1996; Zlotkin, 1999).
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Figura 6. Piretroides tipo 1 y tipo II

Los estudios neurofisioldgicos evidencian que la intoxicacion por los piretroides se
dcbe a potentes efectos sobre ¢l sistema nervioso central y periférico (Soderlund, 1995;
Bloomquist, 1996; Perry et al., 1998; Zlotkin, 1999). Registros intracelulares en axones de
invertebrados y vcrtcbrados mostraron distintos cfectos de los pirctroides sobre la
propagacion de potenciales de accion. Los piretroides tipo 1 producen un negativo “after-
potencial” (un periodo de depolarizacion al final del potencial de accion) causando descargas
rcpetitivas de potenciales de accion con un solo estimulo. Los piretroides tipo 11 causan una
depolarizacién del potencial de membrana de reposo (dependiente del estimulo), reduccion de
la amplitud del potencial de accion y pérdida de la excitabilidad eléctrica. Los efectos de los
piretroides tipo 1 a altas concentracioncs son similares a los tipo II. (Soderlund, 1995;
Bloomquist, 1996). Algunos pocos compuestos mostraron acciones intermedias o combinadas
cntre estos dos tipos. Estos cfcctos también sc cvidencian en los terminales motores donde los

piretroides tipo I causan descargas repetitivas presinapticas y los pirctroides tipo I causan una
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liberacion tonica de neurotransmisores indicativo de la depolarizacion estimulo dependiente
(Bloomquist, 1996). La accion directa sobre las células musculares esqueléticas y cardiacas dc
mamiferos e incremento en la actividad eléctrica en algunas estructuras sensoriales estaria
inducida por ambos tipos de piretroides, siendo los mas potentcs los pirctroides tipo 11
(Bloomquist, 1996).

Los estudios de ‘“voltage clamp” y “patch clamp” demostraron los mecanismos
subyacentes a los efectos de los piretroides sobre la excitabilidad de las membranas y sugieren
que estos cfectos resultan de la accion de los piretroides sobre al canal de sodio voltaje
dependiente (Soderlund, 1995; Bloomquist, 1996; Zlotkin, 1999). La corriente de sodio es el
componente del potencial de accion que es afectado por piretroides. Estos compuestos
prolongan en el tiempo la corriente de entrada de iones sodio como consecuencia de que
alteran la cinética de inactivacion del canal de sodio. Los canales afectados por piretroides no
muestran alteraciones en la conductancia ni en la activacion dependiente de voltaje. El
prolongado estado abierto del canal de sodio genera una persistente corriente de entrada de
iones sodio (tail current), aiin cuando la membrana se haya repolarizado, afectando el normal
comportamiento de la membrana nerviosa (fig. 7) (Soderlund, 1995; Bloomquist, 1996, Perry
et al., 1998).

Membrane potential
Sodium current

{

+pyrethrold current

Figura 7. Efecto de los piretroides sobre la corriente de sodio. El insecticida genera una persistente corriente de
entrada de sodio.

La tasa de inactivacion del canal de sodio y la duracion de la corriente de sodio
asociada es menor cn los piretroides tipo I que en los tipo II, esto explicaria las diferencias
electrofisioldgicas y de sintomas de intoxicacion entre estos piretroides (Soderlund, 1995). El
tiempo que permanece abicrto ¢l canal de sodio en los piretroides tipo I produce el negativo
“after potential” y las consecuentes descargas repetitivas pero no compromete el potencial de
reposo de la membrana. La mayor duracion del canal en estado abierto en los piretroides tipo

Il compromete el potencial de reposo de la membrana axonal: la estimulacion repetitiva
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incrementa el numero de canales en alterado estado abierto que resulta en una depolarizacion
dependiente del estimulo y ¢l bloquco de la conduccion (Soderlund, 1995; Bloomquist, 1996).

Estudios sobre la bioquimica y farmacologia del canal de sodio dependiente de voltaje
mostraron fuertes cvidencias a favor dc este canal como el sitio de accion de los piretroides y
sugieren la existencia de un sitio de uni6n a la proteina canal unico para pirterinas, piretroides
y DDT (punto 1 b) 2) en esta introduccién; Soderlund, 1994; Bloomquist, 1996; Zlotkin,
1999).

Figura 8. Esquema del canal de sodio dependiente de voltaje mostrando los sitios de union para distintos téxicos.

Se muestra la existencia de un sitio de uni6n tunico para piretroides y DDT.

Finalmente se debe destacar que varias investigaciones han sugerido adicionales sitios
de accion de piretroides tales como canales de calcio dependiente de voltaje, receptores
GABA, receptores de acetilcolina, ATP-asas dependientes de sodio y calcio y reacciones

presinapticas de fosforilacion dependientes de calcio (Osborne & Pepper, 1992; Osborne et
al., 1995).

III-METABOLISMO

Numerosos estudios de metabolismo in vivo (utilizando piretroides marcados
radioactivamente) e in vitro (utilizando homogenatos o subfracciones de homogenatos) han
permitido conocer las vias metabélicas y los sistemas enzimaticos degradativos para varios

insecticidas piretroides en insectos. En general, el patron metabdlico de piretroides en insectos
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es similar al estudiado en mamiferos pero con tasas metabodlicas mas bajas, lo cual explica en
parte la mayor toxicidad dc los piretroides cn inscctos comparado con mamiferos (Figs. 8 y 9)
(Soderlund er al., 1983; Chambers er al., 1995; Millburn, 1995; Casida & Quistad, 1995;
Perry et al., 1998).

Las reacciones de Fase I y Fase II encontradas en diferentes especies de insectos y

para diferentes pirctroides serian:

a) Piretrinas I y II, y Alletrina:

Hidroxilaciones alifaticas: hidroxilaciones en los grupos metilos del sustitutyente
isobutenilo del ester intacto. No hay hidrélisis del éster (Soderlund er al,, 1983; Chambers et
al, 1995; Perry et al., 1998)

b) Piretroides (Soderlund ef al., 1983 ; Chambers et al., 1995; Millburn, 1995; Perry et al.,
1998):

Hidrolisis: Hidr6lisis del ester dando el acido y el alcohol correspondiente

Hidroxilaciones alifaticas: hidroxilacion de los grupos metilos del sustituyente
isobutenilo y/o hidroxilacion de los grupos metilos del anillo ciclopropano. Ocurren tanto en
el ester intacto como en cl acido derivado dc la hidrolisis del éster.

Hidroxilaciones aromaticas: hidroxilacion de los anillos arométicos, ocurren tanto en
cl éster intacto como en el alcohol liberado de la hidrolisis del éster.

Conjugacion: Conjugacion del éster intacto (luego de hidroxilacion) o del alcohol y el
acido provenientes de la hidrdlisis del éster (luego de hidroxilaciéon) con amioacidos o
glucosa.

En general los isdbmeros trans son metabolizados mas rapidamente que los isomeros
cis. Relacionado a esto ultimo la hidrdlisis del éster ocurre, en general, a una tasa mayor en
los isémeros frans que en los isomeros cis (Soderlund et al., 1983; Perry et al., 1998).

Los principales sistemas enzimaticos que metabolizan piretroides en insectos son
hidrolasas (también llamadas piretroides esterasas) involucradas en la hidrélisis del éster, y
oxidasas (referidas como complejo P450, monooxigenasas, oxidasas de funcion mixta)
involucradas en las distintas hidroxilaciones y también en la hidrélisis del éster (Dauterman,

1976; Soderland et al., 1983; Chambers ef al., 1995; Millbum, 1995; Perry et al., 1998).
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Figura 9. Metabolismo de trans-permetrina en mamiferos.

IV-RESISTENCIA A PIRETROIDES

De acuerdo a lo visto en la seccidon sobre resistencia, los mccanismos bioquimico-
(isiolégicos mas importantes en el desarrollo de resistencia a insecticidas son: aumento de la
tasa de detoxificacion (metabolismo) o modificacion en el sitio de accion. Teniendo en cuenta
estos mecanismos y teniendo en cuenta lo referido sobre el modo de accion y el metabolismo
de piretroides, sc podria esperar que la resistencia a insecticidas piretroides esté basada en cl
aumento de la actividad de enzimas P450, aumento de la actividad de hidrolasas o
modificaciones en cl canal de sodio dependiente de voltaje. Cada uno de estos mecanismos
por separado o la combinacion de mas de uno.

Efectivamentce, las bases bioquimicas esperadas se corresponden con las observadas en
la extensa bibliografia en resistencia a los diversos insecticidas piretroides en una gran
variedad de especies de artropodos (Dauterman, 1976; Oppenoorth, 1985; Roush &
Tabashnik, 1990; Soderlund & Bloomquist, 1990; Cochran, 1995; Soderlund, 1995;
Bloomquist, 1996; McKenzie, 1996; Feyersen, 1999; Lec et al., 2000).
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Figura 9. Metabolismo de permtrina en insectos.
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Pediculus humanus capitis Y LA PEDICULOSIS.

El Homo sapiens sapiens es parasitado por tres tipos de piojos: el piojo del cuerpo, el
piojo de la cabeza y el piojo del pubis. El ultimo es la especie Pthirus pubis (familia
Pthiridae) el cual no es considerado en este estudio. Los dos primeros pertenecen a la familia
Pediculidae, pero existe una historica controversia (Buxton, 1948; Kim & Ludwig, 1978;
Retana Salazar, 1994; Leo et al, 2002) en ser considerados subespecies hermanas o especies
distintas. Los tltimos estudios muestran evidencias fuertes para considerar al piojo del cuerpo
y al piojo de la cabeza como dos subespecies dentro de la misma especie Pediculus humanus,
considerandolos como Pediculus humanus capitis De Geer 1778 (piojo de la cabeza) (fig. 10)
y Pediculus humanus humanus Linneo 1758 (piojo del cuerpo) (fig. 11) (2" International
Congress on Phthiraptera, 2002, Leo et al, 2002; Salazar, 1994; Barker, 1994).

Figura 10. P. humanus capitis hembra

Figura 11. P. humanus humanus. hembra

I-UBICACION TAXONOMICA

P. humanus pertenece al Orden Phthiraptera, suborden Anoplura, familia Pediculidae
(Kim & Ludwin, 1978). Los Anoplura son ectoparasitos obligados exclusivos de mamiferos
euterios (excepto Cetacea, Quirdptera, Edentata, Pholidota y Proboscidea), hematéfagos,
pasando todos los estadios ontogenéticos sobre el hospedador (Buxton, 1948; Kim & Ludwin,

1978; Barker, 1994). La familia Pediculidae es exclusiva de Primates, y dentro del orden se
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encuentra solamente en cébidos, chimpancé y hombre. La familia contiene tres especies,

siendo la especie P. humanus exclusiva de H. sapiens sapiens (Salazar, 1994; Barker, 1994).

II- BREVE DESCRIPCION DE P. humanus capitis
a) Morfologia y biologia

Insectos apteros, deprimidos dorso-ventralmente con clara distincion de cabeza, torax
y abdomen. Cabeza: Antenas con 5 segmentos, 0jos compuestos reducidos, ocelos ausentes,
aparato bucal altamente adaptado al habito hematéfago y retraido dentro de la cabeza. Torax:
Pocos signos de segmentacion externa, sin rudimentos de alas, un espiraculo toracico. Los tres
pares de patas similares, tibia con un apéndice interno tipo “pulgar”, tarso con un solo
segmento que termina en una conspicua ufia. La morfologia y funcion combinadas de la tibia
y el tarso permite al insecto desplazarse por el pelo del hospedador. Abdomen: Nueve
segmentos visibles. Los machos presentan bandas pigmentadas transversas dorsales. Seis
pares de espiraculos (segmentos 3-8). Los tltimos segmentos forman la genitalia externa. El
abdomen del macho termina redondeado, y el ano y el orificio sexual abren sobre la superficie
dorsal. LL.a hembra presenta dos pares de gonopodos en los segmentos 8 y 9 (fig. 12) (Kim &
Ludwig, 1978; Buxton, 1948).
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Figura 12. P. humanus humanus. a) Macho, vision dorsal. b) y c) tibia y tarso del primer par de patas de macho y
hembra respectivamente mostrando dimorfismo sexual. Se observa el “pulgar” de la tibia y la conspicua ufa

tarsal. d) y e) genitalia externa del macho y la hembra respectivamente.
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El P. humanus capitis presenta metamorfosis incompleta (estadios inmaduros
morfologicamente similares a los adultos) (fig 13). Tres ninfas con un tiempo de desarrollo de
entre 10 y 15 dias. El tiempo de vida de los adultos es de 30 dias. Las hembras ponen entre 5
y 10 huevos por dia, oviponiendo 150 a 300 huevos durante su vida reproductiva (Ibarra,
1993; Kettle, 1995). Su habitat es la cabeza del hombre. Los huevos son pegados a los pelos
de la cabeza, cerca del cuero cabelludo, con un cemento secretado por una glandula accesoria
de la hembra. (Buxton, 1946; Ibarra, 1993). El huevo queda ubicado paralelo al pelo, con el
opérculo opuesto a la raiz del pelo (fig. 14) (Buxton, 1946; Hinton, 1981).

Huevo ninfa 1 ninfa 2 ninfa 3

adulto macho adulto hembra

Figura 13. desarrollo ontogenético de P. humanus capitis

b) Descripcion externa del huevo de P. humanus

Los huevos de P. humanus humanus y P. humanus capitis son similares y debido a
que las sutiles diferencias son irrelevantes para el presente trabajo, se hard una descripcion
conjunta. Los huevos de estos piojos son aproximadamente ovales y son bastante grandes en
comparacion con el tamaiio del piojo adulto, cerca de 0,8 mm de largo y 0,3 mm de ancho.
Son de color blanco-amarillento y debido a que la cubierta del huevo (corion) es transparente,
se puede observar el embrion en desarrollo (Buxton, 1946; Kettler, 1995). En el extremo

anterior, la cubierta del huevo forma un opérculo, el cual se une al resto del corion en un
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borde circular. Cuando la primer ninfa sale del huevo, abre el opérculo el cual, a modo de
tapa, se separa del resto del corion a través de la linea de eclosion ubicada a nivel del borde
circular mencionado (Buxton, 1946; Hinton, 1981). En general el opérculo no se desprende
completamente sino que queda unido en algun punto al resto del huevo. El opérculo contiene
grandes camaras llenas de aire con poros que comunican el medio externo con el espacio
subcorionico en contacto con el embrion. Esto permite el acceso de oxigeno atmosférico al
embrion funcionando como un sistema respiratorio (Hinton, 1981). Segin algunos autores
estas camaras son verdaderos aeropilos (poros a través del corion que permiten el acceso de
oxigeno al interior del huevo) (Berman ef al., 1979; Hatsushika et al., 1983; Burkhart ef al.,
1999). Segin Hinton (1981) en el fondo de estas camaras se encuentran los micropilos (poros
por donde entra el espermatozoide). El nimero de camaras es variable, entre 6 y 11 por
opérculo (Buxton, 1946; Hinton, 1981; Burkhart et al., 1999). En el resto del corion no hay
poros (aeropilos) aparentes (Berman, et al., 1979). Todo el huevo, menos el opérculo, esta
cubierto por el cemento de fijacion al pelo secretado por la hembra (Buxton, 1946; Burkhart
etal., 1999).

Opérculo

kel

Figura 14. Huevo de P. humanus capitis.




HI-IMPORTANCIA SANITARIA DEL P. humanus capitis y P. humanus humanus

El P. humanus capitis cs cl agente causal dc la cctoparasitosis dc la cabeza o
pediculosis. La pediculosis es una enfermedad endémica con distribucién mundial que ha
crecido significativamente desde los afios 60 (Gratz, 1997). Segin Ibarra (1993) cl Center for
Disease Control (CDC, EEUU) encontré6 mds casos de pediculosis entre chicos de edad
escolar que de todas las otras enfermedadcs transmisibles combinadas, exceptuando al resfrio
comin y en Gran Bretafla se ha reportado una incidencia de entre 21 % y 63 % en las
escuelas. En Argentina Abrahamobich er al. (1995) encontraron en Buenos Aires que el 46 %
de las niflas de 2 a 12 afios estaban infestadas con P. humanus capitis mientras que en
escuclas piblicas de la ciudad de Cérdoba Doucet ef al. (1997) encontraron una tasa de
infestacion de 45,32 % en nifios de 5 a 14 afios.

Las infestaciones con P. humanus capitis (también con P. humanus humanus) causan
picazén y diversos tipos de reacciones en la piel. Esto es debido principalmente a los
componentes de la saliva del piojo que es introducida en los tejidos del huésped,
particularmente la secrecion de la glandula salival anterior o glandula reiforme (Buxton,
1946). Sin embargo antes de que estos signos se hagan presentes se evidencia la irritacion
causada por las heces de los piojos (lbarra, 1993). La exposicion continua a las picaduras
produce sensibilizacién con aparicion de papulas, vesiculas y otro tipo de reacciones; aunque
existe considerable variacion individual en este tipo de manifestaciones (Buxton, 1946; Ibarra,
1993; Kislansky, 1999). Infecciones secundarias pueden ocurrir debidas principalmente a las
heridas producidas por ¢l intenso rascado de los infestados (Buxton, 1946).

La exclusién social de individuos o familias infestadas con P. humanus capitis, “los
piojosos”, representa un problema social adicional a aquellos problemas estrictamente de
salud. Tener piojos estd asociado al viejo mito segin el cual los piojos proliferan en la
suciedad, siendo entonces “el piojoso” una persona que descuida el aseo personal (Ibarra,
1993).

Tres agentes causales de enfermedades en humanos son transmitidos por P. humanus
humanus: Rickettsia prowazeki (multiplicacion intracelular en células del intestino del piojo),
agente causal del tifus epidémico; Rickettsia quintana (Bartonella quintana, Rochamilimaea
quintana) (multiplicacién extracelular en lumen del intestino del piojo) agente causal de la
fiebre de las trincheras y Borrelia recurrentis (multiplicacién en hemolinfa del piojo) agente
causal de la ficbre recurrente epidémica (Buxton, 1946; Joklik, er al., 1987; lbarra, 1993,

Dash, 2002). Es particularmente interesante conocer cl rol que ha tenido el tifus epidémico en



ciertos momentos de la historia de la humanidad. El tifus epidémico fue decisivo en la derrota
dc las armas dc Napolcon que invadicron Rusia. Las enfcrinedades, de las cualces cl tifus
epidémico fue la de mayor importancia, mas que la oposicion militar rusa derrotaron a
Napole6n durante su marcha hacia cl estc curopeo. La hambruna de la papa en Irlanda cn la
década del 40 del siglo XIX produjo una importante migracion de la poblacion hacia América.
De los 75.000 irlandeses que migraron cn cl aito 1847, 30.000 contrajeron tifus, dc los cualcs
20.000 murieron de la enfermedad. En el siglo XX, en el periodo 1917-1923 (fin de la
segunda guerra mundial y el periodo inmediatamente después) sec cree que hubo 30 millones
dc casos de tifus epidémico en Rusia y Europa con més de 300.000 mucrtes. Segun
estadisticas soviéticas oficiales, el 10% de la poblacién fue afectada con esta enfermedad en
esc periodo (Buxton, 1946; Joklik. ef al., 1987; Kettle, 1995).. En la segunda mitad del siglo
XX la incidencia de las enfermedades transmitidas por P. humanus humanus ha ido
declinando (Kettle, 1995). Aunque P. humanus humanus es el Gnico vector reconocido para
este tipo de enfermedades, y sobre todo teniendo en cuenta el cstatus coespecifico dc los dos
P. humanus, se sigue estudiando el potencial vectorial de P. humanus capitis para alguna de
estas enfermedades (Buxton, 1946; Zinsser, 1987; Robinson, 2002).

IV-ANTECEDENTES DE CONTROL Y RESISTENCIA A INSECTICIDAS.

En el control del P. humanus capitis existen dos estrategias basicas, el uso del llamado
“peine fino” (control cultural) y el uso de productos pediculicidas (control quimico). En bajas
infestaciones el uso del peine fino es una buena estrategia, pero en altas infestaciones ¢l uso
de insecticidas se convierte en una herramienta imprescindible (Ibarra, 1993; Picollo, 1999 a y
b).

Son numerosos los insectcidas que han sido utilizados en distintos paises para el
control quimico de P. humanus capitis. Los primeros productos pediculicidas comerciales se¢
formularon a base de DDT y de lindane (insecticidas clorados) (Busvine e al., 1948). El
desarrollo de resistencia a estos insecticidas fue determinada por Maunder (1971) lo cual lievé
al uso de insecticidas con distinto modo de accion: carbaril (carbamato) y malatién
(fosforado). Miller et al. en 1972 encontraron resistencia a malation. En los ultimos 15 afios
los insecticidas piretroides, principalmente permetrina y d-fenotrina, han sido los ingredientes
activos en la mayoria de las formulaciones pediculicidas (Ibarra, 1993; Coz er al., 1993;
Tomita ef al., 2003). Como era de esperar, luego de un largo tiempo de uso de insecticidas
piretroides, resistencia a permetrina y otros piretroides ha sido reportado en varios paises:

Francia (Coz et al., 1993), Repiblica Checa (Rupes ef al., 1995), Isracl (Mumcuoglu es al.,



1995), Gran Bretafia (Burgess, 1995; Downs et al., 1999), Argentina (Picollo et al., 1999) y
Estados Unidos de América (Pollack ef al., 1999).

Nuestro pais presenta una historia similar. Los insecticidas DDT y lindane han sido
utilizados en cl pasado. El insccticida malation también ha sido y cs utilizado. Actualmente
los insecticidas piretroides son los principios activos que se encuentran en la mayoria de los
productos comerciales. El pirctroide mas utilizado ha sido permetrina, y en menor medida los
piretroides deltametrina, d-fenotrina, transaletrina y bioaletrina (Picollo, 1999; Picollo ef dl.,
1998 y 2000).

Como ha sido reportado para otros paises, el uso creciente de los productos
pediculicidas en nuestro pais podria relacionarse con la menor efectividad de esos mismos
productos (Mumcuoglu et al, 1995). Teniendo en cuenta los aspectos que hemos visto sobre el
desarrollo de la resistencia a insecticidas y los cjemplos que hemos citado sobre la situacion
de los pediculicidas en otros paises, la causa mas probable (y esperada) de la menor
efectividad de los insecticidas utilizados, es el desarrollo de resistencia a esos insecticidas.

Sobre la base de estos conceptos y de algunos de los antecedentes, el CIPEIN
comenzd cn el afio 1996, estudios de laboratorio para determinar la susceptibildad y
resistencia en poblaciones de piojos recolectados en Buenos Aires. Los primeros estudios
demostraron resistencia al insecticida permetrina en 5 poblaciones, con niveles de resistencia
que variaron entre 11,3 y > 90 (Picollo ef al., 1998 y 2000). Durante los siguicentes dos afios se
realizé un monitoreo de resistencia en poblaciones de la ciudad de Bucnos Aires y del Gran
Buenos Aires donde se determind que ¢l 92,3 % de las poblaciones muestreadas fueron
resistentes a permetrina, con grados de resistencia que variaron cntre 1,86 y >90,
determinados segin el método de exposicion a papel impregnado con insecticida
recomendado por la OMS (Vassena et al., 2003). En el mismo trabajo sc determind el nivel de
resistencia de algunas de esas poblaciones con el método de aplicacion topica de insecticida y
se obtuvieron grados de resistencia entre 108,1 y 655,2.

Estudios realizados en la provincia de La Rioja han detectado poblaciones de piojos
resistentes a permetrina, mostrando algunas dc cllas grados de resistentes comparables a las
poblaciones dc Buenos Aires (Catala, datos sin publicar)

Para determinar la cstrategia de manejo de la resistencia mas apropiada es
imprescindible conocer los mecanismos bioquimicos-fisiologicos involucrados en la
resistencia observada, ya sca para revertirla (por ejemplo mediante ¢l uso de sinergistas) como
para seleccionar compuestos alternativos que scan efectivos en las poblaciones de alta

resistencia. En este contexto se ha encontrado en poblaciones de P. humanus capitis de Israel
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resistentcs a permetrina y a d-fenotrina, aumento del metabolismo degradativo,
particularmente dc glutation transferasas y cn menor medida del metabolismo oxidativo,
como mecanismos bioquimicos de resistencia (Hemingway et al., 1999). Lec et al. (2000)
reportaron resistencia a nivel de sitio de accion tipo kdr y aumento del metabolismo oxidativo
como mecanismos contribuyentes a la resistencia a piretroides en poblaciones de piojos de
USA, y determin6 que los reecmplazos aminoacidicos (T9291 y L932F) en el canal de sodio
dependiente de voltaje estarian involucrados en la menor afinidad del canal por el insectcida.
En poblaciones de P. humanus capitis de Japon con resistencia tipo kdr a d-fenotrina, se
encontraron 4 reemplazos aminoacidicos, DI11E, M850T, T952I y L955F, de los cuales las
dos ultimas parecen cstar involucradas con el fenotipo resistente (Tomita ef al., 2003)

En Argentina, los trabajos de Picollo et al. (1998 y 2000) demostraron que las
poblaciones de Buenos Aires resistentes a permetrina eran ademas resistentes a otros
piretroides (pero con menores niveles de resistencia), principalmente deltametrina, d-fenotrina
y P-cipermetrina.. En estos estudios los ensayos de inhibicion in vivo de enzimas
detoxificantes mostraron que el incremento del metabolismo oxidativo cn mayor medida, y
del metabolismo hidrolitico en menor medida, estan involucrados como mecanismos de
resistencia. Sin embargo, la reversion de la resistencia debido a la inhibicion enzimatica no
fue completa sugiriendo modificacion del sitio de accién como factor contribuyente a la
resistencia observada. En estudios posteriores se demostré correlacion positiva significativa
entre los niveles de resistencia y la actividad del complejo enzimatico P450 para algunas
poblaciones de P. humanus capitis de Buenos Aires (monooxigenasas) (Gonzalez Audino er
al., 2004).

Teniendo en cuenta por un lado, los estudios realizados sobre los mecanismos de
resistencia cn poblaciones de Buenos Aires, y por otro lado los particulares y logicos
requisitos de cosmética y seguridad toxicologica que impone la regulacion de productos
pediculicidas (que no hace facil el reemplazo de los toxicoldgicamente seguros piretroides), a
partir de fines de los 90’s comenzd la estrategia de manejo de la resistencia al ubicuo
pirctroide permetrina. Se sugiri6 el reemplazo de la permetrina por d-fenotrina (utilizado en
varios paises y pero no en Argentina hasta 1999) en las formulaciones pediculicidas
comerciales, que si bien era un piretroide con resistencia detectada, el grado de resistencia era
menor al detectado para permetrina (Picollo er al., 2000) y la seguridad toxicologica era
mayor.

En el mismo contexto de manejo de la resistencia se determino la actividad del alcohol

1-dodecanol como sinergista de piretroides en poblaciones de P. humanus capitis resistentes a
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permetrina (Mougabure Cueto ef al., 2000 y 2002). Como consecuencia de tales estudios se
presentd una patente que describe al 1-dodecanol, y otros alcoholes de cadena larga, como
compuesto activo de formulaciones pediculicidas que contienen insecticidas piretroides (Elea
et al., 1999). El modo de accion del dodecanol parcce estar a nivel de cuticula, alterando las
propiedades de permeabilidad cuticular y de esta manera aumentando la penetracion del
insecticida (Mougabure Cueto, 2001).

A pesar de los estudios realizados y las estrategias utilizadas, el alto nivel de
resistencia a permetrina y otros insecticidas piretroides representa una seiial de alarma cn la
continuacion del uso de estos compuestos para controlar las poblaciones de piojos con
resistencia detectada. Es logico pensar que con el continuo uso de insecticidas piretroides, la
resistencia a d-fenotrina no tardara en aumentar su nivel, transformando en ineficientes los
pediculicidas actualmente mas eficaces.

Ademas del problema de la resistencia a insecticidas en los estados de adulto y larva,
otro elemento critico en las fallas de control de P. humanus capitis es el escaso efecto ovicida
de los productos comerciales. Segin Smith and Salkeld (1965), los requisitos para una
efectiva actividad ovicida son:

a) una proporcion suficiente de la poblacion debe estar expuesta en el estado huevo

para justificar el tratamiento,

b) cl huevo debe scr susceptible al efecto toxico del insecticida,

c) el huevo debe estar en un lugar donde las concentraciones letales del insecticida

puedan ser aplicadas.

Teniendo en cuenta que la hembra deposita de 7 a 10 huevos por dia (Buxton, 1940;
Ibarra, 1993; Kettle, 1995), que el desarrollo embrionario se completa en 7 —10 dias, que los
huevos se encuentran cn el mismo habitat que las formas postembrionarias, y que los piojos
presentan generaciones continuas, el primer y el tercer requisito (dependiendo de la dosis
letal) son cumplidos y la posibilidad de interrumpir la cmbriogénesis representa un paso
promisorio en el control exitoso de la plaga. Una posible causa de este escaso efecto ovicida,
ademas de las particulares propiedades del sistema-huevo con respecto la relacion medio
interno-medio extcrno (sc vera mas adelante), es la posible expresion de la resistencia durante
el desarrollo embrionario, problema relacionado al segundo de los requisitos expuestos

anteriormente.



V-EL DESARROLLO EMBRIONARIO Y LA RESISTENCIA A INSECTICIDAS
Existen numerosos estudios quc describen niveles y mecanismos de resistencia a los
distintos grupos de insecticidas en plagas sanitarias, agropecuarias y urbanas. La gran mayoria
de los estudios de este tipo estan dirigidos al analisis de resistencia cn cstados postcmbrinarios
(adultos y larvas). A pesar que la mayoria de los insecticidas estan dirigidos a los estados
directamente involucrados en los dafios economicos y/o en salud (adultos y larvas), los
huevos pueden, segun la especie, estar igualmente expuestos al insecticida. Si el insecticida en
cuestion pucde alcanzar al embrion y ejercer algin efecto toxico, entonces los embriones
estaran inadvertidamente bajo presion de seleccion por parte del insecticida y por lo tanto
seran capaces dc desarrollar propios mecanismos de resistencia a tal insecticida. Por otro lado,
los mecanismos de resistencia evolucionados en los estados postembrionarios pueden llegar a
expresarse en los cmbriones en desarrollo sin que éstos hayan tenido contacto con cl
insecticida. De esta manera y fuera de nuestras expectativas, quedara inutilizada
paradojicamente antes de su utilizacion, una posible estrategia de control: la interrupcion del
desarrollo embrionario. Si el insecticida estd dirigido deliberadamente hacia el estado
embrionario, la relacion con el desarrollo de resistencia es mas directa y esperable. A pesar
del problema planteado son escasos los trabajos publicados sobre resistencia a insecticidas en
embriones de poblaciones con resistencia dctectada para las formas postembrionarias y

ninguno de cllos es en P. humanus.

a) Breve descripcién del huevo de insectos y del desarrollo embrionario.

El huevo de insectos cs centrolecitico, es decir que tienc el vitelo cn posicion central y
el citoplasma en posicion periférica (periplasma). En el huevo recién depositado, el embrion
en desarrollo esta cubierto de varias capas o membranas. Adyacente al oocito se encucntra la
membrana vitelina, siendo la primer capa depositada luego que la vitelogénesis (acumulacion
de vitelo) ha terminado. Sobre la membrana vitelina se cncuentra la cubierta del huevo
propiamente dicha, el corion, compuesta por diversas proteinas esclerotizadas, no contienc
quitina y depositada por las células foliculares lucgo de la formacion de membrana vitelina.
Generalmente el corion esta compuesto de un endocorion (adyacente a la membrana vitelina)
y un exocorion mas externo. Entre la membrana vitelina y el corion, y formada después que
éste, se encuentra una capa de cera. Estas capas estan discontinuadas por diversas estructuras
como micropilos (entrada del esperma), aeropilos (intercambio gaseoso), hidropilos
(intercambio acuoso) (fig. 15). Mientras ¢l desarrollo embrionario ocurre otras dos capas

pueden formarse, una cuticula serosal formada por la serosa (una de las membranas
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extraembrionarias) y una cuticula embrionaria formada por la células epidérmicas del
embrion, la cual es mudada en el momento de la eclosion para dar el primer estadio larval
(Wigglesworth, 1976; Gillott, 1980; Nation, 2002). Ademas de esta descripcion general de las
capas que cubren al embrién en desarrollo de insectos, en el caso de las especies que adhieren
sus huevos al sustrato, como en el caso de las especies de Phthiraptera, existe un capa extra
(cemento) por fuera del corion que permite tal adhesion. En el caso particular de P. humanus
capitis, como hemos visto, los huevos son pegados al pelo de la cabeza de las personas con un
cemento que sintetiza la hembra y que cubre todo el huevo menos el opérculo. Como se
observa, el sistema huevo presenta particulares propiedades con respecto a la interaccion del
medio interno del individuo (el embrién) con el medio externo. Estas propiedades son bien
diferentes, tanto en la cantidad de capas que separan ambos medios como en la composicion
de tales capas, en comparacion con las formas eclosionadas, las cuales los medios interno y
externo se encuentran separados por una unica, aunque compleja, cuticula con alto contenido
de quitina, proteinas esclerotizadas y ceras (Gillott, 1980).

chorion
nucleus

micropyle

wax layer

vitelline

yolk cytoplosmic

’ periplosm
reticulym

Figura 14. Seccion sagital de un huevo de insecto en el momento de la oviposicion. Se observan las capas que

recubren al huevo (corion, capa de cera y membrana vitelina).

Aun mas particulares son los cambios que ocurren dentro del huevo a lo largo del
desarrollo del embrion. El sistema huevo encierra espacialmente el extraordinario proceso en
el cual una sola célula se desarrolla en un complejo organismo multicelular, que en el caso de
los insectos es el primer estadio (en realidad ocurre con bastante frecuencia en la naturaleza
como para ser llamado extraordinario, pero tal palabra refleja mi repetida admiracion por tal

proceso). Las consecutivos etapas de desarrollo que ocurren en este tiempo (blastula, gastrula,

membrone
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organogénesis, etc) son colectivamente llamados embriogénesis (Gilbert, 1997). Este periodo
de desarrollo progresivo y continuo involucra una seric de cventos bioquimicos, genéticos,
fisiologicos y morfologicos relacionados a tres grandes procesos del desarrollo de un
organismo: diferenciacion celular, crecimicnto y morfogénesis (Gilbert, 1997).

Considerando lo expresado en los parrafos anteriores se deduce que los huevos y las
formas postcmbrionarias presentaran marcadas difercncias en, al menos, algunos de los
procesos toxicologicos que quisiéramos estudiar (penetracion, detoxificacion, resistencia, etc),
y que a su vez estos mismos procesos variaran radicalmente a lo largo del desarrollo

cmbrionario.

b) Variaciones toxicolégicas y antecedentes de resistencia durante ¢l desarrollo
embrionario

Como se anticipd en la seccion anterior, los escasos trabajos publicados hasta la
actualidad (ninguno cn piojos que afectan al hombre) sugieren que existen diferencias cn los
procesos toxicologicos y en los niveles de resistencia entre los embriones y los estados
postembrionarios, y entre las distintas fases del desarrollo embrionario. Estas diferencias
tiencn su cxplicacion en:

e Las difcrentes estructuras que recubren al embrion y las formas postembrionarias y lo
separan del medio externo, y los cambios que van sufriendo estas estructuras durante la
embriogenésis (Wigglesworth, 1976; Gillott, 1980, Nation, 2002).

e Variaciones en el nivel y los momentos de sintesis de ciertas proteinas y enzimas, tanto
dc aquellas que son sitio de accion de los insecticidas, como de aquellas que estin
involucradas en la degradacion de los insecticidas. En este punto es interesante notar la
existencia en cmbriones de procesos toxicologicos comuncs con los estados
postembrionarios o exclusivos del desarrollo embrionario (Smith & Wagenknecht, 1959).
En este sentido, embriones tardios tendran sistemas fisiologicos y estructuras funcionales
en larvas y adultos (sistema nervioso, respiratorio, etc) y por lo tanto estaran presentes los
mismos sitios de accion o enzimas degradativas presentes en las formas
postembrionarias. (en el caso de las enzimas degradativas no necesariamente se debe
considcrar los ecstadios tardios). Por otro lado, cmbriones en estadios tempranos
presentaran los procesos propios del desarrollo (diferenciacion, morfogénesis, etc) y
estaran ausentes los sistemas difercnciados de los estados postcmbrionario, esto dara
lugar a posibles interacciones toxicologicas (modo de accion o metabolismo degradativo)

con aquellos componentes proteicos primariamente asociados a los procesos de desarrollo



y por lo tanto siendo, estas interacciones, exclusivas de embriones. Finalmente se deberia
considcrar las posibles enzimas dctoxificantcs cxclusivas de  cmbriones, no
primariamente asociadas al desarrollo, presentes en cualquier momento del desarrolio
cmbrionario. Sicndo la resistencia a insccticidas la expresidon dc procesos toxicologicos,
el analisis comparativo de la interacciones toxicologicas entre distintos estados de la
ontogenia reci¢n descripto, es aplicable del mismo modo a la expresion y mecanismos de
resistencia.

Clésicos trabajos han cstudiado cl desarrollo del sistema colinérgico en cmbriones dc
insectos y su relacion a la intoxicacion con insecticidas organofosforados (Tahmisian, 1943;
Smith & Wagenknecht, 1959; Zschintzsch ef al., 1965; Smallman & Mansingh, 1969). En cl
mismo sentido el CIPEIN estudi0 la variacion de susceptibilidad a insecticidas
organofosforados durante cl desarrollo cmbrionario de Triatoma infestans (Hemipicra)
(Picollo de Villar, 1979 y 1980). En estos trabajos se demosiré que los huevos en desarrollo
temprano, los cuales carccen de acetilcolinesterasa (sitio de accion de fosforados) y que
poseen esterasas (enzimas degradativas), son menos sensibles a la intoxicacion con estos
insecticidas quc los huevos dc desarrollo intermedio. Michaclides and Wright (1997)
encontraron mayor actividad de insecticidas inhibidores de acetilcolinesterasa en embriones
icmpranos y mayor actividad dc teflutrin (pirctroidc) en embriones tardios. Estos rcsultados
fucron explicados por una mayor penetracion de los insecticidas anticolinesterasicos en
estadios tempranos de la embriogénesis debido a posteriores cambios cn membranas
embrionarias que impiden la penetracion de los toxicos en estados mas tardios, y a la posible
presencia dc un sitio dc accién cxclusivo de los embrioncs, actividad sobre lipasas asociadas a
la degradacion de lipidos del vitelo. Shobha Rani and Lakshmipathi (1995) encontraron
variacion cualitativa y cuantitativa dc csterasas a lo largo dcl desarrollo embrionario de
Chrysochoris purpureus. En este trabajo asocian estas esterasas a dos principales funciones,
hidrolisis de lipidos dcl vitelo (lipasas) e hidrolisis de hormonas juvenil facilitando cventos
morfogenéticos en el desarrollo embrionario. Gangadhar Rao and Shetty (1996) mostraron
diferencias cn cl patron de proteinas totales y no diferencias cn cl patron dc isozimas de
esterasas entre huevos de cepas susceptibles y resistentes a organofosforados del mosquito
Anopheles stephensi.

Considerando especificamente el proceso de resistencia en el desarrollo embrionario,
cn Heliothis virescens (Lcpidoptera) sc encontré huevos resistentes a piretroides cn dos cepas,
una de campo y una scleccionada artificialmente cn laboratorio, con resistencia a piretroides

detectada en el tercer estadio larval (Leonard et al., 1991). Interecsantcmente en este trabajo la
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cepa de laboratorio mostr6 mayor nivel de resistencia en larvas que en huevos y la cepa de
campo mostré mayor nivel de resistencia cn huevos que cn larvas. 1lo and Goh (1984)
demostraron que huevos y larvas recién eclosionadas de Plutella xylostella (Lepidoptera)
pertenecicntes a una poblacion resistente a piretroides fuecron mas resistentes a deltametrina
que huevos y larvas pertenecientes a una poblacion susceptible. Grosscurt (1980) obtuvo
resistencia en hucvos después de scleccion artificial con diflubenzuron (inhibidor de la
sintesis de quitina) incorporado al medio de cultivo larval en dos cepas de M. domestica
(Diptera).

Teniendo en cuenta por un lado lo expresado sobre los antecedentes y la actualidad
sobre el control quimico y la resistencia de P. humanus capitis a insecticidas piretroides y por
otro lado el interés que genera conocer la baja actividad ovicida de los productos uitilizados
tenemos cl contexto teoérico en cl que sc enmarcan las preguntas y los objctivos de este trabajo

de tesis.



OBJETIVOS

e Determinar si las poblaciones con resistencia a un insecticida expresada en los estados
postembrionarios, también cxpresan resistencia a tal insccticida en embriones.
La pregunta asociada a este objetivo es: ;Se expresa la resistencia observada en estados

postembrionarios durante cl desarrollo embrionario?

e Estudiar los mecanismos fisiologico-bioquimicos de resistencia a insecticidas
prescntes cn cmbriones y estados postcmbrionarios en poblaciones dc P. humanus
capitis de Bucnos Aires resistentes a permetrina.

La pregunia asociada a estc objetivo es: jQué mccanismos de resistencia han

evolucionado cn las poblaciones de P. humanus capitis resistentcs a permetrina?

e Si los embriones expresan resistencia (primer objetivo planteado), estudiar si los
mecanismos cxpresados en cmbriones son los mismos de aquellos expresados en
estados postembrionarios

La prcgunia asociada es: ;Los mecanismos de resistencia que cvolucionaron cn los

embrioncs son los mismos que los que evolucionaron en los estados postembrionarios?.

HIPOTESIS

e Si los procesos bioquimicos involucrados en la resistencia en adultos son funcionales
en cl desarrollo embrionario, posiblemcente la resistencia también se exprese en los
embriones. En este caso ¢l mecanismo evolucionado es el mismo en ambos estados de

desarrollo

e Si los huevos estin expuestos al insecticida ocurrird un proceso de seleccion de
embriones resistentes con independencia del mismo proceso ocurrido cn los estados
postemebrionarios. En este caso, los procesos bioquimicos involucrados cn la
resistencia en embriones pueden ser distintos de aquellos involucrados en la
resistencia evolucionada en los adultos. Esta hipotesis no es excluyente de la primer

hipoétesis planteada.



e Dado que las dos hipotesis antes planteadas son independientes, es muy probable que
los embrioncs provenientes de adultos resistentes permetrina también scan resistentes

a permetrina.
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MATERIALES Y METODOS
I-MATERIAL BIOLOGICO

Los hucvos y los cstados postembriones (adultos y ninfas) de P. humanus capitis
usados en el presentc trabajo, fueron recolectados de cabezas de niiios infestados de 6-12 afios
de edad concurrentes a cscuclas primarias y hogares de menores de la ciudad de Buenos Aires
y alrededores. El método de recoleccion consistid en el pasaje, por la cabellera de los nifios,
de un peine fino de metal marca Assy, peine que permite una 6ptima extraccion de adultos,
ninfas y huevos.

Los insectos habitando en las cabezas de chicos de un mismo establecimiento fueron
considerados una poblaciéon, ya que estudios previos demostraron que tenian similar
susceptibilidad a insecticidas, y las muestras obtenidas en cada establecimiento fueron
muestras representativas de cada poblacion (Picollo et al. 1998).

Para este trabajo, sc seleccionaron las poblaciones segin cl nivel de resistencia al
insecticida piretroide permctrina determinado en estudios previos del CIPEIN (Picollo e? al,
1998 y 2000; Vassena er al 2003 ). Se seleccioné una poblacion de referencia, y dos
poblaciones resistentes: una con un nivel de resistencia medio y la otra con un nivel dec
resistencia alto.

Insectos provenicntes de cabezas de chicos sin previo tratamiento con pediculicidas o
con poca historia de tratamiento quimico fueron representativos de la poblacion utilizada
como referencia. Estos piojos, poblacion BA, fucron extraidos de nifios que concurrian a la
escuela Bandera Argentina, escuela namero 25 distrito escolar numero 1, barrio de Retiro,
Ciudad de Buenos Aires. La poblacion GH, colectada de la escuela Guardia de Honor del
barrio de Flores, Ciudad de Buenos Aires, fue seleccionada como poblacion de alta resistencia
a permetrina. La poblacion HB colectada en el Hogar Belgrano, Partido de San Martin,
Provincia de Buenos Aires, fue seleccionada como poblacion de resistencia media. La tabla 1

muestra cl nivel de resistencia a permetrina de las poblaciones utilizadas en este trabajo.

Tabla 1. CLs y nivel de resistencia a permetrina de las poblaciones utilizadas en este trabajo. Estos valores se
determinaron segun el bioensayo de exposicion a papel recomendado por la Organizacién Mundial de ta Satud.

CLsp (%) Nivel de Resistencia
Poblacion
(1.C. 95%) (1.C. 95%)
BA 5,5 (3,74-8,67) 5.4 (3,5-83)
HB 23,0 (9,94-48,92) 22,7 (14,3-36,0)
GH >90 >88,7




Una vez en el laboratorio el material biologico fue usado inmediatamente para los
diversos estudios que se realizaron en esta tesis.

Se utilizd como poblacion susceptible de referencia una colonia dc P. humanus
humanus (piojo del cuerpo) criada en nuestro laboratorio desdc cl afio 2001, proveniente de
una colonia del laboratorio del Dr. Steve Barker, Departament of Parasitology, Universidad de
Queensland, Australia. Debido a la imposibilidad de criar al piojo de la cabeza y considerando
¢l actualmente supuesto status coespecifico de P. humanus capitits y P. humanus humanus, es
posible utilizar como poblacion referencia a cste ultimo en los estudios de resistencia a
insecticidas en el piojo de la cabeza (Heminguay et al, 1998; Lee et al, 2000). La colonia de
P. humanus humanus fue alimentada sobrc conejos, una vez por dia durante durante 20-30
minutos, seis dias a la semana. Una vez alimentados, los insectos se colocan en trozos de tela
de corderoy azul dentro de un recipientc plastico con humedad rclativa 50% y mantenidos a
temperatura de 28°C y fotoperiodo 12:12 luz-oscuridad cn una camara ambicntal dc

temperatura, humcdad y luz controlada Modcl 818, Precision Scicntific.

1I-QUIMICOS.

d-fenotrin (94,4% [Al]) (Sumitomo Chemical, Osaka, Japon); carbaril (98 % [Al})
(Rhone Poulenc, Lyon, Francia); spinosad; DDT. El 5,5’ditiobis-2-nitrobenzoico (DTNB), 7-
ctoxicumarina (7-EC), 7-hidroxicumarina, cserina, a-naftilacctato y fast blue de Sigma (St.
Louis, MO). Feniltioacetato (PTA) de Aldnich (Milwaukee, WI). Permatrato de cumarina
(CIPEIN). Acctona grado analitico (Mcrk, Bucnos Aircs, Argentina)

I1I-EMBRIOGENESIS
a) Caracterizacién Morfolégica de la Embriogéncsis

Se observaron y registraron las variaciones morfologicas del embrion observables a
través dc la transparcncia del corion durante cl desarrollo embrionario. En el caso de P.
humanus capitis se utilizaron huevos recolectados en campo y huevos puestos en laboratorio
por hembras alimentadas sobre humanos inmediatamente después de su arribo al laboratorio.
En el caso de P. humanus humanus se utilizaron huevos obtenidos de la cria de laboratorio
alimentados sobre concjos.

Dado la imposibilidad de cria de P. humanus capitis y la dificultad de que ovipongan
en laboratorio sc obscrvo cl conjunto de huevos obtenidos de cada muecstreo y se
determinaron aquellos caracteres morfologicos, vistos externamente, posibles de ser

marcadores del dcsarrollo embrionario. Se separaron los huecvos con los caractercs
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morfologicos supuestos mas temprano y se los observo a lo largo de su desarrollo de manera
de comprobar la sccucncia supuesta de aparicion de aquellos caracteres. l.os huevos fueron
mantenidos a 29-32°C y 75 % de humedad relativa durante su desarrollo (Kettle, 1995).

Una vez determinadas las condiciones optimas de temperatura y humedad para el
desarrollo y eclosion de los embriones en laboratorio, se registraron las mismas variaciones
morfologicas a lo largo del desarrollo embrionario, pero esta vez en los pocos huevos
ovipuestos en laboratorio.

En el caso de P. humanus humanus, directamente se observo el desarrollo de los
huevos depositados en laboratorio de manera de determinar los caracteres morfologicos de
importancia y registrar tales caracteres a lo largo del desarrollo.

En todos los casos los huevos fueron observados y fotografiadas sus variaciones
morfologicas diariamente. Se utilizO un microscopio estereoscopico OLYMPUS modelo

SZ40 y una maquina fotografica digital y digitalizador SONY modelo DKC-5000 (3CCD).

b) Condiciones éptimas de laboratorio para ¢l desarrollo embrionario

Huevos de P. humanus capitis scleccionados segun desarrollo temprano, desarrollo
medio y desarrollo tardio, de acuerdo a la clasificacion realizada por las caracteristicas
externas, fueron utilizados para determinar las condiciones Optimas de temperatura y
humedad relativa para el desarrollo y eclosion de los embriones en laboratorio.

Se registro el nivel de eclosion para cuatro tempcraturas: 18, 23, 28, 31°C. Se
utilizaron camaras ambientales, AMBI-HI-LOW CHAMBER, Lab-Line Instruments y
MICROPROCLESOR  CONTROLLED LOW  TEMPERATURE  ILLUMINATED
INCUBATOR Model 818, Precision Scientific.

Los distintos valores de porcentaje de humedad relativa se obtuvieron dentro de un
espacio cerrado donde un exceso de una sustancia determinada (fase solida) esta en contacto
con una solucion acuosa saturada de la fase solida (Weast y Astle, 1982). Se utilizaron
recipientes plasticos cerrados herméticamente conteniendo las soluciones saturadas y la fase
solida en exceso. Las sustancias utilizadas fueron: H20 (agua), NaCl (cloruro de sodio),
K2CO3 (carbonato de potasio), CaCl2 (cloruro de calcio), LiCl (cloruro dc litio) y Silica gel.

Los porcentajes de humedad relativa obtenidos para cada sustancia y para cada

tempcratura se muestran en la tabla 2.
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Tabla 2 Valores de porcentaje de humedad relativa obtenidos con cada sustancia utilizada a 27°C y a
18°C

Sal %HR + ES % HR + ES
27°C 18°C
H,O 99 99
NaCl 77+0,3 82+0,3
K,CO3 45+0,2 49+0,2
CaCl, 26103 -
LiCl 20+0,3 28+ 0,6
Silica gel 17+£0,3 -

En el caso de P. humanus humanus, no se determinaron las condiciones optimas
ambientales ya que se utilizaron las condiciones ambientales Optimas para la cria (Barker, S.

com. pers).

IV- BIOENSAYOS
a) Huevos

La actividad ovicida y el nivel de resistencia en huevos se determinaron utilizando la
técnica de inmersion desarrollada durante estc trabajo. Todos los bioesnayos se realizaron
sobre embriones en estadio de desarrollo tardio segin la caracterizacion morfologica
obtcnida.

Grupos de 10 huevos en el mismo estadio de desarrollo (tardio) se adhirieron a un
portaobjetos por medio de una cinta adhesiva doble faz. Cada portaobjetos con los huevos se
sumergio durante diez minutos en 10 ml de distintas concentraciones de insecticida en acetona
(un grupo de 10 huevos por cada concentracion de insecticida utilizada en cada réplica).
Como control un grupo de 10 huevos se sumergid el mismo tiempo en 10 ml de acetona.
Pasados el tiempo de exposicion sc realizo un doble lavado donde los portaobjetos con los
huevos se sumergieron en agua corricntc dos veces por el tiempo de un minuto cada
inmersion. Como recipientes de inmersion se utilizaron frascos de tincion histolégica. Una
vez lavados, los huevos y los portaobjetos se secaron con papel de filtro y se mantuvieron en
las condiciones optimas de temperatura y humedad determinadas en la seccion anterior hasta
la eclosion de los controles.

Para determinar la relacidon dosis-respuesta (mortalidad) se utilizaron al menos tres



Materiales y métodos 42

concentraciones de insecticida (permetrina, d-fenotrina, carbaril, spinosad 6 DDT) en acetona
causando mortalidad entre 10 y 90 % y al menos tres réplicas de cada concentracion. Los
datos fueron corregidos segun la formula de Abbott (Abbott, 1925). Se consideré mortalidad a
aquellos huevos con el opérculo cerrado y con el cmbrion muerto dentro del hucvo, aquellos
huevos con el opérculo abierto y con el embrion muerto dentro del huevo, y aquellos donde la
ninfa | muerta qued6 solo con la cabeza fucra dc la cavidad del huevo pero con todas sus
patas dentro de la misma. Sobre la base de esta dosificacion, la mortalidad de controles vario
entre 0 y 19 %.

Los datos de mortalidad observada para cada dosis fueron utilizados para determinar
la curva dosis (concentracion)-respucsta y la concentracion letal 50 para cada poblacion y
para cada insecticida. La concentracion letal 50 (CLsg) es la concentracion de insecticida a la
cual responde (en este caso muere) la mitad de la poblacion expucsta (Litchficld y Wilcoxon,
1949).

b) Estados postembrionarios

Para la dcterminacion de la relacion dosis respuesta y el nivcel de resistencia en los
estados postembrionarios se utilizd la metodologia de aplicacion topica desarrollada en el
CIPEIN (Vassena et al, 2003). Para el bioensayo se scleccionarion adultos y ninfas II1
sabiendo que estos dos estadios presentan niveles de respuesta toxica similares (Mumcuoglu
et al, 1990). Grupos de al 5 ¢ 10 individuos fucron cxpuestos por topico a distintas
concentraciones de insecticidas en acctona, un grupo de individuos por cada concentracion
utilizada. El topico consistio cn la aplicacion de 0,1l de la solucion del insecticida en la parte
dorsal del abdomen de cada piojo. El topico se realizé con una jeringa Hamilton de 5,0 pl
acoplada a un sistema de 50 descargas repetidas, siendo cada descarga de 0,1pl.

Para dcterminar la relacion dosis-mortalidad se utilizaron al menos tres
concentraciones de cada insecticida (permetrina, d-fenotrina, carbaril, spinosad o DDT) en
acetona causando mortalidad parcial, y al menos tres réplicas de cada concentracion. Luego
del bioensayo los insectos sc mantuvieron en condiciones controladas dec temperatura (18+1°C
para P. humanus capitis y 28+1°C para P. humanus humanus) y humedad rclativa (70-80% P.
humanus capitis y 50-60% P. humanus humanus) cn una camara ambicntal modcl 818,
Precision Scientific. Se consideré muerto al insecto que cuando es colocado en el centro de un
disco de papel de filtro dec 7cm de diametro, no sc moviliza s6lo ni cuando es cstimulado con

un pincel. Los datos fueron corregidos segun la formula de Abbott (Abbott, 1929).
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Los datos de mortalidad para cada dosis fueron utilizados para determinar la curva
dosis-respucsta y la dosis Ictal 50 para cada poblacion y para cada insecticida. La dosis letal

50 (DLso) es la dosis de insccticida a la cual mucre la mitad de la poblacion expuesta.

V-DETERMINACION DEL NIVEL DE RESISTENCIA (hucvos y formas
cclosionadas)

El nivel de resistencia cuantifica la mayor tolerancia de las poblaciones resistentes a
un cierto insccticida cn comparacion a la poblacion susceptible, c¢s decir cuanto mas
insecticida se tendria que aplicar a las poblaciones resistentes para obtener el mismo nivel de
mortalidad que sc obtienc cn la poblacidn susccptible.

Para determinar el nivel de resistencia a un insecticida se comparo la curva dosis-
respuesta calculada (segin los bioensayos explicados) para ese insccticida en las poblaciones
resistentes a permetrina (GH y HB) con la curva dosis-respuesta calculada para el mismo
insecticida en las poblaciones utilizadas como referencia (BA) y P. humanus capitis. Para la
comparacion de las curvas dosis-respuesia y el calculo del nivel de resistencia y su intervalo
de confianza (95%) se utiliz6 ¢l cocicnte de dosis letal a nivel de respuesta mortalidad 50%
(la comparacion es a nivel de las dosis o concentraciones letales 50) (Robertson y Preisler,
1992). Si el intervalo de confianza del nivel de resistencia no incluye cl nimero 1, las DL50 o
CL50 difieren significativamente (Robertson y Preisler, 1992).

a) Resistencia a permetrina

Se calculo el nivel de resistencia al insecticida piretroide permetrina para cada

poblacidn segin los bioensayos explicados en el punto 1V y segun ¢l proceso explicado en el

parrafo anterior.

VI-ESTUDIO DE MECANISMOS DE RESISTENCIA (huevos y formas eclosionadas).
a) Toxicologia

1) Resistencia a otros insecticidas

La resistencia a dos o mas insecticidas puede deberse a un mismo mccanismo de
resistencia (resistencia cruzada) o a mecanismos especificos para cada insecticida
desarrollados en forma independiente (resistencia maltiple). Conociendo que la resistencia
cruzada implica resistencia, en una misma poblacion, a insecticidas distintos por un mismo
mecanismo bioquimico-fisiologico (por ejcmplo: aumento de la misma via degradativa o

modificacion del mismo sitio de accion), la estrategia de detectar resistencia cruzada, o no



detectarla, ofrece indicios del tipo de mecanismo de resistencia que ha evolucionado en las
poblacioncs.

Teniendo en cuenta esto ultimo y siguiendo la metodologia para los bioensayos
cxplicadas cn cl punto IV, se expusicron a los individuos a insecticidas con cl mismo modo dc
accion que el piretroide permetrina (d-fenotrina y DDT) y con distinto modo de accién pero
con vias degradativas comunes (carbaril y spinosad). Para cada insecticida se determino el
nivel de resistencia segun fue descripto en el punto V.

Los niveles de resistencia para todos los insecticidas permiten visualizar el posiblc
patron de resistencia cruzada para cada poblacion.

2) Inhibicién de complejos enzimaticos (in vivo)

Se establecio el efecto de compuestos que inhiben distintos complejos enzimaticos
involucrados en la detoxificacion de insecticidas pirctroides. Se utilizd butoxido de
piperonilo, inhibidor del complejo enzimatico P450 (metabolismo oxidativo) y trifenilfosfato,
inhibidor de hidrolasas o esterasas (metabolismo hidrolitico).

En el caso de los huevos se utiliz6 la metodologia de inmersion detallada en el punto
1V en soluciones acetonicas del insecticida y del inhibidor (co-exposicion del insecticida y del
inhibidor).

En el caso de las formas eclosionadas se utilizé la metodologia de pretratamiento del
inhibidor y luego la aplicacion del insecticida. Para el pretratamiento con el inhibidor fue
utilizada la metodologia de exposicion a papel tratado recomendadoa por la Organizacion
Mundial de la Salud (Blommers, 1978; Busvine, 1948). Esta se basa en la exposicion de los
insectos a papel de filtro impregnado con la solucién del inhibidor disuelto en ftalato de
dioctilo (DOF) y luego en cloroformo (1 + 3). La solucion final se uso para impregnar el disco
de papel de filtro (0,4 m! para un papel Whatman Nro. 1 de 7 cm. de diametro). Después de
dejar evaporar el solvente 24 horas, s¢ expusieron los insectos durante 1 hora. Luego de esta
exposicion se aplicé el insecticida en forma topica segin la mctodologia descripta en el punto
v

La comparacion de los grados de inhibicion cnzimatica entre las poblaciones
resistentes y las susceptibles indica la importancia de las distintas vias de detoxificacion de

insecticidas piretroides en la resistencia obscrvada.

b) Bioquimica
Se midio, en huevos y formas eclosionadas, la actividad de los complejos enzimaticos

involucrados en la detoxificacion de insecticidas piretroides: complejo P450 (OFM) y



esterasas (hidrolasas). En el caso de huevos se utilizaron embriones en estadio tardio de
desarrollo segun las caracteristicas morfoldgicas detalladas cn el punto Il a) Iin ¢l caso dc
formas eclosionadas se utilizaron insectos adultos.

1-Actividad Oxidasa (enzimas P450).

La actividad oxidasa fue medida a través de la actividad etoxicumarina-O-deetilasa
(actividad ECOD) del complejo P450 segun el método fluorométrico descripto por Ullrich y
Weber (1972) con una metodologia adaptada para analisis ex-vivo (De Sousa ef al 1995 y
Gonzalez Audino et al 2004).

La O-deetilacion de la 7-etoxicumarina (sustrato) por el complejo P450 da como
productos acetaldehido y 7-hidroxicumarina, producto, este ultimo, que emite fluorescencia.
El método se basa en la medicion de la fluorescencia emitida por la 7-hidroxicumarina. De
Sousa et al (1995) desarrollé una metodologia para la medicion individual de la actividad O-
deetilasa en tejidos intactos (ex-vivo), originalmente en abdomenes intactos de Musca
domestica. Gonzalez Audino et al (2004) adaptaron esta metodologia a la medicion individual
de la actividad oxidasa en abdomenes intactos de P. humanus capitis. En este trabajo de tesis
se midio la actividad oxidasa en adultos segun el método utilizado por Gonzalez Audino et al
y se desarrollaron las condiciones para la medicion ex-vivo de la actividad oxidasa en huevos.

Abdomcenes intactos de piojos adultos fyeron obtenidos por corte con tijera
entomoldgica y bajo lupa, en la zona de union del térax con el abdomen, cada abdomen fue
una muestra individual. En el caso de huevos, éstos fueron cortados transversalmente con
tijera entomologica y bajo lupa, y ambas mitades juntas fueron utilizadas como una muestra
individual. En todos los casos el corte transversal sc rcalizo a la mitad del ¢je antcro-posterior
del huevo de manera que todos los embriones sean cortados en la misma zona. Pero dado el
pequeiio tamaiio y la forma ovalada de los huevos y la relativamente dura consistencia de la
cubierta de los huevos (corion + cemento) es necesario considerar alguna variacion en los
cortes.

Cada muestra individual (abdomen o huevo) fue colocado en una celda de micro
placas (una muestra por celda) con 0,Iml de 7-etoxicumarina 0,4mM cn buffer fosfato
0,05mM, pll 7,2. Las microplacas fueron centrifugadas a 2000 rpm durante 30 segundos en
una centrifuga refrigerada para microplacas ALC 4237R y lucgo incubadas durante 4 hs a
30°. La reaccion fue detenida agregando a cada celda 0,1ml de una mezcla de buffer glicina
10"M, pH 10,4/Etanol (v/v). Luego las microplacas fucron centrifugadas a 2000 rpm, 30s
antes de la medicion. En las celdas blanco la muestra es incubada las 4 hs con 0,1ml dec

sustrato y con 0,1ml del buffer de detencion de reaccion glicina-etanol, de manera que la
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reaccion no comience.

La fluorescencia fue medida con un lector de fluorescencia de microplacas Packard
Fluorocount, con filtros de 450nm (emisién) y 400nm (excitacion).

Para la medicion en hucvos se analizo la actividad de oxidasas en funcion dc la
cantidad de muestra (nimeros de huevo por celda) y en funciéon de la concentracion de
sustrato a fin de encontrar las condiciones de medicion 6ptimas. En el caso de la cantidad de
muestra se midio la actividad de 1, 5 y 15 huevos por celda. En el caso de concentracion de
sustrato se trabajo con 0,004; 0,01; 0,04; 0,1 y 0,4mM de 7-etoxicumarina.

2-Actividad Esterasa

La actividad de esterasas (hidrolasas) se midi6 por 3 métodos.

Método de Gomori. Es un método espectrofotométrico que utiliza como sustrato a
ésteres de naftilo. El a-naftilacetato (éster de naftilo) es hidrolizado generandose acido
acético y a-naftol. El a-naftol reacciona con O-dianisidina (reactivo color) y forma un
complcjo azul (A=600nm). No es una técnica cinética, la actividad esterasica se determina por
el total de a-naftol generado en un tiempo determinado.

Sc homogeneizo6 la muestra (1 adulto macho o nimero variable de huevos) cn 220 pl
de buffer fosfato SOmM, pH 7,1. En una celda de medicion de paso optico de 10 mm se
coloco 200ul de homogenato y 200ul de solucion de a-naftilacetato (concentracion variable)
en acetona y buffer fosfato 50mM, pH 7,1. Se incubd a temperatura ambicnte durante 10
minutos y se agregd 200ul de Diansidina 1mg/ml en agua destilada. Luego de 2 minutos se
midié absorbancia a 600nm. En la celda blanco se colocé 200ul de buffer fosfato (en
reemplazo del homogenato muestra), 200ul de la solucion sustrato y 200ul de la solucion del
reactivo color. Todas la soluciones fueron agregadas en paralelo en ambas celdas (blanco y
mucstra), de manera de mantener los mismos tiempos de incubacion (10 primero y 2 minutos
después) para cada celda. La absorbancia se midié con un espectrofotometro Shimadzu UV-
160.

La concentracion de a-naftilacetato utilizada se obtuvo del analisis de la actividad
esterasa en funcion de la concentracion de sustrato realizado en adultos y en huevos. Las
concentraciones de sustrato utilizadas para tal andlisis fueron 0,56; 0,056; 0,0056 y 0,00056
mg/ml en acetona y buffer fosfato, en relacion 1 de acetona y 4 de buffer fosfato. En el caso
de huevos se analizo la actividad esterasa en funcion de la cantidad de muestra (nimero de
huevos en el homogenato). Se utilizo homogenato de 1, 5, 10 y 15 huevos en 220 pl de buffer

fosfato.



Método de Ellman. Es un método espectrofotométrco y cinético que utiliza como
sustrato acetato dc tiofcnol (PTA). Ll tiofenol producido por la hidrélisis cnzimatica del PTA
reacciona con el 5,5-ditiobis 2-nitrobenzoato de sodio (DTNB, ractivo color) generandose el
anion 5-tio 2-nitrobenzoato que da color amarillo (A=412nm). Sc trata de un método cinético,
la actividad esterasa es determinada por el aumento del tiofenol a lo largo del tiempo de
lectura.

Se homogeneizd la muestra (adultos o huevos) en 200ul de buffer fosfato 0,2mM, pH
7,2. En una celda de medicion de paso optico de 10 mm se colocéd 150ul de homogenato y
250pl de solucién de DTNB 0,1mg/mli en buffer fosfato 0,2mM, pH 7,2. Luego se adiciond
50pul de solucion de PTA en etanol absoluto, concentracion variable. Se midié absorbancia a
412nm durante 5 minutos. En la celda blanco se colocd 150ul de buffer fosfato, 250ul de
solucion DTNB y 50ul de solucion PTA, en paralelo con la celda muestra. La absorbancia se
midi6 con un espectofotéometro Shimadzu UV-160.

En cl caso dc los huevos se analizé la actividad cnzimatica en funcion dc la cantidad
de muestra (namero de huevos en el homogenato) y en funcion de la concentracion de sustrato
(concentracion de PTA) a fin de obtencr las condiciones Optimas de medicion. Para la
cantidad de muestra se trabajo con homogenatos de 1, 5, 10 y 15 huevos en los 150ul de
buffer fosfato en la celda de medicion. Para la concentracion de sustrato se utilizaron 7, 20,
60, 100 y 180mM de PTA en etanol absoluto.

Inhibicion con eserina: antes de agregar la solucion de PTA, se incub6 durante 15
minutos con 50ul de sulfato de eserina 0,1mM en etanol absoluto.

Método Fluorométric.o. Es una técnica fluorométrica desarrollada en el CIPEIN, para
lo cual fue sintetizado el compucsto utilizado como sustrato pemetrato de cumarina. La
hidrélisis enzimatica del permetrato de cumarina produce acido permetrinico y 7-
hidroxicumarina, este ultimo producto emite fluorescencia. Al igual que en el método de
medicion de actividad oxidasa, la actividad esterasa se determina midiendo la fluorescencia
emitida por la 7-hidroxicumarina, pero en este caso se trata de un método cinético.

Sc homogeneizd la muestra (adultos o huevos) en 200ul de buffer fosfato, S0OmM, pll
7,2. En cada cclda de micro placa fue colocado 150pul de homogenato y 10ul de solucion de
pemetrato de de cunarina en metilcelosolve, concentracion variable. Se midio fluorescencia
durante 30 minutos cada 3 minutos. En las celdas blanco se colocé 190ul de buffer fosfato y
10ul de pemetrato dc cumarina. La fluorescencia fue medida con un lector de fluorescencia de

microplacas Packard Fluorocount, con filtros de 450nm (emision) y 400nm (excitacion).
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La concentracion de sustrato utilizada, tanto en adultos como en huevos, se obtuvo del
analisis de actividad cnzimatica en funcion de la concentracion de sustrato. Sc trabajo con 3,5;
1,17; 0,6; 0,4; 0,13; 0,06 y 0,04 mM de permetrato de cumarina. Para hucvos se analizo6 la
actividad enzimatica en funcion de la cantidad de muestra cn ¢l homogenato, para cllo se

trabajo con 1, 5, 10 y 15 huevos para el homogenato con 200pl de buffer fosfato.

VII-ANALISIS ESTADISTICO

Los datos de mortalidad para cada concentracion de insecticida fueron utilizados para
determinar la curva dosis respuesta, y la concentracion letal 50% (CLso) en huevos y la dosis
lctal 50% (DLso) en estadios moéviles para cada insccticida utilizado. La CLso y la DLsg son
estimadores de los parametros poblaciones que indican la concentracion y dosis de principio
activo que mata al 50 % de la poblacion. LEstos valores fueron calculados mediante cl analisis
Probit (Litchfield y Wilcoxon 1949).

El grado de resistencia (GR), su intervalo de confianza al 95% y cl nivel de
significancia fueron obtenidos segun el calculo del cociente de dosis letal de Robertson y
Preisler (1992) utilizando un nivel de respucsta probit (m) igual a 5 (50% mortalidad, sc
comparan las CLsp 0 DLsg). Si el intervalo de confianza del nivel de resistencia no incluyc el
namero 1, las DLs9 0 CLs dificren significativamente (Robertson y Preisler, 1992).

El analisis cstadistico de las actividades enzimaticas entre las poblacioncs se realizo a

través de los test no paramétricos Kruskal-Wallis ANOVA y Mann-Whitney U test.
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RESULTADOS

I-EMBRIOGENESIS
a) Caracterizacién morfolégica de la embriogénesis

La observacion de los huevos de P. humanus capitis recolectados en cabezas de chicos
en edad escolar, y la observacion del desarrollo en laboratorio de P. humanus humanus,
permitié determinar caracteres morfolégicos potencialemente marcadores de las etapas de la
embriogénesis. Las figuras 15 y 16 muestran los caracteres morfologicos observados y
tomados como marcadores de las etapas del desarrollo embrionario para ambas sub-especies:

manchas oculares y apéndices toracicos.

Manchas
oculares

Apéndices

Figura 15. Huevo de P. humanus capitis. Se muestran los caracteres morfolégicos observados

Manchas
oculares

Apéndices

Figura 16. Huevo de P. humanus humanus. Se muestran los caracteres morfologicos observados

Estos caracteres mostraron diferencias a lo largo del desarrollo (variacion continua) en
relacion a la visualizacion de las formas y a la pigmentacion. Para cada caracter se definieron
estados de desarrollo de manera de transformar la variacion continua en variacion discreta
(estados). Basandose en que la variacion de los caracteres para P. humanus capitis y para P.
humanus humanus fue muy similar, se definieron los mismos estados para caracter en los dos
organismos. De esta manera, para las manchas oculares se definieron tres estados: ausencia,
pigmentacion roja y pigmentacion negra, y para los apéndices también se definieron tres
estados: ausencia, esbozo de apéndices (leve definicion de las formas) y apéndices
desarrollados (fig 17).

La combinacion de los estados de los dos caracteres permitié determinar tres estapas
del desarrollo de los embriones de P. humanus capitis y P. humanus humanus: embriones

tempranos (ausencia de ambos caracteres), embriones en desarrollo medio (manchas oculares
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rojas y esbozos de apéndices) y embriones en desarrollo tardio (manchas oculares negras y
apéndices desarrollados) (figura 17).
() a) b) ¢)

Figura 17. Variaciones de cada caracter en P. humanus capitis (1) y P. humanus humanus (11). Manchas
oculares: ausencia, pigmentacion roja, pigmentacion oscura. Apéndices: ausentes, esbozos de apéndices y
apéndices formados. También se muestra las tres etapas de desarrollo determinados por la combinacion de los
estados da cada caracter: a) estadio temprano (ausencia de ambos caracteres) (0-2 dias I; 0-4 dias II) , b) estadio
medio (pigmentacion ocular roja y esbozos de apéndices) (4-6 dias I; 6-8 dias II), y c) estadio tardio
(pigmentacion ocular oscura y apéndices formados) (7-9 dias I; 9-11 dias II).

En el caso de P. humaus capitis se utilizaron huevos en etapas de desarrollo temprano,
medio y tardio para determinar la temperatura y humedad relativa 6ptima para el desarrollo en
laboratorio (siguiente seccion). Con los valores determinados para el desarrollo temprano, se
documento el desarrollo embrionario completo de P. humanus capits. La figura 18 muestra la
secuencia del desarrollo embrionario de un huevo puesto en laboratorio por hembras

alimentadas sobre humanos. En esta figura se observa el desarrollo progresivo de los
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caracteres morfologicos mostrados en la figura 15 y, dentro de la variacién continua

observada, las etapas del desarrollo embrionario mostradas en la figura 17

L

Dia0 Dia1 Dia2

' o

Diad Dia s Dia6

Dia7 Dia8

Figura 18. Secuencia del desarrollo embrionario de P. humanus capitis. Se observa el progresivo desarrollo de

los caracteres morfolégicos marcadores de la emrbiogénesis: manchas oculares y apéndices.

En el caso de P. humanus humanus no fue necesario determinar las condiciones

Optimas de desarrollo ya que éstas son las condiciones de cria. Por lo tanto, la documentacion
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de la secuencia del desarrollo se realizo en simultdneo con la observacion y registro de los
caracteres morfologicos marcadores del desarrollo embrionario. La figura 19 muestra la

secuencia del desarrollo embrionario.

Figura 19. Secuencia completa del desarrollo embrionario de P. humanus humanus. Se observa el
progresivo desarrollo de los caracteres morfologicos marcadores de la emrbriogénesis: manchas oculares y

apéndices. La secuencia de fotos no indica dias correlaivos



b) Condiciones 6ptimas de laboratorio para el desarrollo embrionario

Para cada etapa dc desarrollo embrionario de P. humanus capitis determinada sobre la
base de la morfologia externa del embrion, se establecieron las condiciones Optimas de
tempcratura y humedad relativa para el desarrollo embrionario y la eclosion.

Las figuras 20, 21 y 22 muestran el porcentaje de eclosion de huevos incubados a
cinco valores de humedad relativa (tabla 2) y a dos temperaturas distintas (tabla 1), para
embriones de desarrollo temprano, medio y tardio respectivamente. La figura 23 muestra el
porcentaje de eclosion de embriones incubados a distintas tempcraturas cn las distintas ctapas
de desarrollo. Las cuatro figuras muestran que tanto la temperatura como la humedad relativa

influyen en el porcentaje de eclosion de embriones de P. humanus capitis.

Fig. 20: Eclosion de embriones incubados a distinta temperatura
y humedad desde el desarrollo temprano
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Las figuras 20, 21 y 22 muestran que no hay eclosion a 18 + 1°C para ningun valor de
humedad relativa utilizado en ninguno de los tres cstadios a partir de los cuales se comenzoé la

incubacion.
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Fig. 21: Eclosion de embriones incubados a distinta temperatura
y humedad desde el desarrollo medio
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Fig.22: Eclosién de embriones incubados a distinta temperatura
y humedad desde el desarollo tardio.
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A la temperatura de 27 *+ 1°C, se observa un patron de eclosion similar en funcion de
la humedad relativa (HR) para las tres etapas de desarrollo, el cual muestra relativamente baja
eclosion a 17% HR, aumenta marcadamente en el valor de 75% y luego disminuye
marcadamente el porcentaje de eclosion en el valor de 100%. Para 17% de HR, en embriones

tempranos se observa un porcentaje de eclosion menor que 5% y menor que el porcentaje de
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eclosion a 100% de HR (fig. 20). Por el contrario en embriones medios y tardios, el porcentaje
de eclosion para 17% de HR es marcadamente mayor que el porcentaje de eclosion en 100%
de humedad relativa (figs. 21 y 22).

Para las etapas de desarrollo media y tardia, en el intervalo de humedad relativa que
incluye los valores de 20, 26, 45 y 75% se observa un aumento en la eclosion de los
embriones en funcion de la HR. Para los cuatro valores de HR los porcentajes de eclosion son
mayores que 70%. Los maximos porcentajes de eclosion ocurrieron en 45% y 75% de
humedad relativa (figs. 21 y 22). En el mismo intervalo de valores de humedad relativa en
embriones tempranos se observa un aumento en la eclosion de los embriones superior al
aumento observado para las etapas media y tardia. El mayor porcentaje de eclosion se observa
a 75% de humedad relativa (fig. 20).

La figura 23 muestra porcentajes de eclosion mayores que 75% en las temperaturas de
27 y 31 °C para las tres etapas de desarrollo. No se observa eclosion de embriones en las
temperaturas mas bajas (18 y 23°C), excepto en huevos en desarrollo medio (50% de

eclosion) y en huevos de desarrollo tardio que no hay datos.

Figura 23. Eclosion de embriones a diferenetes temperaturas
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Los resultados recién descriptos permitieron determinar las condiciones ambientales
Optimas para el desarrollo en laboratorio de los embriones de P. humanus capitis: temperatura
optima en el intervalo de 27-31°C y humedad relativa 6ptima de 75%. Con estas condiciones

ambientales se trabaj6 en los bioensayos con huevos realizados en esta tesis. Si bien la
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descripcion de los resultados realizada permite determinar los condiciones ambientales
optimas, el analisis y la discusion por la cual se llega a estos valores seran expuestos en la de

la discusion general.
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II-RESISTENCIA A INSECTICIDAS Y MECANISMOS DE RESISTENCIA
a) TOXICOLOGIA 1: Resistencia a permetrina y a otros insecticidas

La aplicacion topica de soluciones de los distintos insecticidas en acetona permitio
determinar, para estadios eclosionados, la relacion dosis-respuesta, el parametro dosis letal
cincuenta (DLso) y los niveles de resistencia para cada insecticida en cada una de las
poblaciones utilizadas.

La metodologia de inmersion en soluciones acetonicas de los distintos insecticidas
permitié determinar, para embriones tardios, la relacion concentracion-respuesta, el parametro
concentracion letal cincuenta (DLsp) y los niveles de resistencia, para cada insecticida en
embriones en cada una de las poblaciones utilizadas.

En todos los casos fueron calculados los niveles de resistencia respecto a las dos
poblaciones utilizadas como referencia, BA (P. humanus capitis, de mayor susceptibilidad) y

P. humanus humanus.

1) Resistencia a Permetrina

Estados postembrionarios

La tabla 3 muestra los valores de DLsy, los niveles de resistencia y los
correspondientes intervalos de confianza al 95% para el insecticida permetrina en cada
poblacion. Las curvas dosis respuesta (regresion probit) de cada poblacion se grafican en la
figura 24. Las pendientes de las curvas dosis respuesta y sus intervalos de confianza se
muestran en la tabla 3.

Las DLjso obtenidas fueron 2.4; 40,2; 114,1; 642,6 ng/insecto para las poblaciones P.
humanus humanus, BA, HB y GH respectivamente. Utilizando la poblacion BA como
referencia de poblacion de campo se obtuvieron niveles de resistencia de 2,8 (2,28-3,55) y
16,0 (13,01-19,67) para HB y GII respectivamente. Los intervalos de confianza de los niveles
de resistencia muestran que en todos los casos las curvas dosis respuesta comparadas al nivel
de respuesta 50% difieren significativamente. Utilizando la poblacion P. humanus humanus
como referencia se obtuvieron 16,6 (11,76-23,42), 47,2 (33,79-65,81), 265,6(192,20-367,06)
para BA, HB y GH respectivamente. Los intervalos de confianza muestran que hay
diferencias significativas entre las DLsy comparadas (a partir de este momento cuando se
refiera a la comparacion de curvas dosis-respucsta al nivel de respuesta 50% se dira que se

comparan las DLsg 0 CLs).
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Tabla 3. Estados postembrionarios de P. humanus capitis y P. humanus humanus. Pendiente de curva

dosis-respuesta, DLsj y niveles de resistencia a permetrina.

Dosis Letal 50 Nivel de Resistencia  Nivel de Resistencia

Poblacion n Pendiente + ES (ng/insecto) (95%CL) Referencia (95% CL). Referencia
(95% CL) BA P.humanus humanus
= 24
humanus 120 4,28 + 1,099 (1.86-3.77) - -
humanus.
40,2 16,6
. 60 212+016 (34 054747) - (11,78-23,42)
472
114,1 2,8 :
HB 80 1,60 £ 0,91 (55,50-221.04) (2.28-3.55) (33,79-65.81)
642.,6 16,0 265.,6
GH 80 1,69+ 0,10 (321,39-1033.,25) (13,01-19,67) (192,20-367,06)
Figura 24. Curvas dosis-respuesta para permetrina en piojos adultos
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La tabla 4 muestra los valores de CLsy, los niveles de resistencia y los

correspondientes intervalos de confianza al 95% obtenidos para el insecticida permetrina en

cada poblacion. Las curvas dosis respuesta (regresion probit) de cada poblacion se grafican en

la figura 25. También se muestran los valores de las pendientes de las curvas concentracion-

respuesta con sus errores estandar (tabla 4).
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Figura 25. Curvas concentracion respuesta para permetrina en huevos de piojos
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Tabla 4. Huevos P. humanus capitis y P. humanus humanus. Pendientes de curva concentracion-

respuesta. CL50 y niveles de resistencia para el insecticida permetrina

Concentracion Letal

Nivel de Resistencia

Nivel de Resistencia

Poblacion ~ n  Pendiente + ES 50 (%p/v) (95% CL) " (9:"‘V;,C";) |
(95% CL) referencia BA re erenzla . numanus
umanus
P. humanus 0,004
humanus 150 14420070 4 4676 0.0053) - -
3,7 981
BA 80 0,45+ 0,051 i ) 5995 35042)
17.3 4,7 4609
He 120° 0,590,096 ) (2,05-10,79) (2285,7-9294.9)
GH 120 1.72+0,10 i 6,2 6101

(10,97-64.35)

(3,53-11,04)

(4996.7-7449.8)

Las CLso obtenidas fueron 0,004; 3.68; 17,3 y 22,94 % p/v para las poblaciones P.

humanus humanus, BA, HB y GH respectivamente. Con BA como poblacion referencia, se

obtuvieron niveles de resistencia de 4,7 (2,05-10,79) y 6,2 (3,53-11,04) para HB y GH

respectivamente. En ambos casos los intervalos de confianza muestran que las CLs difieren

sigificativamente. Tomando P. humanus humanus como referencia, se obtuvieron niveles de




resistencia de 981 (599,3-1604,2); 4609 (2285,7-9294,9) y 6101 (4996,7-7449,8) para BA,
HB y GH respectivamente. En todos las tres poblaciones hay diferencias sognificativas entres

las CL50.

2) Resistencia a d-fenotrina

Estados postembrionarios

La tabla 5 muestra los valores de DLsy, los niveles de resistencia y los
correspondientes intervalos de confianza al 95% para el insecticida d-fenotrina en cada
poblacion. Las curvas dosis respuesta (regresion probit) de cada poblacion se grafican en la
figura 26. Las pendientes de las curvas dosis respuesta y sus intervalos de confianza se
muestran en la tabla 5.

Tabla 5. Estados postembrionarios P. humanus capitis y P. humanus humanus. Pendiente de curva

dosis-respuesta, DLsq y niveles de resistencia a d-fenotrina.

Dosis Letal 50 Nivel de Resistencia  Nivel de Resistencia
Poblacion n  Pendiente + ES (ng/insecto) (95%CL) Referencia (95% CL). Referencia
(95% CL.) BA P.humanus humanus
P. humanus 3,88
humanus, 110 1:4520,070 (2,07-8.46)
BA 150 0,65 +£0,037 31,73 6 3;3’120 51)
(12,98-69,65) ’ ’
HB 180 1,62 +0,060 106,97 3.4 27,6
(44,98-256,01) (2,664,27) (23,69-32,11)
GH 80 1,70+0,131 3779,96 119,1 974,7

(2232,16-16021,47)  (91,37-155,29) (802,11-1184,4)

Las DLso obtenidas fueron 3,88; 31,73; 106, 97 y 3779,96 ng/insecto para las
poblaciones P. humanus humanus, BA, HB y GH respectivamente. Utilizando la poblacién
BA como referencia de poblacion de campo se obtuvieron niveles de resistencia de 3,4 (2,66-
4,27) y 119,1 (91,37-155,29) para HB y GH respectivamente. Los intervalos de confianza de
los niveles de resistencia muestran que en todos los casos las DL difieren significativamente.
Utilizando la poblacion P. humanus humanus como referencia se obtuvieron 8,2 (6,37-10,51),
27,6 (23,69-32,11) y 974,7 (802,11-1184,4) para BA, HB y GH respectivamente. Los
intervalos de confianza muestran que hay diferencias significativas entre las DLsg

comparadas.
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Figura 26. Curvas concentracion-respuesta para d-fenotrina en estados
postembrionarios de piojos

7
—BA
6'{ ——HB o
——GH
——— P.humanus humanus
E
[
Q
®
T 57 &
b
o
=
4 - -
0.1 1 10 100 1000 10000
Dosis d-fenotrina (ng/insecto)
Embriones

La tabla 6 muestra los valores de CLsy, los niveles de resistencia y los
correspondientes intervalos de confianza al 95% obtenidos para el insecticida d-fenotrina en
huevos de cada poblacion. En la figura 27 se grafican las curvas concentracion-respuesta para
cada poblacion. Los valores de las pendientes de las curvas con sus errores estandar se

muestran en la tabla 6.

Figura 27. Curvas concentracion-respuesta para d-fenotrina en huevos de piojos
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Las CLso obtenidas fueron 0,018; 3,48; 36,07 y 35,95 %p/v para las poblaciones P.
humanus humanus, BA, HB y GH respectivamente. Utilizando BA como referencia se
obtuvieron niveles de resistencia de 10,4 (7,97-13,48) y 10,3 (8,57-12,45) para HB y GH
respectivamente. Los intervalos de confianza de los niveles de resistencia muestran que en
todos los casos las CLso comparadas difieren significativamente. Utilizando la poblacion P.
humanus humanus como referencia se obtuvieron niveles de resistencia de 190,1 (165,89-
217,82); 1969,7 (1545,41-2510,36) y 1963,1 (1678,67-2296,10) para BA, HB y GH
respectivamente. Los intervalos de confianza muestran que hay diferencias significativas entre

las CLsp comparadas.

Tabla 6. Huevos P. humanus capitis y P. humanus humanus. Pendientes de curva concentracion-

respuesta. CLs y niveles de resistencia para el insecticida d-fenotrina.

Concentracion Letal 50 Nivel de Resistencia Nivel de Resistencia

Poblacion n  Pendiente + ES (%pIv) (95% CL) (95% CL)
) referencia
(95% CL) referencia BA Ph ]
.humanus humanus
P.
0,018
Zumanus 120 5,18 £ 0,287 (0,017-0,019)
umanus.
190,1
BA 410 0,96 + 0,031 3,48 ;
(1,94-5.92) (165,89-217.82)
HB 200 0,83 +0,055 36,07 10,4 1969,7
(19,15-107,69) (7,97-13,48) (1545,41-2510,36)
GH 140 1,66+0,14 35,95 10,3 1963,1
(31,53-41,95) (8,57-12,45) (1678,67-2296,10)

3) Resistencia a carbaril

Estados postembrionarios

La tabla 7 muestra los valores de Dl.s, los niveles de resistencia y los
correspondientes intervalos de confianza al 95% obtenidos para el insecticida carbaril en cada
poblacion. En la figura 28 se grafican las curvas dosis-respuesta para cada poblacion. Los
valores de las pendientes de las curvas dosis-respuesta y sus errores estandar se muestran en la

tabla 7.
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Figura 28. Curvas dosis-respuesta para carbaril en formas eclosionadas de piojos.
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Tabla 7. Estados postembrionarios de piojos. Pendientes de las curvas dosis-respuesta, DLs y niveles

de resistencia al insecticida carbaril.

Nivel de Resistencia

Dosis Letal 50 Nivel de Resistencia (95% CL)
Poblacion n  Pendiente + ES (ng/insecto) (95% CL) o
. referencia
(95% CL) referencia BA
P.humanus humanus
P. humanus 3,98

90 4.41+0,225 - -

humanus. (3,76-4.21)
BA 100 1.33 +0.069 3.79 ) 1,0
W7 e (0.82-1.1)
HB 110 1.46+ 0,072 6.34 1.7 1.6
(2.32-11.53) (139-2,01) (138-1.83)
GH 100 1.67+ 0,088 475 1.3 1.2
(2.47-10,62) (1,06-1,49) (1,06-1,34)

Las DLsp obtenidas fueron 3,98; 3,79; 6,34 y 4,75 ng/insecto para las poblaciones P.
humanus humanus, BA, HB y GH respectivamente. Utilizado la poblacion BA como
referencia, se obtuvieron niveles de resistencia de 1,7 (1,39-2,012) y 1,3 (1,06-1,49) para HB
y GH respectivamente. Los intervalos de confianza de los niveles de resistencia muestran que
las DLso difieren significativamente. Utilizando la poblacion P. humanus humanus como

referencia se obtuvieron 1,0 (0,82-1,1); 1,6 (1,38-1.83) y 1,2 (1,06- 1,34) para BA, HB y GH
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respectivamente. Los intervalos de confianza de las poblaciones HB y GH muestran que hay
diferencias significativas entre las DLs, por el contrario no hay diferencias significativas en
la poblacion BA.

En todos los casos (con BA y P. humanus humanus como referencias) donde existen
diferencias significativas entre las DLsp, los niveles de resistencia son cercanos a 1 ng/insecto
y los intervalos de confianza estan cercanos a incluir el 1.

Embriones

La tabla 8 muestra los valores de CLsy, los niveles de resistencia y los
correspondientes intervalos de confianza al 95% obtenidos para el insecticida carbaril en cada
poblacion. En la figura 29 se grafican las curvas concentracion-respuesta para cada poblacion.
Los valores de las pendientes de las curvas concentracion-respuesta y cada error estandar se

muestran en la tabla 8.

Figura 29. Curvas concentracion-respuesta para carbaril en huevos de piojos
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Las CLso obtenidas fueron 0,02; 0,11; 0,10 y 0,09 %p/v para las poblaciones P. h.
humanus, BA, HB y GH respectivamente. Utilizando la poblacion BA como susceptible se
obtuvieron niveles de resistencia de 0,9 (0.82-1,04) y 0,8 (0,75-0,94) para HB y GH
respectivamente. Para las poblaciones P. humanus humanus y GH las CLsy comparadas
difieren significativamente, pero en el caso de GH el intervalo de confianza esta cercano a
incluir el 1. En el caso de HB las CLs( no difieren significativamente. Utilizando la poblacion

P. humanus humanus como referencia se obtuvieron niveles de resistencia de 4,8 (3,9-5,91);
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4.4 (3,6-5,43) y 4,9 (3,3-4,93) para BA, HB y GH respectivamente. En todos los casos hay

diferencias significativas entre las CLso comparadas.

Tabla 8. Huevos P. humanus capitis y P. humanus humanus. Pendientes de curva concentracion-

respuesta. CLso y niveles de resistencia para el insecticida carbaril.

Concentracion Letal  Grado de Resistencia

Grado de Resistencia

0,
Poblacion  n  Pendiente + ES 50 (%p/v) (95% CL) r(zf-:’: r/zncch)
(95% CL) referencia BA
P.humanus humanus
P. humanus 0.02

120 1,84 £0,144

humanus. (0,019-0,027)
BA 420 1,55+ 0,054 0.11 4.8
(0,06-0,32) (3.90-5.91)
HB 190 229+ 0,104 0.10 0.9 4.4
(0,07-0,16) (0,82-1,04) (3,60-5.43)
GH 100 622+ 0,631 0,09 0.8 49
(0,088-0,100) (0,75-0,94) (3.30-4,932)

4) Resistencia a spinosad

Estados postembrionarios

La tabla 9 muestra los valores de DLsy, los niveles de resistencia y los
correspondientes intervalos de confianza al 95% obtenidos para el insecticida spinosad en
cada poblacion. Las curvas dosis-respuesta se grafican en la figura 30. En la tabla 9 se
muestran los valores de las pendientes de las curvas y sus errores estandar.

Las DLso obtenidas fueron 1,22; 0,93; 1,42 y 2,23 ng/insecto para las poblaciones P.
humanus humanus, BA, HB y GH respectivamente. Utilizando la poblacion BA como
referencia, se obtuvieron niveles de resistencia de 1,5 (1,34-1,72) y 2,4 (2,09-2,74) para HB y
GH respectivamente. Los intervalos de confianza de los niveles de resistencia muestran que
las DLso difieren significativamente. Utilizando la poblacion P. humanus humanus como
referencia se obtuvieron 0,8 (0,65-0,91); 1,2 (0,98-1,39) y 1,8 (1,54-2,2) para BA, HB y GH
respectivamente. Los intervalos de confianza de las poblaciones BA y GH muestran que las
DLso difieren significativamente. Para la poblacion HB no se observa diferencias

significativas entre las DLso.
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Figura 30. Curvas dosis-respuesta para spinosad en estados postembrionarios

de piojos
6 ——BA
——HB
——GH
——Phh
;‘é
e
(22
8 %1
e
©
€
(o]
=
4 -
0.1 1 10 100

Dosis spinosad (ng/insecto)

En los casos donde existen diferencias significativas entre las DLsp los niveles de
resistencia son cercanos a 1 ng/insecto y los intervalos de confianza estan cercanos a incluir el
1. Esto no es asi en el caso de la poblacion GH en referencia a BA, aqui se observa un nivel

de resistencia en el orden de 2 ng/insecto y el intervalo de confianza cercano a 2.

Tabla 9. Estados postembrionarios. Pendientes de las curvas dosis respuesta, DL y niveles de

resistencia para el insecticida spinosad.

Dosis Letal 50 Nivel de Resistencia Nivel de Resistencia

Poblacion n  Pendiente £ ES (ng/insecto) (95% CL) (933 or/;f[f)
(95% CL) referencia BA - hw;znus }:’:n o

P. humanus 1,22

humanus, 0 15720094 94541 - -

BA 140 2,09+ 0,084 0,93 . e st
(0,74-1,18) T

HB 210 1,46 0,055 1,42 1.5 12
(0,86-2,36) (1,34-1,72) (0,98-1,39)

GH 100 1,93 + 0,094 293 2.4 1.8
(1,46-3,29) (2,09-2,74) (1,54-2,2)
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Embriones

La tabla 10 muestra los valores de CLsy, los niveles de resistencia y los
correspondientes intervalos de confianza al 95% obtenidos para el insecticida spinosad en
cada poblacion. En la figura 31 se grafican las curvas concentracion-respuesta para cada
poblacion. Los valores de las pendientes de las curvas y cada error estandar se muestran en la

tabla 10.

Figura 31. Curvas concentracion-respuesta para spinosad en huevos de piojos
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Tabla 10. Huevos P. humanus capitis y P. humanus humanus. Pendientes de curva concentracion-

respuesta. CL50 y niveles de resistencia para el insecticida spinosad.

Concentracion Letal Nivel de Resistencia Nivel de Resistencia

0,
Poblacién n  Pendiente + ES 50 (Y%p/v) (95% CL) (rzgef; fcfz
(95% CL) referencia BA
P.humanus humanus
P. humanus 0,01

120 0,68 + 0.046 = =

humanus. (0,004-0,045)
L1
BA 300 1.42 +0.054 0.01 ) *
(0.008-0,015) (H:78-1,42)
HB 150 1.51+0.116 0.006 0.5 0.5
(0.003-0,009) (0.41-0,62) (0.38-0.73)
GH 180 1.15+ 0,064 0.01 1.0 1.0
(0,003-0,03) (0,82-1,19) (0.76-1.42)
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Las CLsy obtenidas fueron 0,01; 0,01; 0,006 y 0,01 %p/v para las poblaciones P. A.
humanus, BA, HB y GH respectivamente. Utilizando la poblaciéon BA como susceptible se
obtuvieron niveles de resistencia de 0,5 (0,41-0,62) y 1,0 (0,82-1,19) para HB y GH
respectivamente. El intervalo de confianza del nivel de resistencia muestra que para HB las
CLsy comparadas difieren significativamente. En el caso de GH las ClLsy no difieren
significativamente. Utilizando la poblacion P. humanus humanus como referencia se
obtuvieron niveles de resistencia de 1,1 (0,78-1,42); 0,5 (0,38-0,73) y 1,0 (0,76-1,42) para
BA, HB y GH respectivamente. BA y GH muestran diferencias significativas en las CLs

comparadas. La poblacion HB no muestra diferencia significativa.

5) Resistencia a DDT

Estados postembrionarios

La tabla 11 muestra los valores de DLs,, los niveles de resistencia y los
correspondientes intervalos de confianza al 95% obtenidos para el insecticida DDT en cada
poblacion. En la figura 32 se grafican las curvas dosis-respuesta para P. humanus humanus y

BA. Los valores de las pendientes de las curvas y sus errores estandar se muestran en la tabla

11

Figura 32. Curvas dosis-respuesta para DDT en estados postembrionarios

de piojos
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Las DLso obtenidas fueron 0,067; 1,73; >5 y >5 pg/insecto para las poblaciones P.
humanus humanus, BA, HB y GH respectivamente. Utilizando la poblacion BA como

referencia, se obtuvieron niveles de resistencia de >2.8 y >2.8 para HB y GH respectivamente.




Para la poblacion P. humanus humanus las DLsy difieren significativamente. Para las
poblaciones HB y GH no hay intervalos de confianza. Utilizando la poblacion P. humanus
humanus como referencia se obtuvieron 25,8 (17,18-38,76); >74 y >74 para las poblaciones
BA, HB y GH respectivamente. La poblacion BA mucstra quc las DLso difieren

significativamente. Para las poblaciones HB y GH no hay intervalos de confianza.

Tabla 11. Estados postembrionarios de piojos. Pendientes de las curvas dosis respuesta, DLs, y niveles

de resistencia para el insecticida DDT.

Dosis Letal 50 Nivel de Resistencia Nivel de Resistencia

Poblacion n  Pendientet ES  (pg/insccto) (95% CL) gg; fcl.Z
(95% CL) referencia BA Ph
.humanus humanus
P. humanus 0,07
humanus, 0 11020731 4 666.0.071)
25,8
BA 80 0,57 10,048 1,73 >
(1,25-2,53) (17,18-38,76)
HB 80 >5 >2.8 >74,6
GH 80 >5 >2.8 >74,6
Embriones

La tabla 12 muestra los valores de CLsg, los niveles de resistencia y los
correspondientes intervalos de confianza al 95% obtenidos para el insecticida DDT en cada
poblacion. En la figura 33 se grafican las curvas concentracion-respucsta para P. humanus
humanus, BA y HB. Los valores de las pendientes de las curvas y sus errorcs estandar sc
muestran en la tabla 12.

Las CLso obtenidas fueron 0,13; 24,84; 24,24 y >50 %p/v para las poblaciones P. A.
humanus, BA, HB y GH respectivamente. Utilizando BA como poblaciéon susceptible se¢
obtuvieron niveles de resistencia de 1,0 (0,65-1,48) y >2 para P. humanus humanus, HB y GH
respectivamente. En el caso de HB las CLsy no difieren significativamente. Utilizando la
poblacion P. humanus humanus como referencia se obtuvieron niveles de resistencia de 188,6
(117,22-303,59); 184,5 (124,11-272,99); >400 para BA, HB y GH respectivamentc. En las

tres poblaciones hay diferencias significativas entre las CLso comparadas.
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Figura 33. Curvas concentracién-respuesta para DDT en huevos de piojos
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Tabla 12. Huevos P. humanus capitis y P. humanus humanus. Pendientes de curva concentracion-

respuesta. CLsq y niveles de resistencia para el insecticida DDT.

Concentracion Letal

Grado de Resistencia

Grado de Resistencia

0,
Poblacién n  Pendiente + ES 50 (%p/v) (95% CL) (:fi r/ ;nccl;)
(95% CL) referencia BA " :
P.humanus humanus
P. 0,13 0,005

humanus 80 0,85 + 0,089

humanus.

(0,10-0,19)

(0,003-0,009)

188.6
BA 120 0,60+ 0,057 24,8 : ’
(11.91.75,09) (117,22-303,59)
HB 120 1,15+ 0,072 24,2 1,0 184,1
(11,75-59,70) (0,65-1,48) (124,11-272,99)
GiEi 120 1,66+0,14 > 50 >2 > 400
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b) TOXICOLOGIA 2: inhibicién de complejos enzimaticos (in vivo)

La tabla 13 muestra los porcentajes de mortalidad para dosis unica de d-fenotrina, y
coexposicion de d-fenotrina y los inhibidores (butéxido de piperonilo y trifenilfosfato). Se
observé un mayor porcentaje de mortalidad con el butéxido de piperonilo tanto en embriones
como en estados postembrionarios. En el caso de inhibicion con trifenilfosfato, sélo se
observé aumento de mortalidad en el caso de estados postemrbionarios. La dispersion de los
resultados obtenidos por el doble tratamiento tanto en adultos como en embriones no

permitieron realizar prueba de significacion.

Tabla 13. Inhibicion in vivo. Porcentaje de mortalidad con d-fenotrina, Butoxido de piperonilo y

trifenilfosfato

Estados Postembrionarios Embriones
Pretratamiento BP* TPP’ BP* TPP’
P.  huamnus |44 + 20 100 46 + 30 146 +32 [|47+14,5 |-
humanus*
BA** 65+13 84 +23 75 22+ 18 26+ 4 225+4
HB** 44+ 16 53+23 64 +26 18+ 16 44 + 14 225+ 18
GH** 10+9 42 +25 43 +40 12+5 33+ 15 17+3.5

*Estados postembrionarios d-fenotrina 0,1 pug/ul, embriones d-fenotrina 0,01% p/v

**P. humanus capitis. Estados postembrionarios d-fenotrina 1pg/ul. Embriones d-fenotrina 10% p/v.
? Estados postembrionarios 150%. Embriones 10% p/v.
} Estados postembrionarios 150%. Embriones 10% p/v
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¢) BIOQUIMICA
1) Actividad del complejo enzimatico P450 (actividad oxidasa)

Estados postembrionarios

En este trabajo solo se determiné la actividlad ECOD (actividad oxidasa) de la
poblacion HB. La actividad oxidasa de la poblacion BA y de la poblacion GH fueron
determinaron en el trabajo de Gonzalez Audino et al (2004) y tales valores son utilizados en
este trabajo. L.a actividad es expresada en nanogramos de hidroxicumarina (producto de la
reaccion de deetilacion) en las 4 horas de incubacion.

La tabla 14 muestra los valores de actividad etoxicumarina-deetilasa para la poblacion
susceptible BA y las dos poblaciones resistentes HB y GH. La poblacion susceptible mostré el
nivel mas bajo de actividad (4,5+0,39 ng x 200ul" x 4hs™). La poblacién de alta resistencia
(segun resistencia a permetrina, ver materiales y métodos) mostré el nivel mas alto de
actividad (15,6t£1,85 ng x 200;1['l x 4hs'). La poblacion de resistencia media (segin
resistencia a permetrina) mostrd un nivel de actividad intermedio BA y GH (10,56 1,32 ng x

200p!” x 4hs™).

Tabla 14. Actividad oxidasa (etoxicumarina-O-deetilasa) en adultos de piojos

Actividad etoxicumarina-()-deetilasa (ng
Poblacion
x 200pi™ x 4hs™)

P humanus 32+0,5

humanus

BA* 4,7+0,39

HB 10,6 £ 1,32

GH* 12,3+ 1,85

*Datos extraidos de Gonzilez Audino et al (2004)

Embriones

Se intentdé determinar las condiciones optimas de medicién de actividad oxidasa
(actividad etoxicumarina-O-deetilasa 6 ECOD) en huevos tardios. Para ello se estudid la
actividad oxidasa en funcién del nimero de huevos y en funcidon de la concentracion de
sustrato (7-etoxicumarina) (figs. 34 y 35). En ambos casos no se obtuvo relacion entre la
variable dependiente (actividad oxidasa-fluorescencia) y las variables independientes
(concentracion de sustrato y nimero de huevos), indicando que éste metodologia no permite

medir actividad oxidasa en huevos de P. humanus capitis.
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Figura 34. Actividad oxidasa vs concentracion de sustrato en huevos
de piojos.
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Figura 35. Actividad oxidasa en funcién del nimero de huevos.
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2) Actividad Hidrolasa (Esterasa)

e Método de Gomori

Estados postembrionarios

Se determiné la concentracion de sustrato Optima para la determinacion de actividad.
La figura 36 muestra el aumento de la actividad (absorbancia) a medida que aumenta la
concentracion de sustrato. Se determind como la concentracion Optima de sustrato aquella que
mostré mayor actividad. La concentracion o-naftilacetato que mostr6 la mayor actividad
elegida fue la mayor concentracion utilizada, 0,56 mg/ml. No se pudo aumentar la
concentracion de sustrato debido al limite de solubilidad de éste en el medio de incubacion

(acetona y buffer fosfato).
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Figura 36. Actividad vs Concentracion sustrato. Adultos
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Figura 37. Actividad alfa naftil acetato esterasa en estados
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La figura 37.y la tabla 15 muestra la actividad a-naftilacetato esterasa en adultos de P.
humanus capitis. La poblacion P humanus humanus difiere significativamente de la actividad
observada en HB y GH (p<0,05), sin embargo no hay diferencias significativas entre las
poblaciones de P. humanus capitis (p>0,05).

Embriones

Se determind la concentracion de sustrato (a-naftilacetato) éptima para la medicion en
huevos. La figura 38 muestra el aumento de actividad (absorbancia) en funcion de la
concentracion de o.naftilacetato. Se determiné como Optima la mayor concentracion de o-

naftilacetato utilizada en el analisis, 0,56 mg/ml, ya que es la concentracion que mostré6 mayor




actividad. Por razoncs dc solubilidad del a-naftilacetato en acetona y buffer fosfato (1:4) no
se pudo analizar concentraciones mayores.

También se determiné el nimero de huevos dptimo para utilizar en el homogenato
muestra. La figura 39 muestra el aumento de actividad en funcién de la cantidad de huevos
utilizada en el homogentato. La figura muestra el aumento en la actividad esterasa con
aumento en la cantidad de muestra utilizada, y también que fue posible medir actividad en
todos los homogenatos utilizados. La determinacion del numero de huevos 6ptimo fue un
compromiso entre la actividad medida, la cantidad de huevos disponibles para la experiencia
y la practicidad en el manejo de tal cantidad de huevos, siendo el altimo factor criterio
subjetivo del invetigador. Teniendo en cuenta tal compromiso se determind el nimero de 5

huevos por homogenato como nimero 6ptimo.

Figura 38. Actividad esterasa vs sustrato (alfa-naftilacetato). Huevos
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Figura 39. Actividad alfa-naftilacetato esterasa vs numero de huevos.
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El aumento de la actividad a-naftilacetato esterasa en funcién del aumento de la
concentracion de sustrato y de la cantidad de muestra (figs. 38 y 39) permitié considerar el
método de Gomori como un método viable para la medicion de actividad esterasa en huevos
de P. humanus capitis, y como posible método para observar diferencias en la actividad

enzimatica entre poblaciones resistentes y suscepetibles.

Figura 40. Actividad alfa-naftil acetato esterasa en

embriones de piojos
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Tabla 15. Actividad a-naftilacetato estarasa en huevos y adultos de piojos.

Poblacién Embriones Estados postembrionarios
uM o-naftol (huevo)'(10min)” | pM a-naftol (insecto)'(10min)’
Phh 6.8+ 1,11 42,2+2.4*
BA 6,0 £ 1,30 37,9 +9.41
HB 59%13 34,8+ 3,10
GH 56%12 34,0 + 6,62

*Muestra diferencias significativas con las poblaciones HB y GH

La figura 40 y la tabla 15 muestran la actividad a-naftilacetato esterasa en embriones
para cada poblacion utilizada. Si bien fue posible medir actividad esterasica en huevos por
este método, el tipo de esterasas determinadas con la hidrolisis enzmatica del a-naftilacetato
no muestra diferencias en actividad entre las poblaciones estudiadas (p>0,05).

Aunque no se observan diferencias significativas entre las poblacines es interesante
notar que la relacion de actividad de a-naftil acetato esterasa entre las poblaciones muestra un

perfil similar en embriones y estados postembrionarios. Esto es, el nivel de actividad
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desciende desde P. humanus humanus (poblacion susceptible) hasta GH (poblacién con
mayor resistencia detectada). Teniendo en cuenta esto se realizaron correlaciones no
paramétricas (correlacion de Spearman) para embriones y estados postembrionarios entre
actividad y nivel de resistencia a permetrina. Cuando se consideraron todos los valores de
actividad la correlacion resulté no significativa, sin embargo cuando sélo se utilizaron los
valores de actividad media la correlacion fue significtiva en embriones y estados

postembriones (p<0,005)

Método de Ellman

Estados postembrionarios

Se utiliz6 para la medicion de PTA esterasas en estados postembrionarios la
concentracion de 60 mM ya probada en el CIPEIN. La figura 41 y la tabla 15 muestran la
actividad esterasa en formas eclosionadas. También se muestran la actividad esterasa en
presencia del inhibidor eserina. No se observaron diferencias significativas en las actividades
enzimaticas entre las poblaciones con o sin eserina (p>0,05). No fue posible la medicion de
actividad en P. humanus humanus debido a que hubo interferencia del homogenato con la

técnica de medicion.

Figura 41. Actividad PTA esterasa en estados postembrionarios
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Embriones

Se determino la concentracion de sustrato (acetato de tiofenol) 6ptima y el nimero de
huevos optimo para la medicion de actividad esterasa por este método. La figura 42 muestra

la actividad esterasa en funcion del nimero de huevos en homogenato. Se observa que fue
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posible medir actividad esterasa en el rango de cantidad de huevos utilizados (1, 5, 10 y 15
huevos en 150ul de homogenato). La cantidad de huevos elegida fue de 5 huevos en 150ul de
homogenato. l.a figura 43 muestra la actividad esterasa en funcion de la concentracion de
sustrato. Debido a la saturacién en la medicion de absorbancia en las concentraciones mas
altas utilizadas (90 y 180mM) se eligi6é la siguiente concentracion mas alta, 60 mM. El
aumento de la actividad esterasa hacia el sustrato PTA en funcion con el aumento de la
concentracion de sustrato y de la cantidad de muestra (figs. 42 y 43) permitié considerar el
método de Ellman como un método viable para la medicion de actividad esterasa cn
embriones de P. humanus capitis, y como posible método para observar diferencias en la

actividad enzimatica entre poblaciones resistentes y susceptibles.

Figura 42. Actividad esterasa sobre PTA vs nimero de huevos
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Figura 43. Actividad esterasa vs sustrato (PTA) en huevos.
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La Figura 44 y la tabla 16 muestra la actividad PTA esterasa en embriones en las
poblaciones utilizadas. También se muestra la actividad esterasa en presencia del inhibidor de
colinesterasas eserina. No se observo aumento o disminucion de la actividad PTA esterasa en
relacion a las poblaciones con distintos niveles de resistencia a piretroides. Sin embargo la
poblacion P. humanus humanus mostré diferencias significativas con las poblaciones BA y
HB cuando la actividad PTA esterasa fue medida sin el inhibidor de colinesterasas eserina

(p<0,05).

Figura 44. Actividad PTA esterasa en embriones de piojos

Bl con eserina (0,1mM)
B sin eserina

Actividad

Phh BA HB GH

Poblacién . :
Actividad = uM sustrato hidrolizado x min x huevo’

Tabla 16. Actividad PTA esterasa en adultos y embriones de piojos

Poblacion Embriones Estados postembrionarios
uM tiofenol (huevo)'(min)" 1M tiofenol (insecto)”(min)’!
- eserina - eserina

P humanus humanus 1,05 +0,071 0,83 +£ 0,031 = =

BA 1,33 £ 0,149 0,79 + 0,049 4,45+0,210 4,14+ 0,119
HB 1,18 £ 0,022 0,78 + 0,006 4,48 £ 0,276 4,19 +0,192
GH 1,08 + 0,190 0,79 + 0,028 4,73 £ 0,373 4,19 + 0,137

Método fluorométrico
Estados postembriones
Se determind la concentracion de sustrato Optima para la medicion de actividad

permetrato esterasa en estados postembrionarios. La figura 45 muestra el incremento de la
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actividad detectada en funcion del incremento de concentracion de sustrato. Se decidio utilizar
3,5 mM de permetrato de cumarina ya que fue la concentracion en que mas actividad fue

detectada.

Figura 45. Actividad permetrato esterasa vs concentracion de sustrato
en estados postembrionarios de piojos.
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La figura 46 y la tabla 16 muestra la actividad permetrato esterasa en las poblaciones
estudiadas para los estados embrionarios. La actividad permetrato esterasa de la poblacion P.
humanus humanus mostro diferencias significativas con las tres poblaciones de P. humanus
capitis (BA, HB y GH) (p<0,05). No se observan diferencias en la actividad permetrato
esterasa en relacion a los distintos niveles de resistencia a piretroides demostrados en cada

poblacion estudiada.

Figura 46. Actividad permetrato esterasa en adultos
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Embriones

Se determind la concentracion de sustrato (permetrato de cumarina) Optima y el
nimero de huevos dptimo para la medicion de actividad permetrato esterasa en embriones. La
figura 47 muestra la actividad esterasa en funcion de la concentracidn de sustrato. Teniendo
en cuenta que a partir de la concentracion de 0,35mM la actividad esterasa no varia hacia las
concentraciones mas altas, se decidio utilizar la concentracion de sustrato de 0,35mM. La
figura 48 muestra la actividad esterasa en funcion de la cantidad de huevos en el homogenato.
No se pudo medir actividad utilizando 1 huevo por homogentato, pero se ha obtenido buena
actividad con homogenatos de 5, 10 y 15 huevos. Considerando, la actividad obtenida, la
practicidad en el manejo del material y la cantidad del material disponible se decidio utilizar 5

huevos por homogenato.

Figura 47. Actividad permetrato esterasa vs concentracion de sustrato
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Figura 48. Actividad pemetrato esterasa vs nimero de huevos de piojos
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Figura 49. Actividad permetrato esterasa en embriones.
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La figura 49 y la tabla 17 muestra la actividad permetrato esterasa en huevos para cada
poblacion de piojos. No se observaron diferencias significativas en la actividad permetrato

esterasa entre las poblaciones estudiadas (p>0,05).

Tabla 17. Actividad permetrato esterasa en embriones y adultos

Huevos® Adultos’
Poblacién ng x plI" x min” ng x pl" x min™
7-hidroxicumarina 7-hidroxicumarina
P. humanus humanus 62x10%+39x10™ 0,00179 +52 x 107 *
BA 76x10*+3,1x10* 0,0024 + 6.5 x 10™
HB 54x10%+1,7x 10 0,0035+ 1,1 x 107
GH 83x10"+4,1x10™ 0,0024 +6,5x 10™

*homogenato = 5 huevos en 200ul
® homogenato = 1 adulto en 200yl
* diferencia significativa (p<0,05) con BA, HB y GH




000 000000000000 0000000000000000000000000000000



DISCUSION

Gran parte dec la actividad intelectual del hombre se centra en generar nuevos
conocimientos y cxplicar los fenomenos naturales. Este objetivo ha sido y es, no sicmpre pero
si muchas veces, exitosamente alcanzado. El desarrollo de una rigurosa metodologia de
observacién y documentacion, posible explicacion (hipotesis), cxperimentacion y analisis, y
confrontacion (refutacion o no), fue responsable en gran medida de los innumerables
conocimientos obtenidos. En cste sentido no cs dificil vislumbrar el tremendo impacto de esta
metodologia, el método cientifico, en la evolucion cultural humana.

La particular dinamica dcl método cientifico pucde permitir y/o requerir el planteo y
cumplimiento de objetivos a posteriori que no estaban dentro de los objetivos originales de un
determinado proyecto de investigacion. En algunos casos, se plantean nuevos objctivos
desprendidos del cuerpo principal de la investigacion, segun el interés y gusto del
investigador, que amplian el proyecto original pero que no estan involucrados necesariamente
en el desarrollo de los objetivos originales. En otros casos en el desarrollo de una
investigacion resulta necesario, a fin de alcanzar los objetivos originales, el desarrollo de una
técnica o la adquisicion de un conocimiento, y esa actividad por si misma se convierte en
parte de los objetivos a cumplir en tal investigacion (hasta puede convertirse en un proyecto
independiente). En este contexto, el desarrollo del presente trabajo de tesis requirio el planteo
de objetivos a posteriori necesarios para poder alcanzgr los objctivos originales. Teniendo en
cuenta esto Ultimo, durante el desarrollo de esta discusion, no solo se analizaran y discutiran
los objetivos originales, sino que también se referiran y discutiran aquellos objetivos a
posteriori y que, como tales, no fueron enunciados en la introduccion.

El estudio de procesos toxicologicos en general, y de resistencia a insecticidas cn
particular, en huevos de piojos afectando al hombre es practicamente inexistente. Por lo tanto,
y a pesar de la medianamente extensa bibliografia sobre biologia general de los piojos del
hombre y de los mas escasos trabajos sobre sus huevos (Buxton, 1946; Wigglesworth, 1972;
Kim & Ludwig, 1978; Berman, 1979; Hinton, 1981; Hatsushika et al, 1983; Kettle, 1995,
Burkhart ef al, 1999 a), b) y c); Ibarra, 1993; Picollo, 1999b)), ciertos aspectos del desarrollo
embrionario de P. humanus capitis y P. humanus humanus relcvantes para un cstudio
toxicologico son desconocidos. Estos aspectos fueron algunos de los mencionados objetivos a

posteriori de la presente tesis.



Desarrollo embrionario: objetivos “a posteriori”

a) Marcadorcs morfologicos: soluciéon al problcma dcl desarrollo continuo dcl
embrién.

El objetivo de cstudiar la embriogénesis de P. humanus capitis y P. humanus humanus
fue conocer el material a utilizar en el trabajo (huevos) a fin de homogeneizar las variables
morfdlégicas-ﬂsiolégicas y la influencia sobre los aspectos toxicoldgicos a estudiar. Cuando
se trabaja con los estadios post-embrionarios discretos (el crecimiento postembrionario de los
artropodos no es continuo), y si la cria en laboratorio esta puesta a punto, cs relativamente
facil homogeneizar la muestra experimental en cuanto a edad y tamafio de los individuos. Si
esto no es posible, como cuando se trabaja en campo o con especies que no sc crian en
laboratorio, se toman individuos del mismo estadio, minimizando la variabilidad debido a la
edad dentro de cada estadio con un mayor nimero de individuos utilizados en el bioensayo.
La existencia de estadios discretos permite al investigador acotar en gran medida las edades
desconocidas de los individuos recolectados y como consecuencia, disminuir en la muestra la
variacion fisiologica y morfoldgica experimentada por cada individuo a lo largo de su vida.
De esta manera sc logra minimizar la varacion en los procesos toxicocinéticos y
toxicodinamicos debido a la edad. Se debe temer en cuenta sin embargo, que la
homogenizacion de la variabilidad fisiologica no es total ya que ciertos procesos fisiologicos
varian significativamente a lo largo de cada estadio (control enddcrino del proceso de muda,
biorritmos, ctc) afectando los procesos toxicoldgicos durante ese periodo.

Cuando se trabaja con huevos, se esta trabajando con embriones en desarrollo en los
cuales los cambios morfolégicos-fisiologicos son continuos (no discretos) y extremadamente
importantes. Como vimos en la introduccion, la embriogénesis se trata de un periodo de
desarrollo progresivo y continuo que involucra eventos bioquimicos, genéticos, fisiologicos y
morfologicos relacionados a los procesos de diferenciacion celular, crecimiento vy
morfogénesis (Gilbert, 1997). En resumen, un huevo recién fecundado es radicalmente
diferente de un huevo a mitad del desarrollo y éste a su vez diferente de uno que esté por
eclosionar.

Teniendo en cuenta lo dicho anteriormente, los procesos toxicocinéticos y
toxicodinamicos variaran significativamente en el transcurso del desarrollo embrionario. En
este sentido se hace indispensable trabajar con embriones en el mismo estado temporal de la
embriogénesis. A fin de homogenizar el material de estudio (trabajar con embriones de la
misma edad) es importante contar con marcadores, relativamente faciles de reconocer, de las

distintas fases del desarrollo del embrion de manera de transformar la variacion continua en



variacion discreta. En este sentido, la detallada observacion a lupa y el consiguiente
conocimicnto adquirido sobrc los hucvos y embriones de piojos cn desarrollo, permitio
alcanzar este objctivo a posteriori.

Este trabajo de tcsis permitio definir ctapas en el dcsarrollo embrionario de P.
humanus capitis 'y P. humanus humanus a partir de la morfogénesis de caractcres
(marcadorcs) observados a través del corion: manchas oculares y apéndices. Ll paso clave en
la transformacion de la variacion continua a una variacion discreta fue definir estados a partir
del desarrollo continuo de cada caracter morfologico elegido. FFinalmente, la combinacion de
los estados de cada caricter permiti6 identificar tres etapas de la embriogénesis: embriones en

desarrollo temprano, embriones en desarrollo medio y embriones en desarrollo tardio.

b) El laboratorio como incubador de embriones de piojos

Otro aspecto que fue necesario conocer para el desarrollo de los objetivos de cste
trabajo fue el de las condiciones Optimas ambientales para el desarrollo y eclosion de los
hucvos en laboratorio. Como es conocido, las condiciones de temperatura y humedad relativa
influyen drasticamente en el desarrollo embrionario de los insectos (Wigglesworth, 1972;
Hinton, 1981; Gillott, 1981). Existen combinaciones de temperatura y humedad que originan
altos porcentajes de eclosion y otras combinaciones donde el porcentaje de interrupcion del
desarrollo embrionario y muerte del embrion sera elevado (Hinton, 1981). Para ¢l caso de P.
humanus ¢l conocimiento de las condiciones 6ptimas de temperatura y humedad relativa para
el desarrollo embrionario y eclosion en laboratorio fue fundamental en los bioensayos donde
se observaron y analizaron datos de accion ovicida. Las condiciones Optimas aseguraron un
alto porcentaje de eclosion en los huevos control, hecho que permite estimar que la mortalidad
(interrupcidn del desarrollo y/o no eclosion) observada en los grupos tratados se debid
justamente al tratamiento, en este caso al insecticida. Los ensayos de temperatura y humedad
relativa fueron realizados solo para los embriones de P. humanus capitis ya que existen
estudios previos sobre las condiciones optimas de desarrollo en laboratorio para P. humanus
humanus, con cepas criadas desde hace muchos afios en varios laboratorios del mundo
(Buxton, 1946; Mumcuoglu e al, 1990).

La temperatura de incubacion de huevos de P. humanus capitis demostrd ser un
requerimiento critico para la eclosion de embriones, resultando Optimas temperaturas de 27 y
31°C, e inhibidoras del desarrollo temperaturas de 18 y 23°C. La humedad relativa también
influyo en los porcentajes de eclosion. En las tres etapas del desarrollo embrionario estudiadas

las humedades Optimas de incubacion fueron 45 y 75% de humedad relativa. A diferencia de



lo observado para bajas temperaturas, la baja humedad relativa (17, 20 y 26%) no altero el
dcsarrollo, particularmentc e¢n cmbriones en desarrollo medio y tardio (niveles de eclosion
superiores al 70%). Los rangos de tempcratura y humedad relativa establecidos para P.
humanus capitis (45-75 % de HR y 27-31°C) son comparablcs a aqucllos obtenidos para P.
humanus humanus (50-60% HR y 28-31°C). Dentro de estos rangos Optimos, los valores de
temperatura y humedad relativa utilizados cn los bioensayos con cmbriones fueron clegidos
segun criterio de practicidad.

El analisis de los resultados obtenidos para P. humanus capitis acrecienta ¢l valor de
los ensayos realizados. Esto es, la busqueda de las condiciones ambientales ptimas resultan
aun mas dccisivas en cl éxito del bioensayo cuando se trabaja con especies donde los
embriones toleran un estrecho rango de temperatura y/o humedad relativa como se observa
para P. humanus capitis.

Esta caracteristica ha sido reportada para otros huevos del orden Phthiraptera (orden
que agrupa a los piojos “mordedores” y “chupadores”) los cuales toleran solamente un
estrecho rango de temperatura y humedad relativa (Hinton, 1981). Esto parece estar
rclacionado a la escasa variacion ambiental al que son expuestos los piojos en su habitat
natural (la superficie de la piel y debajo del pelajc) mientras las condiciones cxternas no
afecten la temperatura o humedad de la piel. Entre otros ejemplos los embriones de Damalinia
equi (Denny) desarrollan sélo entre 31 y 39°C y los huevos de Linognathus pedalis (Osborne)
eclosionan entre 33 y 38°C (Hinton, 1981). Con respecto a la humedad relativa, los huevos de
Damalinia ovis (Schr.) siguen desarrollando luego de la inmersion en agua observandose una
apreciable mortalidad después de los 7 dias de inmersion. En esta misma especie, la
exposicion a una humedad relativa superior a 90% durante las 24 horas previos a la eclosion
evita la emergencia de la primera ninfa, y la eclosion cesa inmediatamente con la exposicion a
100% de HR (llinton, 1981). En el caso de los piojos parasitos del hombre, el mas estudiado
fue P. humanus humanus. Huevos menores a 5 dias de desarrollo mostraron temperaturas
letales de 53,5; 52 y 50°C con 5, 10 y 30 minutos de exposicion, y huevos de 8 6 mas dias de
desarrollo no eclosionaron con temperaturas de 46-47°C (Buxton, 1946). Huevos mantenidos
a una temperatura constante eclostonan entre los 24 y 37°C con tasas de eclosion de 70-90%
cntre los 29 y 31°C, disminuyendo el tiempo de desarrollo con las temperaturas mas altas
(Buxton, 1946; Hinton, 1981; Ibarra, 1993; Kettle, 1995). Algunos huevos mantenidos a
temperaturas por debajo del rango favorable (<24°C) pueden cclosionar si son transferidos a
tcmperaturas favorables, cxisticndo un limite en cl nimero de dias en que fucron mantenidos

a baja temperatura (11 dias a 23°C, 7 dias a 19°C y 6 dias a 8°C) (Buxton, 1946). La humedad
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relativa no afecta el tiempo de eclosion, pero la alta o baja humedad aumenta la mortalidad
(Buxton, 1946; Kettle, 1995). Las mayores tasas de cclosion fucron obscrvadas centre 40 y
90% de humedad relativa (segun la temperatura de incubacién) (Buxton, 1946; Hinton, 1981).
De esta mancra el cstrecho rango de condicioncs ambicntales tolcrado por cl desarrollo
embrionario de P. huamanus capitis esta en concordancia con lo que parece ser una

caractcristica dcl orden Phthiraptera.

Una vez discutido los objetivos que han permitido realizar exitosamente los
biocnsayos con huevos, pasaremos a discutir los resultados de tales experiencias y aquellas

realizadas cn paralelo con adultos y centramnos en los objetivos originales de la tesis.

La verdadera poblacién susceptible

Una cuestion prioritaria para el analisis de la resistencia es la relacionada con la
poblacion susceptible o la poblacion sobre la cual se cuantifican los niveles de resistencia dc
las restantes poblaciones analizadas. En materiales y métodos se describiecron dos poblacioncs
de referencia: BA (P. humanus capitis) y P. humanus humanus. En primera instancia se debe
considerar que una poblacion de referencia no es lo mismo que una poblacion susceptiblec.
Una poblacién susceptible no presenta individuos resistentes o, si los hay, estan cn una
frecuencia muy baja. En términos genéticos esto significa que en la poblacion no hay
presencia de algin alelo resistente (mutacion que origina la resistencia individual) o que la
frecuencia de algun alelo resistente ¢s muy baja. Generalmentc estas poblaciones susceptibles
son aquellas que nunca han tenido contacto con insecticidas, pudicndo ser poblaciones de
campo aisladas del control quimico o poblaciones criadas por varias generaciones en
laboratorio. Sobre esta poblacion se comparan los parametros toxicologicos estimados de las
restantes poblaciones en estudio a fin de cuantificar la resistencia (niveles de resistencia), por
lo que se la puede denominar también poblacion de referencia. I'n algunas situaciones es
imposible contar con alguna poblacion verdaderamente susceptible. En estos casos se puede
utilizar aquella poblacion de campo mas susceptible (o mejor dicho menos resistente) con
respecto al resto de las poblaciones estudiadas, sobre la cual no es posible ascgurar que la
frecuencia de alelos que confieren resistencia no fue alterada por la seleccion con insecticidas.
Esta poblacion es tomada también como poblacion de referencia (ya que las otras poblaciones
se comparan con ella); pero se debe tener presente en todo el analisis posterior que
probablemente no sea una poblacion verdaderamente susceptible (podria serlo, pero es menos

probable) y que, en consecuencia, los niveles de resistencia obtenidos muy posiblemente scan



subestimados. Un problema adicional es que esta poblacion de referencia, muy probablemente
no susceptible, va cambiando en el tiempo su estructura génica (su propio “nivel de
resistencia”), consecuencia de la scleccion con insecticidas, imposibilitando el seguimiento
temporal de la resistencia de las demas poblaciones.

En el caso de P. humanus capitis, como ya hemos explicado en materiales y métodos,
es imposible la cria en laboratorio de este insecto. Por otra parte, es muy dificultoso encontrar
poblaciones de campo que no hayan tenido contacto con productos pediculicidas. Es necesario
entonces recurrir a la estrategia de utilizar la poblaciéon menos resistente como referencia. Este
es el caso de la eleccion de BA como poblacion de referencia. Por otro lado varios autores
avalan el uso de P. humanus humanus como poblacion de rcferencia y realmente susceptible
(Mumcuoglu et al. 1990; Hemingway ef al. 1999; Downs et al. 2000; Amevigbe et al. 2000)
aprovechando la estrecha proximidad filogenética de estos dos organismos (unas veces
considerados especies hermanas, otras subespecies de una misma especie) en combinacion
con la posibilidad de su cria en laboratorio. Sobre la base de estos antecedentes, en julio de
2002 el CIPEIN comenz9 la cria en laboratorio de P. humanus humanus a partir de una cepa
provenicnte de University of Queensland, Brisbane, Australia (gentileza del Dr. Barker). Esto
permitio replanificar este trabajo de tesis tomando dos poblaciones de referencia: la poblacion
BA y, por primera vez en estudios de resistencia a insecticidas en piojos en Argentina, la
poblacion de cria en laboratorio de P. humanus humanus. Teniendo en cuenta el razonamiento
cxpresado hasta este momento, la poblacién BA probablementc no sea una verdadera
poblacion susceptible y por lo tanto la respuesta toxicoldgica de esta poblacion no serd
comparable a una poblacién de laboratorio como P. humanus humanus. Esta apreciacion se
encuentra apoyada por tres aspectos evidenciados en este trabajo de tesis:

Lo primero que se observa es que la poblacion BA muestra mayores CLsg 0 DLs para
los insecticidas donde se observa resistencia (DDT y piretroides) que P. humanus humanus. Si
bien este hecho por si mismo no es indicativo de la resistencia de BA (ya que estamos
comparando dos organismos distintos, P. humanus capitis vs P. humanus humanus, y la
mayor CLso pucde también ser indicativo de una mayor tolerancia o respuesta natural al
insecticida en BA), al existir otras evidencias en el mismo sentido (siguiente parrafo) su valor
como evidencia de resistencia en BA se ve aumentado .

En segundo lugar se observa que las curvas dosis-respuesta de la poblacion BA en
general sc solapan, y hasta se cruzan con aquellas de las poblaciones consideradas mas
resistentes. El solapamiento de curvas dosis-respucsta cntre dos poblaciones evidencia que

una de las poblaciones contiene individuos con respuesta toxicologica similar a individuos



pertenecientes a la otra poblacion (ffrench-Constant, 1990). Segin este razonamiento, la
poblacion BA conticne individuos con respucsta toxicologica comparable a la de individuos
pertenecientes a las poblaciones mas resistentes (HB y GH). Esto se observa claramente en las
curvas de la poblacion BA para d-fenotrina, tanto para adultos como para huevos. También sc
observa solapamiento de BA con P. humanus humanus, mostrando la existencia de individuos
con respuesta comparable a la de aquella poblacion. La existencia de cstos ultimos individuos
nos indica que la tolerancia basal de la poblacion BA es comparable a la poblacion P.
humanus humanus y por lo tanto la mayor CLso observada en BA (parrafo anterior) evidencia
el desarrollo de resistencia en esta poblacion.

En tercer lugar, y quizas la evidencia mas especulativa, se observa que la poblacién
BA muestra en general curvas dosis respuesta con valores de pendientes comparables, o en
algunos casos menor, al del resto de las poblaciones, sobre todo para aquellos insecticidas a
los cuales se observa resistencia. La pendiente de una curva dosis-respuesta es la inversa de la
desviacion estandar de la distribucion fenotipica de la tolerancia a un insccticida cn la
poblacion, por lo tanto un indicador directo de la variacion fenotipica (respuesta toxicologica)
poblacional (la cual incluye variacion ambiental y variacion genética) (Chilcutt y Tabashnik,
1995). De esta manera, pendientes altas indican reducida variacion fenotipica en respuesta al
insecticida en la poblacion y pendientes bajas indican mayor variacion fenotipica poblacional
(Chilcutt y Tabashnik, 1995). Si la variacion ambiental fuera constante cntre los bioensayos y
las pendientes fueran estimadas con poco error, la pendiente de la curva dosis respuesta seria
un buen indicador de la variabilidad genética subyacente a la variacion (enotipica prescntc cn
las poblaciones (Roush & Tabashnik, 1990). Bajo estas condiciones, una pendiente alta esta
relacionada a una menor variacion genética poblacional, en lo que tienc que ver con los
procesos toxicologicos, respecto a curvas con menores pendientes. En este sentido las
poblaciones totalmente susceptibles serian relativamente homogéneas en su constitucion
genética ya que so6lo habria individuos susceptibles (s6lo genotipo susceptible) y por lo tanto
tendran curvas dosis-respuesta con pendientes mayores. Las poblaciones totalmente
resistentes también tendrian relativa homogeneidad genética ya que solo habria individuos
resistentes (solo genotipo resistente) y también presentaran curvas con altos valores de
pendientes. Poblaciones en proceso de seleccion estaran constituidas por individuos
susceptibles, moderadamente resistentes y resistentes, por lo tanto una mayor heterogeneidad
genética (todos los genotipos estarian presentes) y en consccuencia curvas con pendientes
menores ¢n comparacion a los extremos susceptibles y resistentes (Roush and Tabashnik,

1990; Chilcut and Tbashnik, 1995). Teniendo en cuenta lo dicho antcriormente, el bajo valor



de las pendientes de la poblacion BA evidencia la heterogeneidad genética de esta poblacion y
su condicion de no susceptible. Es importante tener en cucenta que ¢l razonamicnto seguido
hasta este momento solo tiene valor bajo condiciones de variacion ambiental constante.
Considerando quc las poblaciones son de campo y que pucden ocurrir pequeiias variaciones
entre los bioensayos (edad y tiempo de ayuno de los individuos, pequeifias variaciones de la
técnica, ctc) las variaciones ambicntales pueden no ser constantes. Recordando que la
variacion fenotipica incluye variacion ambiental y vanacion genética, las variaciones
ambientales recién descriptas pucden oscurccer la relacion cntre pendiente (fenotipo) y
variabilidad genética en la respuesta a insecticidas (Chilcutt & Tabashnik, 1995). Si bien
cierta variabilidad ambiental no controlada puede invalidar nuestro razonamiento, las
condiciones controladas en la que se realizaron los bioensayos, la similitud ambiental entre
poblaciones dc piojos debido a su condicion de ectoparasito altamente asociado a su
hospedador y sobre todo la existencia de otros hechos que evidencian la evolucion de
resistencia en BA permiten utilizar la relacion pendicnte-variabilidad genética para evaluar la
verdadera susceptibilidad de BA y P. humanus humanus

Considerando las tres evidencias planteadas en los parrafos anteriores sc cntiende que
la poblacion BA, si bien es menos resistente que HB y GH, se aleja considerablemente de lo
que se espera para una poblacion susceptible. Si bien era esperable cicrta heterogencidad en
respuesta por tratarse de una poblacion de campo, lo observado en este trabajo hace que se
considerc como una poblacién en pleno proceso de seleccion y no una verdadera poblacion
susceptible. Por el contrario la poblacion P. humanus humanus muestra curvas dosis-respucsta
con pendientes mayores al resto de las poblaciones y sin solapamiento con cl resto de las
poblaciones (excepto con la poblacion BA donde hay cierto solapamiento esperado por las ya
analizadas caracteristicas propias de BA). Teniendo en cuenta esta descripcion de las curvas,
P. humanus humanus mostraria la mayor homogeneidad genética entre las poblacioncs
estudiadas y parece no contener individuos con respuestas comparables a las poblaciones mas
resistentes. De esta manera, la poblacion de laboratorio presenta las caracteristicas propias de
una verdadera poblacion susceptible.

En varios trabajos sobre resistencia a insecticidas en piojos sc utilizo una poblacion de
laboratorio de P. humanus humanus como poblacidon susceptible. En el trabajo de Mumcuoglu
et al (1990) la respuesta al insecticida organoclorado dieldrin (insecticida no utilizado en el
control de piojos en Israel), fue muy similar entre P. humanus humanus y la poblacion de P.
humanus capitis resistentc a malation y pirctroides. Downs ef al (2000) establecié que ambos

piojos muestran respuestas toxicologicas similares al insecticida imidacloprid, nunca utilizado



Discusion 91

en el control de P. humanus capitis. Lee et al (2000) estudio resistencia a permetrina en
piojos, utilizando como poblaciones susceptibles una cepa de laboratorio de P humanus
humanus y a una poblacion de P. humanus capitis nunca tratada con insecticidas y
rccolcctados de una poblacion de aborigenes de la cultura Kuna, en el territorio de Panama.
Encontré que las curvas tiempo-respuesta (equivalente a dosis-respuesta) a permetrina eran
muy similares entre estas dos poblaciones de piojos utilizadas como susceptibles. En los
trabajos mencionados se observa que la respuesta toxicologica de P. humanus humanus es
similar a P. humanus capitis para insecticidas que no fueron utilizados en el control de
pediculosis. Lstos antecedentes toxicoldgicos fundamentan el uso de P. humanus humanus
como poblacion de referencia en estudios de resistencia a insccticidas cn P. humanus capitis.
La decision de utilizar a P. humanus humanus como poblacion de referencia en estudios de
resistencia a insccticidas en P. humanus capitis csta ain mas fundamentada considerando la
muy estrecha relacion filogenética que tienen estos dos organismos. Actualmente se considera
el estatus coespecifico de estos dos piojos del hombre. Tanto estudios ecolégico-evolutivos
como genéticos y de evolucion molecular coinciden en considerar a P. humanus humanus y a

P. humanus capitis como subespecics (2" International Congress on Phthiraptera, 2002; Leo
et al, 2002).

De adultos resistentes, embriones resistentes

En estc momento dec la discusion sobre resistencia se analizara en forma comparativa
entre huevos y adultos lo observado para cada uno de los distintos insecticidas. Lo primero
que claramente se desprende de lo observado involucra directa y concretamente uno dc los
objetivos originales planteados. Las formas eclosionadas de las poblaciones BA, 1B y Gl
expresaron resistencia a los dos piretroides utilizados (permetrina y d-fenotrina) y a DDT. En
estas mismas poblaciones los embriones expresaron resistencia a los mismos insecticidas a los
cuales los estados postembrionarios fueron resistentes (permetrina, d-fenotrina y DDT). Por lo
tanto, las poblaciones de P. humanus capitis evaluadas en el presente trabajo de tesis,
muestran que cuando la resistencia a un insecticida es expresada en las formas eclosionadas,
los embriones de tales poblaciones manifiestan el fcnotipo resistente al mismo insecticida.
Ademas de la expresion en embriones de la resistencia expresada en adultos de la misma
poblacion, el patron de comparaciones de los niveles de resistencia entre las poblaciones es
similar entre los estados postembrionarios y los embriones. Lsto es, tanto para formas
eclosionadas como para hucvos y para los insccticidas a los cuales sc ha detectado resistencia

la poblacion BA presenté los niveles de resistencia mas bajos y la poblacion GH presento los
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niveles de resistencia mas altos. La poblacion HB presentd niveles de resistencia intermedios,
siendo en algunos casos similar al nivel de BA (en DDT y embriones) y en otros similar al
nivel observado para GH (en d-fenotrina y embriones), pero nunca mostrando niveles de
resistencia por fuera de los limites marcados por BA y GH. En el caso de DDT, para los
estados postembrionarios no se pudo determinar valores finitos de los niveles de resistencia
para las poblaciones HB y GH, por lo que no fue posible saber si GH es realmente la
poblacion de mayor resistencia. Considerando las pendientes de las curvas y su relacion a la
composicion genética de la poblacion, es de destacar que la poblaciones de resistencia baja e
intermedia, BA y HB, muestran en general pendientes mas bajas que la poblacion de mayor
resistencia GH y principaimente que la poblacion de P. humanus humanus. Esto advertiria
que (bajo las condiciones planteadas por Chilcutt and Tabashnik (1995)) las poblaciones BA y
HB podrian estar en pleno proceso de scleccion presentando mayor heterogeneidad genética,
y que la poblacion GH podria estar muy avanzada en su proceso de seleccion y
consecuentemente mayor homogeneidad genética.

Segun lo demostrado en este trabajo, y los pocos trabajos discutidos en la introduccion
que han reportado la manifestacion de resistencia en huevos de poblaciones con resistencia
detectada en estados postembrionarios en otras especies de insectos, se evidencia y se advierte
del problema de la expresion de resistencia en embriones. En el contexto del control de P.
humanus capitis en particular, y del control de plagas en general, este hecho es de gran
importancia en el momento que se plantea una estrategia de manejo de resistencia (detectada
en adultos o larvas) donde la interrupcion del desarrollo embrionario es parte fundamental de
tal estrategia.

Teniendo en cuenta lo descripto en la introduccion acerca de la posibilidad de que los
embriones desarrollen el mismo o distintos mecanismos de resistencia que las formas
eclosionadas (Smith & Wagenknecht, 1959), el analisis de los ensayos toxicologicos y de los
patrones de resistencia a los distintos insecticidas, el analisis de lo obtenido en los ensayos de
inhibicion enzimatica in vivo y los resultados de las actvidades enzimaticas ayudaran a

responder esta cuestion.

Desentraniando los mecanismos de resistencia

Resistencia cruzada y Resistencia multiple

Comenzando con el analisis de los mecanismos de resistencia es importante recordar
que se eligieron a las poblaciones segun el nivel de resistencia a permetrina detectada por

método de exposicion a papel para estados postembrionarios (Picollo et al, 1998 y 2000,



Vassena et al, 2003). En este trabajo se determiné el nivel de resistencia a permetrina cn
adultos por el método de topico y luego sc evalud y se demostrod (resultados y discusion de
esta tesis) la expresion de resistencia a permetrina en embriones. Luego se realizaron los
ensayos de resistencia a otros insecticidas como ecstrategia que ayude a dilucidar los
mecanismos de resistencia desarrollados en ambos estados del ciclo de vida, embriones y
estados postembrionarios. Como se ha anticipado en la seccidon materiales y métodos, la
resistencia a dos o mas insecticidas en una misma poblacion puede deberse a un mismo
mecanismo bioquimico-fisiologico de resistencia (resistencia cruzada) o a mecanismos de
resistencia especificos para cada insecticida y desarrollados en forma independiente
(resistencia multiple). En el ltimo caso, cada insecticida involucrado debe haber sido usado
en el control de la plaga de manera que haya podido desarrollarse la resistencia a esos
compuestos en forma independiente. En el caso de resistencia cruzada, uno de los insecticidas
pudo no haber sido usado nunca en el control de la plaga habiéndose desarrollado el
mecanismo de resistencia comun por el uso de otro insecticida. Generalmente los insecticidas
involucrados en casos de resistencia cruzada son metabolizados por las mismas enzimas
degradativas o presentan el mismo modo de accion, de manera que los mecanismos de
resistencia desarrollados por el uso de uno de los insecticidas pero compartidos por los demas,
son aumento dc la via degradativa o modificacion del sitio de accion. De csta mancra la
estrategia de detectar resistencia cruzada, o no detectarla, ofrecc indicios del tipo de
mecanismo que ha evolucionado en las poblaciones.

Como se ha explicado en esta discusion el patron de resistencia a piretroides y DDT en
adultos y huevos es similar. En el caso del insecticida spinosad no se detectd resistencia ni en
estados postembrionarios ni en estado embrionario. El caso de carbaril es muy particular, ya
que no se ha detectado resistencia en los estados postembrionarios pero se ha detectado bajos
valores dc resistencia en los embriones en las tres poblaciones evaluadas. Sin embargo, estos
bajos niveles de resistencia no muestran la tendencia observada para piretroides y DDT (BA
baja resistencia, HB resistencia intermedia y GI1 alta resistencia) sino que los tres niveles son

muy similares entre si. Mas adelante intentaremos una explicacion a esta observacion.

Interpretacion de la resistencia a Piretroides

Los insecticidas permetrina y d-fenotrina son actualmente usados en el control de del
P. humanus capitis. Teniendo en cuenta esto, la resistencia a ambos insecticidas puede ser
interpretada como resistencia cruzada ya que por ser compucstos de la misma familia

(piretroides) comparten modo de accion y vias metabdlicas, y cualquiera de los dos
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mecanismos que haya evolucionado por presion con el primer piretroide utilizado
(permetrina), muy posiblemente actuaria como meccanismo de resistencia para el otro
piretroide (d-fenotrina). Pero esta no es la unica interpretacion posible, también pude haber
ocurrido un caso de resistencia multiple. Al ser utilizados ambos piretroides en el control de la
misma plaga (piojo de la cabeza) pudieron haber evolucionado independicntemente dos
mecanismos de resistencia distintos uno hacia cada piretroide. Una de estas posibilidades es
mas logica que la otra y si solo contaramos con estos datos, no cstaria mal darle mas peso a la
posibilidad mas l6gica como posible explicacion. Como los dos piretroides fueron utilizados
de manera consecutiva, es mas probable que el piretoide utilizado en segundo término (d-
fenotrina) continue la seleccion del primer piretroide (permetrina), a que seleccione otras
nuevas variantes. Si ocurrio esto, el resultado no difiere de resistencia cruzada a un insecticida
que nunca se haya utilizado, es mas, se trata de resistencia cruzada. Teniendo en cuenta todo
lo dicho hasta este momento, los posibles mecanismos de resistencia podrian ser:
modificacion del canal de sodio dependientc de voltaje y/o aumento del metabolismo ya sea
por esterasas como por oxidasas de funcion mixta. De todas formas, el hecho que estas
mismas poblaciones scan resistentes al insecticida organoclorado DDT podria ayudar a la

interpretacion mas correcta.

Interpretacion de la resistencia a DDT.

Antes de scguir con la discusion es conveniente comentar las caracteristicas
toxicologicas del DDT. Aunque capaz de afectar la funcion de muchas enzimas, de
neurorcceptores y de canales idnicos in vitro, la accion toxica del DDT en inscctos y a nivel
de nervios aislados es mejor explicada, al igual que la de los insecticidas piretroides, por su
accion sobre el canal de sodio dependiente de voltaje (Osborne, 1985; Soderland y
Bloomquist, 1990, Perry et al, 1998). Las bases fisiologicas y bioquimicas de la accion del
DDT sobre las membranas nerviosas y el canal de sodio son similares a las detalladas para los
insecticidas piretroides en la introduccion de este trabajo. El insecticida organoclorado DDT
presenta tres mayores rutas metabdlicas en insectos. La via metabdlica mas comun es la
dehidroclorinacion para dar el compuesto DDE (2,2-bis (p-clorofenil)-1,1-dicloroetano),
reaccion catalizada por la enzima dependiente de glutation DDT-dchidroclorinasa Otra via es
una hidroxilacion para dar el compuesto Dicofol (2,2-bis (p-clorofenil)-2-hidroxi-1,1,1,-
tricloroetano), catalizada por el sistema P450 (oxidasas de funcién mixta). Una tercer ruta cs
una declorinacion reductiva a TDE (DDD) (2,2,-bis (p-clorofenil)-1,1-dicloroctileno)). Otros
metabolitos incluyen FW-152  (2,2-dicloro-1,1-bis(p-clorofenil)etanol), DBP (p,p’-



diclorobenzofenona) y probablemente acido p-clorobenzoico. (Millburn, 1995; Chambers et
al, 1995; Perry et al. 1998). Como vemos, en cl metabolismo de DDT actia ¢l complejo
enzimatico P450 y no estan involucradas las esterasas (algo esperable debido a la carencia de
grupos ésteres en la molécula).

Dado que el DDT comparte con los piretroides el modo de accion y, debido a una via
metabdlica menor del DDT, el complejo enzimatico P450 como via degradativa, es posible el
desarrollo de resistencia cruzada entre esas dos familias de insecticidas (piretroides y DDT).
Si el DDT no hubiese sido utilizado nunca en el control de la pediculosis en Argentina,
claramente estariamos ante un caso de resistencia cruzada, y lo mas probable seria que se
tratara de modificacion del sitio de accion, el canal de sodio dependiente de voltaje
(Bloomquist y Sodelund, 1990), es decir un mecanismo de resistencia tipo-kdr. Pero el
analisis no es tan facil. Como vimos en la introduccion el DDT ha sido utilizado en el control
del P. humanus capitis en Argentina hasta el afio 1980. Este uso previo del DDT hace posible
nuevamente la existencia de resistencia multiple, habiéndose desarrollado primero resistencia
a DDT y luego, en forma independiente, la resistencia a piretroides. Que se haya dejado de
utilizar hace mas de 20 afios, induce a pensar que la resistencia actual al DDT (la resistencia a
este insecticida detectada en este trabajo en las poblaciones BA, HB y GH) se deba a la
resistencia desarrollada por presion con piretroides, cs decir resistencia cruzada. Los
mecanismos posibles serian modificacion del sitio accion, con mayores posibilidades, o
mayor actividad del complejo P450, menos probable. Al igual que el caso de piretroides,
también es posible una seleccion continua, primero por DDT y luego por los piretroides, de la

misma variante genética (sitio de accion u OFM).

Interpretacién de los bioensayos con Carbaril

El nivel de susceptibilidad al insecticida carbaril en las poblaciones estudiadas ayudara
a la discusion de los mecanismos de resistencia. Para evaluar las evidencias aportadas por
carbaril es conveniente conocer ciertos aspectos de este insectcida. El insecticida aril N-
metilcarbamato, Carbaril (1-naftil metilcarbamato) ejerce su acciéon téxica inhibiendo la
enzima acetilcolinesterasa, enzima que degrada al neurotransmisor acetilcolina, resultando en
una acumulacion de acetilcolina en la sinapsis nerviosa y finalmente interrumpiendo la
transmision nerviosa (Eldefrawi, 1985; Perry ef al., 1998). El mctabolismo del insecticida
Carbaril presenta varias posibles rutas y reacciones. Una via es la hidrolisis del éster
carboxilico para dar acido metilcarbamico y 1-naftol, cuyo mecanismo de reaccion puede ser

hidrolitico (catalizado por esterasas) u oxidativo (catalizado por el complejo enzimatico



P450). En insectos, la hidrolisis del carbanl es una ruta metabolica menor y ocurre soélo via
mctabolismo oxidativo. Otra via es la epoxidacion, catalizada por oxidasas de funcion mixta,
y posterior hidrolisis del epoxido, catalizada por una epoxido hidrolasa, para dar el 5,6-
dihidrodiol correspondicnte. También pucde ocurrir hidroxilacion aromatica y/o hidroxilacion
alifatica, ambas catalizadas por oxidasas de funcion mixta. Finalmente pueden ocurrir
conjugaciones (rcacciones de fase l) con Ac. glucurénico o sulfato. (Millburn, 1995;
Chambers ef al, 1995; Perry et al. 1998). El comportamiento de la susceptibilidad a este
insecticida difiere en algun punto entre lo observado en adultos y lo obscrvado cn huevos. En
adultos no se observo resistencia en ninguna de las poblaciones, pero en el caso de embriones
se determiné una incipiente resistencia, con niveles similares para las poblaciones BA, HB y
GH. La falta de resistencia en adultos evidencia la no ocurrencia de procesos que produzcan
resistencia a carbaril. Teniendo en cuenta el metabolismo y el modo de accion del carbaril, los
posibles mecanismos de resistencia a este insecticida son: acetilcolinesterasa modificada y/o
aumento de actividad metabolica, complejo ’450 (mayoritariamentc) o actividad de esterasas
(en menor medida).

En el caso de embriones la interpretacion de los resultados no es tan facil. El bajo
nivel de resistencia observado en huevos que no sigue el perfil entre poblaciones visto para
piretroides 0 DDT (BA nivel mas bajo, HB nivel intermedio y GH nivel mas alto), sugiere
que podria haber algin mecanismo de resistencia presente en huevos y no en adultos. En la
introduccion se ha discutido las posibilidades de modos dc accion y mecanismos de
resistencia exclusivos del desarrollo embrionario. Si ¢l insecticida cn cuestion puede actuar
como sustrato de enzimas involucradas con procesos especificos del desarrollo embrionario,
tales enzimas actuarian en el metabolismo del insecticida y, por lo tanto, el aumento de su
actividad comportarse como un mecanismo de resistencia. Es posiblc también el aumento de
la actividad de variantes exclusivas del embrion de las enzimas detoxificantes vistas en la

introduccion.

Interpretacion de la susceptibilidad a Spinosad

Para el insecticida spinosad no se observo resistencia ni en huevos ni en adultos. Ll
actinomicete Saccharopolyspora spinosa produce una familia de macrolidos conocidos como
spinosinas. Un extracto del caldo de fermentacion producido por S. spinosa conteniendo
spinosinas A y D es conocido como spinosad (Crouse and Sparks, 1988). Este insecticida
actia activando los receptores nicotinicos de actilcolina en un nuevo sitio, diferente a los

sitios conocidos para los insecticidas nicotinicos. Tambicn altera la funcion de los canales de
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cloruro dependientes de GABA, aunque no es conocido si este efecto es biologicamente
significante (Crousc and Sparks, 1988). Estudios de metabolismo muestran que el compucsto
spinosina A tiene una baja tasa de penetracion y una baja tasa de metabolismo en insectos. El
complejo P450 no parcce cstar involucrado en ¢l escaso metabolismo de spinosina A. Otros
estudios muestran falta de resistencia cruzada con poblaciones que poseen actividad
aumentada de diferentes sistemas enzimaticos dctoxificantes (Crouse and Sparks, 1988). De
csta manera a pesar de la baja tasa de penetracion, el muy bajo metabolismo permitiria una
alta concentracion de este compuesto en el medio interno del insccto y con grandes
probabilidades de alcanzar el sitio de accion (Crouse and Sparks, 1988). Teniendo en cuenta
lo conocido hasta el momento sobre el metabolismo y el novedoso modo dc accion del
spinosad, los resultados obtenidos en P. humanus humanus y P. humanus captis coinciden
con lo esperado, cs decir que no cxista resistencia cruzada al spinosad en poblaciones con
resistencia a piretroides y DDT. Una excepcion podria darse en los embriones con respecto a
la cexistencia de mecanismos de rcsistencia no esperados a partir de los datos de los estados

postembrionarios (como el caso del carbaril).

¢Como estan las cosas hasta este momento de la discusién?

Hasta cste cstado de la discusion algunas, consideraciones generales pucden sefialarsc.
El patron dc resistencia para cada insecticida indica un mecanismo de resistencia comun a
piretroides y DDT. Lstos mecanismos pucden ser o bicn modificacion del canal de sodio
dependiente de voltaje o aumento de mctabolismo oxidativo (complejo P450). No hay
resistencia ni a carbaril (en adultos) ni a spinosad, por lo que modificaciones cn el canal de
sodio dependiente de voltaje parece ser el proceso involucrado en la resistencia. Si las
oxidasas estuvieran mayormentc involucradas, habria sido obscrvada resistencia a carbaril.
Bajos niveles de resistencia a carbaril se observaron en huevos y como ya se comento, pucde

deberse a procesos propios del desarrollo embrionario.

Inhibiendo los complejos enzimaticos

Los ensayos de inhibiciéon enzimatcia in vivo han resultado de dificil aplicacion a P.
humanus capitis, tanto en estados embrionarios como postembrionarios. La conocida
dificultad de los adultos y ninfas de P. humanus capitis para sobrevivir fuera de su habitat
natural sumado a los adversos rcquerimientos de los bioensayos de inhibicion, muy
posiblemente sea la explicacion de los escasos resultados obtenidos. En cuanto a los huevos,

embriones en pleno desarrollo y las varias capas (rodeando al embrion) que deben ser



atravesadas por el insecticida y el inhibidor, posiblemente influyan sobre los distintos
procesos toxicocinéticos dificultando su expresion y/o su intepretacion. Los resultados de los
ensayos de dosis unica muestran que para los estados postembrionarios el uso del PBO,
inhibidor dc enzimas P450, caus6 mayor mortalidad por d-fenotrina, tanto cn la poblacion
susceptible como en las poblaciones resistentes. El porcentaje de inhibicion en las poblaciones
resistentes a piretroides es similar a la de la poblacion susceptible cxcepto para la poblacion
GlI, lo que sugiere que estas enzimas aportan a la resistencia observada en esta poblacion. En
los embrioncs sc observa un patron similar que para adultos. Los resultados y el analisis de los
ensayos de inhibicion muestran un aporte (no muy importante) del complejo P450 cn la
resistencia observada a pirctroides, al menos en GH.

Con el analisis de las evidencias toxicologicas hemos acotado en gran medida el
espectro de posibles mecanismos fisiologicos-bioquimicos quc subyacen las resistencia
detectada. Con el {in de avanzar en el analisis de los mecanismos de resistencia y, si es
posible, que nuestro razonamiento se encamine hacia alguno cn particular se analizaran los

resultados de actividad enzimatica.

+Que evidencias aportan las actividades de los complejos enzimaticos?

En cste punto, el desarrollo del trabajo permitié (por cl gusto de hacerlo) y requirio
(por la necesidad de hacerlo) nuevamente el planteo de un objetivo a posteriori: medir
actividad de enzimas dctoxificantes cn huevos de P. humanus capitis. Aunquc hay trabajos
donde se ha medido la actividad de enzimas relacionadas a procesos toxicologicos en varias
especics de insectos (Tahmisian, 1943; Smith and Wagenknecht, 1959; Zschintzsch et al,
1965; Smallman and Mansingh, 1969; Picollo de Villar, 1979 y 1980; Shobha Rani &
Lakshmipathi, 1995; Gangadhar Rao & Shetty 1996), no hay trabajos hasta la fecha donde se
haya medido actividad de enzimas detoxificantes en huevos dc las subespecies de P.
humanus. Este trabajo de tesis muestra que es posible medir actividad esterasa en hucvos de
P. humanus humanus y P. humanus capitis con las tres técnicas utilizadas,
independientemente que sc¢ demuestre o no su relacion con la resistencia obscrvada. En este
trabajo y con la técnica utilizada no sc¢ ha podido medir actividad de enzimas P450 en huevos
de piojos. Aunque la imposibilidad de medir actividad enzimatica con una dada metodologia
podria adjudicarse a una falta de sensibilidad del método, en el caso particular de las enzimas
P450 la falta de actividad en huevos de insectos es la explicacion mas probable (Agosin,

1985; Carifio et al, 1994). Mas adelante se discutiran estas posibilidades.



Una vez que se ha demostrado la posibilidad de determinar actividad de enzimas
detoxificantes en hucvos se analizaran los resultados obtenidos para cada poblacion y cada
estado de desarrollo. La actividad del complejo enzimatico P450 en estados postembrionarios
entre las poblaciones sigue cl patron de resistencia entre las poblaciones para piretroides y
DDT. La poblacion de referencia (P. humanus humanus) presenta el nivel mas bajo de
actividad. Entre las poblaciones resistcntes BA presenta la actividad mas baja, GH tiene cl
valor de actividad mas elevado y 1B presenta una actividad intermedia. Estos resultados
sugieren fuertemente que, si bien no se puede afirmar una relacion causal, el complejo P450
parece estar involucrado con la resistencia a piretroides y DDT en formas postembrionarias en
las poblaciones estudiadas. Este hecho pareceria no concordar con la resistencia no detectada
a carbaril, ya que las oxidasas de funcién mixta estan involucradas en el metabolismo de este
insecticida. Como se ha discutido en la introducciéon de cste trabajo, el complcjo P450
presenta miltiples formas de citocromo P450, coexistiendo o expresandose en diferentes
estados del desarrollo del insccto (enzimas P450 especificas de larvas o de adultos) y donde
cada uno cataliza diferentes reacciones pero con un unico patron de especificidad de sustrato
(Agosin 1985, Soderland y Bloomquist 1990, I‘eyereisen 1999). Tcnicndo cn cucnta csto
ultimo, es posible plantear la posibilidad de que la oxidasas medidas en P. humanus capitis
adultos muestren un detcrminado patron de especificidad, cstando involucradas cn el
metabolismo de piretroides o DDT, o piretroides y DDT, y no en el metabolismo del carbaril.
El posible rol dec las oxidasas en la rcsistencia de formas postembrionarias de P. humanus
capitis ya ha sido informado por Gonzalez Audino et al (2004). Por lo que se esta analizando
cn este trabajo, el rol del complejo P450 en la resistencia dc P. humanus capitis a piretroides
no excluye el posible rol de otro mecanismo como la modificacion en el canal de sodio voltaje
dcpendiente.

En el caso de los embriones, no se ha podido medir actividad oxidasa por el método
fluorométrico usando huevos de P. humanus capitis. No haber podido medir actividad puede
implicar baja sensibilidad del método para detectar la actividad del complejo P450 presente en
embriones dc piojos, o bien que cl sustrato utilizado no sea cl adecuado para las oxidasas de
los embriones. Si estos fueran los casos, las enzimas P450 no detectadas de los huevos de
piojos sc expresarian sélo en los embriones y scrian responsablcs del bajo nivel de resistencia
observado en este estado del desarrollo. Es importante notar, aunque no mostrado en este
trabajo de tesis, que se ha intentado otra metodologia de medicion de actividad oxidasa y por
razones metodologicas no pudo scr adaptada para huevos dc P. humanus capitis. Sin

embargo, los trabajos donde sc ha medido actividad de OI'M en los estados de desarrollo de



insectos coinciden en la escasa o nula actividad encontrada en los huevos (Hodgosn, 1985;
Agosin, 1985; Carifio ef al, 1994). Es conocido en los insectos que la actividad del complcjo
P450 presenta dramaticas variaciones tanto entre los estados de desarrollo como dentro de
cada estado dc dcesarrollo (Hodgosn, 1985; Agosin, 1985; Carifio ef ql, 1994). En general,
aunque pueden existir variaciones, la secuencia ontogenética de la actividad de enzimas P450
cs la siguiente: baja o nula actividad cn huevos; aumento de la actividad cn cada periodo
intermuda; no actividad en cada muda; baja o nula actividad cn la pupacion y durante el
estado dc pupa; y baja actividad en cl adulto recién eclosionado cn inscctos donde el adulto sc
alimenta, maximo de actividad en algin punto del estado adulto declinando a partir de la
senescencia (Hodgson, 1985, Agosin, 1985; Carifio et al, 1994). Generalizando, altos niveles
de actividad del complejo P450 estan asociados a los estados del ciclo de vida que se
alimentan activamente (larvas y adultos), y los cstados que no se alimentan (huevo, pupa y
adultos que no se alimentan) presentan bajos o nulos niveles actividad de este complejo
(Hodgson, 1985; Cariiio et al, 1994; Feycreisen, 1999). De esta mancra la ausencia de
actividad de enzimas P450 en huevos de piojos observada en este trabajo coincide con lo
generalmente aceptado sobre la actividad dc enzimas P450 cn hucvos de insectos. Si cste
fuera el caso, ¢l incipiente nivel de resistencia a carbaril expresado en huevos se deberia a
algin proceso involucrado en cl desarrollo embrionario cuyo incremento cn la poblacion
resistente reduce la toxicidad del carbamato. En resumen, cl analisis de actividad del complejo
P450 muestra que cstas cnzimas cstan involucradas cn la resistencia observada en adultos y
no parecen (segun el sustrato utilizado) estar involucradas en la resistencia observada en
cmbriones.

La actividad de las enzimas esterasas medida con tres sustratos diferentes no muestra
rclacion con los niveles de resistencia a piretroides. La carencia de relacion entre los niveles
de resistencia detectados y la actividad cnzimatica medida por un método determinado, no
implica que esas enzimas no estén involucrados en la resistencia obscrvada (ffrench-Constant,
1990). Como se ha mencionado en la introduccion, las esterasas son un complejo grupo de
enzimas de dificil clasificacion debido a que existen en mutliples formas, cada una con un
patron especifico de sustratos dentro de la gran cantidad de compuestos que hidrolizan
(Soderlund and Bloomquist, 1990). D¢ ecsta manera, alguna cstcrasa con particular
especificidad de sustrato puede estar involucrada en la resistencia observada, y su actividad
podria no ser detectada por no utilizarse el sustrato adecuado (Bloomquist and Soderlund,
1990). Esto es probable que suceda cuando sc usa, como cn cste trabajo, sustratos modclo

tales como a-naftilacetato y PTA. Listos sustratos detectan actividad dc csterasas gencrales o



de un conjunto de muchas esterasas especificas donde todas, incluidas las que nos interesan,
hidrolizan el sustrato confundiéndose ¢n una actividad comian. También puede ocurrir que cl
sustrato no sea adecuado por no ser sustrato de la esterasa buscada. Pero en este trabajo,
ademas dc los sustratos modelos, se ha utilizado el sustrato permetrato de cumarina
desarrollado por el CIPEIN, el cual tiene analogia estructural con insecticidas piretroides
derivados del acido permetrinico y por tal razon se le adjudica especificidad para piretroide
esterasas. Ademas de haber buscado especificidad como sustrato para piretroides, cn la
estrategia de sintesis de este sustrato se planted la necesidad de contar con un método de alta
sensibilidad. 1.a formacion del producto fluorescente 7-hidroxicumarina por la hidrolisis del
permetrato de cumarina permite la utilizacion del fundamento del método de medicion
altamente sensible de OFM (Ulrich and Weber, 1972; Gonzalez Audino et al., 2004). Los
resultados obtenidos muestran tanto para huevos como para adultos, que los desvios estandar
de todas las poblaciones se solapan mostrando que no difiercn en su actividad de permetrato
esterasa. De todas maneras se debe destacar que la actividad entre las poblaciones es menos
pareja mostrando a la poblacion HB con mayor actividad en adultos, y a la poblacion GH con
mayor actividad en embriones. Pero en ningin caso estas pequeiias difercncias mucstran cl
patron observado para los niveles de resistencia a piretroides y DDT (BA bajo, HB intermedio
y GH alto). Estas diferencias en alguna de las poblaciones puede significar un pequefio aporte
de las esterasas, en esa poblacion, a la resistencia causada principalmente por otro/s

mecanismo/s. [Futuros estudios ayudaran a confirmar esta apreciacion.

Anadlisis final de los Mecanismos de Resistencia

Una vez realizado el analisis de todos los ensayos y lucgo de haber seguido un
razonamiento donde sc han acotado o se han ampliado (scgin los resultados que se iban
analizando), los posibles mecanismos involucrados en la resistencia sc realizara un analisis
final y se presentara un modelo de mecanismos de resistencia mas probable. Es importante
aclarar que estos mecanismos propuestos son, segtin las evidencias y como se dijo recién, mas
probables y como tal no excluyen aquellos menos probables y que fueron planteados en su
momento:

e La resistencia observada a los piretroides utilizados y a DDT, los altos valores
de los niveles de resistencia, la misma relacion entre los niveles de resistencia en las
poblaciones utilizadas para piretroides y DDT y la poca inhibicion del complejo P450 in
vivo sugieren que un mecanismo tipo kdr (sitio de accion, canal de sodio dependiente de

voltaje, alterado) es un principal mecanismo de resistencia que ha evolucionado cn los



estados postembrionarios de P. humanus capitis. Que las mismas evidencias sean
obscrvadas en cmbriones sugicren que ¢l mismo mecanismo (tipo kdr) ocurre cn csle
estado de P. humanus capitis. La carencia de resistencia a carbaril ecn adultos y ninfas
refuerzan csta vision para cstados postembrionarios.

e Los estados postembrionarios muestran que las enzimas P450 parecen
contribuir a la resistencia observada (sobre todo por los resultados dc actividad
enzimatica). Segun el sustrato utilizado, la escasa inhibicién in vivo y en concordancia con
las evidencias de actividad P450 en huevos de insectos, el aumento de la actividad de las
enzimas P450 no parece ser un mecanismo presente en embriones de P. humanus capitis.

e La baja y particular (no siguc la relacion de rcsistencia a piretroides y DDT
entre las poblaciones) resistencia a carbaril en embriones sugiere un mecanismo de
resistencia asociado a algin proceso de desarrollo y por lo tanto solo cxpresado en huevos.

e La cantidad de sustratos desde generales hasta muy especificos, utilizados en el
analisis de las esterasas en este trabajo sugieren que estas cnzimas no estan involucradas en
la resistencia a piretroides observada en adultos y ninfas ni en embriones.

e Ll planteo de un mecanismo de resistencia tipo kdr en estados embrionarios y
postembrionarios se refuerza (en comparacion con otras posibilidades) justamente por estar
presente tal meccanismo en ambos estados de desarrollo. Nuevamente sc recurrira a la
logica de lo mas probable como posibilidad mas cercana a la realidad. La evolucion de un
mismo meccanismo cn cmbriones y cstados postembrionarios no soélo esta soportado por las
evidencias toxicologicas sino por la continuidad genética cn las generaciones (el embrion
recibe los genes de los adultos de la generacion anterior). Si entre otras posibilidades hay
fuertes evidencias de un mecanismo comin en embriones y adultos, el posible hecho de
que los embriones cxpresen dicho mecanismo por simple hcrencia 6 por seleccion en
huevos de un mecanismo ya evolucionado en adultos y heredado de éstos, es un refuerzo
tedrico extra con que cuenta la hipétesis del mecanismo de resistencia comun. Este hecho
junto con la similar relacion entre los niveles de resistencia de las poblaciones estudiadas
en estados postembrionarios y embrionarios (bajos nivcles en BA, intermedios en HB y
altos en 1IB) sugiere como muy probable la modificacion del canal de sodio dependiente
de voltajc como cl principal mecanismo de resistencia evolucionado en P. humanus capitis.

Como se ha discutido, modificacion en el sitio de accion de piretroides y DDT (canal
de sodio dependiente de voltaje), mecanismo tipo kdr, sc¢ ha propucsto como ¢l principal

mecanismo involucrado en P. humanus capitis en embriones y estados postembrionarios.



Paraddjicamente, este mecanismo cs cl unico de los que hemos propuesto como posibles, que
no se ha intentado detectar en forma mas o menos directa. La unica forma de relacionar sitio
de sitio de accion neurofisiologico de piretroides y DDT alterado con la resistencia observada
cs por estudios clectrofisiologicos, lo que permitc dctectar diferencias cn la transmision del
impulso nervioso entre poblaciones susceptibles y resistentes (Hemingway, 1999). Otra
alternativa cs realizar cstudios de biologia molecular y detectar sustitucioncs aminoacidicas cn
el canal de sodio dependiente de voltaje o mutaciones puntuales en el gen que codifica para tal
proteina cn las poblaciones rcsistentes. Estudios sobre estas posibilidades no fucron parte de
los objetivos de esta tesis ya que los estudios realizados se centraron en el perfil toxicologico
(principalmente) y bioquimico dc poblaciones susceptibles y resistentcs. Esto esta cn
concordancia con el perfil historico toxicolégico-bioquimico del CIPEIN. Sin embargo se
comenzara en el CIPEIN el desarrollo de lincas dc investigacion cn analisis molecular y
genético de los mecanismo de resistencia.

Muchos trabajos han informado resistencia a insccticidas en poblaciones de P.
humanus capitis, pero so6lo unos pocos han tenido como objetivo discutir los mecanismos de
resistencia desarrollados. Ya sc ha destacado que las publicaciones mencionadas no han
trabajado sobre la posible resistencia desarrollada en embriones, con lo cual la comparacion de
cstos trabajos sec limitara a los estados postembrionarios y se extendera la discusion a los
cmbriones, motivo de csta tesis. Hemingway ef al (1999) identificaron mecanismos
involucrados cn la resistencia a piretroides cn poblaciones dc P. humanus capitis de Isracl.
Estas poblaciones fucron resistentes a DDT, permctrina y a d-fenotrina. Se determindé como
principal mecanismo de la resistencia detectada sitio de accion alterado tipo kdr. Se encontro
elevada actividad de glutation-transferasas relacionada solamente con la resistencia a DDT.
También se encontré una no muy clevada actividad de oxidasas (P450) relacionada a la
resistencia a piretroides y DDT, asignandole un rol secundario en la resistencia detectada en
los biocnsayos. No cncontraron evidencias dc que las estcrasas cstén involucradas como
mecanismo de resistencia. Los resultados y el analisis seguido por los autores es similar al que
se ha scguido en csta tesis. Los autores proponen como principal mecanismo al mecanismo
tipo kdr, al igual que en esta tesis, en forma indirecta. Lee ef al (2000) también reportaron
como principal mccanismo evolucionado en dos poblacioncs del Reino Unido un mecanismo
de sitio de accion tipo kdr y como mecanismo secundario elevada actividad del complcjo
P450. Los autores demostraron la presencia de sustituciones aminoacidicas como consccucncia
dec mutacioncs puntuales en el gen del canal de sodio dependiente de voltaje. Picollo et al

(2000) han reportado, por ensayos de inhibicion en vivo, elevada actividad de enzimas



detoxificantes (P450 y esterasas) como responsable, en parte, de la resistencia observada a
pirctroides cn poblaciones dc Bucnos Aircs, sicndo mas importante ¢l complcjo P450 quc las
esterasas. Segun el hecho de que tras la inhibicion de ambos sistemas cnzimaticos la reversion
dc la resistencia no fuc completa los autores sugicren que otro mccanismo, probablemente sitio
de accion alterado tipo kdr, esté involucrado en la resistencia a piretroides en poblaciones de
P. humanus capitis de Bucnos Aircs.

Como se observa, este trabajo de tesis confirma lo adelantado por los trabajos previos
en las poblaciones de piojos de Bucnos Aircs. Ademas cstas poblaciones han desarrollado
mecanismos bioquimicos de resistencia en forma similar a los evolucionados en otros paises
como Isracl y Gran Bretafia. Esto coincide con historias similares de control quimico, excepto
ciertos compuestos utilizados, y el casi compulsivo uso de piretroides en los ultimos aiios
ocurrido cn cstos tres paiscs.

El primer estudio de deteccion de resistencia en embriones de P. humanus capitis y el
primer cstudio de analisis dec mecanismo de resistencia a insccticidas cn embriones de inscctos
(esta tesis doctoral) ha realizado un aporte significativo dentro de los estudios de resistencia, a
pesar dc las muchas dificultades quc presenta trabajar con hucvos de piojos. A partir de la
realizacion de nuevos (rabajos en esta linea de investigacion se podra analizar
comparativamente los resultados obtenidos cn csta tesis, los cuales, cn csc momento,

aumentaran considerablemente su valor cientifico.

Spinosad: un candidato a pediculicida

Finalizando la discusion dcl trabajo sc analizara ¢l potencial del insccticida spinosad
como pediculicida. Como se ha discutido, en las poblaciones cstudiadas no se ha observado
resistencia a este insecticida ni ecn formas eclosionadas ni cn hucvos. Ademas de la similitud
en susceptibilidad, tales poblaciones mostraron pendientes de las curvas dosis-repucsta
comparables a la pendiente de la curva dc la poblacion susceptible, sugiriendo (dentro de las
restricciones descriptas por Chilcutt & Tabashnik (1995)) similitud e¢n la variabilidad genética
poblacional rclacionada a los procesos toxicologicos gencrados por exposicion a spinosad. De
csta manera las poblaciones resistentes a piretroides y DDT muestran similar respuesta
toxicologica al spinosad que la poblacion susceptible, indicando que esta respucsta es la
tolerancia “natural” de los piojos a este insecticida. Sin embargo este hecho no es suficiente
cn la considcracion dcl spinosad como pediculicida. Si ain sin haberse desarrollado
resistencia a un insccticida, la tolerancia al mismo ¢s muy alta, tal insccticida no seria un buen

candidato para el control de la plaga. Esto se debe a que las dosis a usar deberian ser muy
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altas por su poca efectividad, lo que podria afcctar a organismos no blanco (incluyendo al
hombre) reducicndo considerablemente sus posibilidades de selectividad (Crouse and Sparks,
1998). Dc csta manera sc pueden considerar buenos criterios para analizar nuevos agentes de
control a la efectividad, comparacion de la tolcrancia del nuevo insccticida con aquellas de
insecticidas que han controlado eficientemente la plaga, y a la selectividad, comparacion de
tolcrancias cntre la plaga y organismos no blanco (Crousc and Sparks, 1998). Como sc ha
comentado, los piretroides han sido eficientes en el control de P. humanus capitis en cl
pasado, por lo quec la comparacion de las DLsg 0 CLsg entre los piretroides y ¢l spinosad cn la
poblacion susceptible (comparacion de tolerancias) es una buena medida de la efectividad del
spinosad. Scgun lo obtcnido cn cste trabajo, los valores dc CLsp y DLs¢ del insccticida
spinosad comparan favorablemente con los valores de CLsg y DLso para permetrina y d-
fenotrina tanto para cl cstado cmbrionario como postembrionario. Resultados similares de
efectividad se ha encontrado para Heliothis virescens. En estos trabajos, el nivel de actividad
obtenido por diversos biocnsayos para spinosina A cs comparablc a una varicdad dc
piretroides (insecticidas eficaces en el control de esta plaga) y significantemente mas alto que
una amplio rango dc organofosforados, carbamatos y clorados (Crouse & Sprks, 1998). En
cuanto a la selectividad, este trabajo no ha generado datos en este sentido por lo que se
presentaran y analizaran solo datos dc bibliografia. [l spinosad mostré un alto grado dc
seguridad hacia muchos insectos benéficos, particularmente neurdptero, hemiptero y
colcoptero, y hacia los organismos utilizados cn la cvaluacion de la toxicidad ambicntal
(Crouse & Sparks, 1998). La seguridad ambiental mostrada por cl spinosad es complementada
por un perfil de toxicidad favorablc hacia mamifecros. El spinosad mucstra uno de los mejores
perfiles de selectividad de los insecticidas actualmente en uso (Crouse & Sparks, 1998). Por
todo lo cxpresado y analizado en cuanto a la cfectividad y sclectividad del spinosad, sc
presenta a este insecticida como una interesante opcion a los pirctroidcs en el control quimico

de P. humanus capitis.



CONCLUSIONES FINALES
Las manchas oculares y los apéndices (patas y antenas) observados a través del corion
fucron buenos marcadores del desarrollo embrionario. El desarrollo de estos marcadores
permitié definir tres ctapas del desarrollo embrionario: desarrolio tcmprano, desarrollo
medio y desarrollo tardio.
Las condiciones ambicntales Optimas para cl desarrollo embrionario de P. humanus
capitis en laboratorio se encuentran en los rangos de 27-31°C de temperatura y 45-75%
de humedad relativa. Lstas condiciones fucron dcterminantes en ¢l éxito de los
biensayos con embrioncs.
La respucsta toxicologica dc la poblacion BA no fuc la esperada para una poblacion
susceptible, siendo la poblacion P. humanus humanus la verdadera poblacion
susceptible.
Las poblaciones de P. humanus capitis analizadas son resisicntes a permetrina, d-
fentrina y DDT. Estas poblaciones no son resistentes ni a carbaril ni a spinosad.
Las poblaciones de P. humanus capitis con resistencia a piretroides (permetrina y d-
fenotrina) y DDT detectada cn estados postcmbrionarios muestran cmbrioncs resistentcs
a los mismos insecticidas.
Las mctodologias dc medicion de actividad csterasa utilizadas cn cstados
postemrbionarios permitieron medir tal actividad en huevos. Esto no se pudo lograr con
la metodologia de medicion de actividad de enzimas P450.
No se observd relacion entre la actividad esterasa y cl nivel de resistencia de las
poblaciones en estados postcmbrionarios ni cn embriones. Se sugicre que cstas cnzimas
no estan involucradas en la resistencia observada.
La actividad de las enzimas P450 muestra relacion con cl niveles de resistencia en los
estados postembrionarios. No fue posible determinar este hecho en los embriones
sugiriéndosc quec estas enzimas no cstan expresadas cn el estado cmbrionario.
Se sugiere un mecanismo tipo kdr o modificacion del canal de sodio dependiente de
voltaje como principal mccanismo dc resistencia a pirctroides y DDT evolucionado cn
los estados postembrionario y embrionario en P. humanus capitis. Aumento en la
actividad dectoxificantc del complejo P450 parcce aportar a la resistencia obscrvada en
los estados embrionarios.

Se sugiere al spinosad como posible molécula pediculicida



Mecanismos de resistencia
] Considerando que se plantea al canal de sodio dependiente dc voltajc como principal
mecanismo de resistencia a piretroides en las poblaciones de P. humanus capitis estudiadas,
distintas técnicas clectrofisiologicas cn piojos dc cstas poblacioncs no mostraran las
alteraciones fisiologicas caracteristicas de la intoxicacion con piretroiddes y DDT (por
ejemplo: descargas repetitivas dc potenciales de accion, depolarizacion del potencial de
reposo de la membrana ncuronal, etc).

Lo rccién plantcado no scria tan complicado en adultos como en embrioncs. [in cstos
ultimos, estudios electrofisiologicos realizados sobre ninfas I recién eclosionadas darian
importantc informacion accrca de la expresion de este tipo de mecanismo de resistencia cn los

embriones.

° En este mismo sentido, estudios de biologia molecular sobre canal de sodio
dependiente de voltaje en piojos pertcnecicntes a las poblaciones resistentes cstudiadas,
posiblemente muestren alteraciones en la secuencia aminoacidica de la proteina canal y en la

secuencia nuclcotidica del gen que la codifica.

° Estudios de genética poblacional (isoenzimas, morfometria y marcadores moleculares)
ayudaran a entender la cstructura genética de las poblaciones resistentes de P. humanus
capitis. Este tipo de estudios también ayudaran a entender que es una poblacion de piojos 0 a

que sc deberia llamar poblacion en P. humanus capitis.

Manejo de resistencia en P. humanus capitis

. La bisqueda de nucvas moléculas que no tengan al canal de sodio dependiente de
voltaje como sitio de accion, con alta eficacia pediculicida y con alto grado de selectividad es
cl camino directriz dc actuales y futuros planes dc investigacion. En cstc marco se encuadran

la continuacion del estudio del spinosad y el analisis de varios compucstos naturales.
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