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Resumen
El ser humano desde su existencia ha con-

vivido con numerosas especies de insectos a 
los que se han denominado plagas, debido a 
sus participaciones activas en la transmisión de 
enfermedades y a las cuantiosas pérdidas en la 
producción de alimentos de origen vegetal o 
animal. Una de las formas de control es el de-
nominado químico que consiste en el empleo 
de compuestos insecticidas de origen sintético 

o natural. El uso prolongado de estos compues-
tos puede llevar al fenómeno de resistencia, 
mediante el cual se hace necesario incrementar 
paulatinamente la dosis de uso del insecticida 
hasta valores de riesgo toxicológico para otros 
organismos incluyendo al ser humano. El aná-
lisis bioquímico mediante la determinación 
de la actividad de los distintos grupos de las 
enzimas que participan en la degradación de 
estos compuestos (metabolismo del insectici-
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da); utilizando distintos sustratos de acuerdo 
al grupo; es de suma importancia debido a dos 
motivos. Por un lado porque permite dilucidar 
si se trata de uno de los más frecuentes causales 
de resistencia (ya sea en sus orígenes o una vez 
establecida) y por otro lado porque posibilita el 
empleo de estrategias alternativas de control, 
evitando riesgos toxicológicos y el incremento 
de la resistencia a valores incontrolables.
Palabras claves: análisis bioquímico, insectos, re-
sistencia, citocromos, esterasas, Tripanosomas

Summary
The human being has coexisted with nu-

merous species of insects since his origins. This 
kind of insects have been called pests because 
of their active participation in the transmission 
of human diseases and numerous losses in the 
food production from vegetables or animals. 
One form of management of this species is the 

chemical control and it is the use of synthetic or 
natural insecticidal compounds. The prolonged 
use of these insecticides can lead to the resistance 
phenomenon, whereby it is necessary to gradu-
ally increase the insecticide dose to toxicological 
values   for other organisms including humans. 
The biochemical analysis is the evaluation of the 
activity of different groups of enzymes involved 
in the degradation of these compounds (insecti-
cide metabolism) using different substrates ac-
cording to the enzymatic group, and it is very 
important for two reasons. On the one hand it 
allows to establish whether it is one of the most 
frequent causes of resistance (on the beginning 
or once established) and secondly because it 
allows the use of alternative control strategies, 
avoiding toxicological risks and the increased of 
resistance to uncontrollable values  .
Keywords: Biochemist analysis, insects, resist-
ance.

Introducción

El ser humano desde su existencia ha con-
vivido con diferentes especies de insectos a los 
que se han denominado plagas, siendo este úl-
timo concepto de origen exclusivamente antro-
pocéntrico. 

Algunas de estas especies han y continúan 
estando involucradas en la alteración de la vida 
humana y de sus ámbitos a lo largo de la histo-
ria, ejemplo de ello son sin dudas su participa-
ción activa en la transmisión de enfermedades 
y las cuantiosas pérdidas en la producción de 
alimentos de origen vegetal o animal (1). 

Teniendo en cuenta lo mencionado ante-
riormente, se pueden clasificar entonces a estas 
especies de insectos en dos grupos: el primero 
denominado plagas sanitarias, si afectan a la 
salud humana, y el segundo en plagas agrarias 
o veterinarias, cuando involucran cultivos o 

animales. 
Analizando a las plagas sanitarias en par-

ticular, estas especies de insectos pueden ser 
en la mayoría de los casos vectores de otros 
organismos; un ejemplo lo constituye Triatoma 
infestans, conocido en Argentina con el nombre 
de “vinchuca”, vector de Tripanosoma cruzi y 
responsable en la principal vía de transmisión 
de la Enfermedad de Chagas) (2) o simplemen-
te provocar una molestia por sí mismos sin ser 
vehículos de otros microorganismos (piojos de 
la cabeza; Pediculus humanus capitis) (3). Existen 
también numerosas especies de insectos capa-
ces de comportarse como vectores mecánicos 
de un gran número de patógenos oportunistas, 
tal es el caso de diferentes especies de cucara-
chas (Periplaneta americana, Blattella germanica, 
etc.) (4-7).
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Ya sea por incapacidad de controlar al mi-
croorganismo que transmite al vector (falta de 
terapias, fármacos o vacunas) o debido a que 
el propio insecto cause los daños, el hombre 
ha tratado de controlar a estos insectos de dis-
tintas maneras a lo largo de su historia. En la 
actualidad hay tres formas principales de con-
trol químico de insectos plaga las que se basan 

en el empleo de insecticidas de origen natural, 
semi-sintético o sintético. Otras formas de con-
trol son el mecánico, que consiste en el diseño 
y empleo de todo tipo de trampas o barreras 
y por último el biológico, mediante el uso de 
organismos biológicos que permiten alterar las 
poblaciones de insectos considerados plagas. 

Desarrollo

Control Químico
El mismo se basa en el uso de compuestos 

insecticidas y se han empleado diferentes fami-
lias de insecticidas a lo largo de la historia del 
control de plagas. Clasificados de acuerdo a la 
estructura química de los mismos, se han divi-
dido en organoclorados (OCls), cuyo principal 
y mejor conocido representante ha sido el DDT 
(dicloro-difenil-tricloroetano), una familia ac-
tualmente prohibida en todo el mundo debido a 
su elevada persistencia en el medio ambiente y 
a su potencial riesgo toxicológico y ecotoxicoló-
gico (8). Posteriormente fueron introducidos los 
insecticidas organofosforados (OFs) y carbama-
tos (CBMs), de los cuales algunos son cuestiona-
dos actualmente y otros han sido prohibidos en 
ciertos tipos de aplicaciones como consecuencia 
de su elevada toxicidad y características organo-
lépticas desagradables, y a partir de la década 
del 80 los insecticidas piretroides (Pyrs) (9). Es-
tos insecticidas han sido ampliamente utiliza-
dos en agricultura, veterinaria y salud con una 
importante tasa de éxito pero con la consecuente 
aparición de resistencia en numerosas especies 
de insectos debido a su prolongada aplicación. 

Respecto del mecanismo de acción de es-
tos insecticidas resulta de importancia aclarar 
que de manera general se pueden considerar 
como de acción neurotóxica a los insecticidas 
OCls, OFs y Pyrs. 

Los OCls, dependiendo del compuesto en 
particular, pueden tener como sitio blanco a los 
canales de sodio del axón, donde impiden el 
cierre de los mismos después de la activación 
y despolarización de la membrana, de lo que 
resulta un escape continuo de sodio a través 
de la membrana nerviosa (10) o al receptor de 
ácido γ-aminobutírico (GABA), inhibiendo el 
flujo del anión cloruro (Cl—) dentro del axón e 
interfiriendo en el flujo de calcio (11).

Los OFs, denominados anticolinesterási-
cos al igual que los CRMs, actúan inhibiendo la 
enzima acetilcolinesterasa (AchE) -enzima que 
hidroliza al neurotransmisor acetilcolina en el 
espacio intersináptico-, causando su acumula-
ción e impidiendo la transmisión continua de 
impulsos nerviosos. Esto ocasiona la pérdida 
de coordinación muscular, convulsiones y fi-
nalmente la muerte (12).

Tanto en mamíferos como en insectos, la 
intoxicación con piretroides afecta la genera-
ción del impulso nervioso tanto en el sistema 
nervioso central como en el periférico (13). El 
sitio de acción primario de los piretroides es 
el canal de sodio dependiente de voltaje. La 
apertura y cierre del canal de sodio permite el 
ingreso a la célula de una corriente de sodio, 
principal componente en la generación del po-
tencial de acción y en su propagación a lo largo 
del axón. Los piretroides prolongan en el tiem-
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po la corriente de sodio alterando la cinética 
activación-inactivación-desactivación del canal 
de sodio (14).

Actualmente se han introducido algunos 
insecticidas pertenecientes a nuevas familias 
como los fenilpirazoles (Fipronil), neonicoti-

noides (Imidacloprid) y derivados de plantas 
(aceites esenciales) de aplicación agraria o vete-
rinaria en la mayoría de los casos. La estructura 
química de algunos de ellos se puede ver en la 
Tabla 1.

Tipos de insecticidas de utilidad actual o pasada en el control de insectos 
que afectan la salud humana

Organoclorados

CH ClCl

CCl3

DDT

H H

Cl(eq)

H

Cl

H

Cl

H

Cl(ax)

I
I ClHCl

γ-HCH (Lindano)

Organofosforados

CH3O

CH3O

COOC2H5CH2

P

S

S CH COOC2H5

 
Malatión

NO2

CH3

P
CH3O

O

O
CH3O

 
Fenitrotión

Piretroides

H
CNBr

Br

O
O

O  
Deltametrina 

O
O

H
O

CN

Cl

Cl

 
Cipermetrina

Fenilpirazoles y Neonicotinoides

F 3C

C l

C l

N
N

NH2

CN

S
C F 3

O

Fipronil Imidacloprid
Tabla 1: Algunos ejemplos de compuestos pertenecientes a las distintas familias de insecticidas.
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Resistencia a insecticidas
El prolongado y/o indiscriminado uso de 

un tipo de insecticida puede llevar al desarro-
llo de resistencia en las poblaciones de insectos 
a las cuales se les aplica. Este fenómeno, que se 
manifiesta con la aparición de individuos que 
toleran dosis letales para los individuos llama-
dos sensibles en las primeras utilizaciones del 
producto, se basa en una evolución genética de 
las poblaciones (15,16) en las que sobreviven 
los resistentes que al reproducirse entre ellos 
generan un incremento del número de indivi-
duos resistentes. Dicha forma de evolución se 
visualiza en la Figura 1.

La Organización Mundial de la Salud de-
finió este fenómeno en 1957 de la siguiente 

forma: “Resistencia es la capacidad desarrollada 
por una población de insectos para tolerar dosis de 
compuestos tóxicos que serían letales para la mayor 
parte de los individuos de una población normal de 
la misma especie” (17).

Debido a este fenómeno, las poblaciones 
de insectos tratadas con cualquier tipo de in-
secticida deben ser monitoreadas en forma 
continua, de manera de detectar la aparición 
de resistencia con antelación y establecer las 
conductas apropiadas de cambio. Mediante el 
monitoreo se evita el uso innecesario de dosis y 
tipos de insecticidas inefectivos, protegiendo la 
salud humana y el ecosistema (18). 

Generación del fenómeno de resistencia en una población de insectos 
como consecuencia del uso de insecticidas

Figura 1: aumento del número de insectos resistentes a una dosis fija X de insecticida 
con el empleo prolongado del mismo en el control.

Estudio de los mecanismos de resistencia: 
análisis toxicológico y bioquímico 
empleando como modelo a Triatoma 
infestans (vinchuca).

El monitoreo de la resistencia en una de-
terminada población de insectos tratada con 
insecticidas se realiza mediante un conjunto 
de análisis toxicológicos, bioquímicos y mole-
culares sobre muestras representativas de las 
poblaciones de insectos en estudio. 

El análisis toxicológico se basa en la rea-
lización de los denominados bioensayos, que 
consisten en la exposición de los insectos de 
manera individual y mediante tópico a distintas 
dosis de insecticidas para determinar un pará-
metro estadístico de toxicidad siendo el ejemplo 
más común la Dosis Letal 50 (DL50) entre otros.

Para este tipo de análisis se debe contar 
con una cepa susceptible de referencia. La mis-
ma puede ser una colonia de insectos estableci-
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da en laboratorio por un lapso aproximadamen-
te de 5 generaciones (5 años en el caso del ciclo 
de vida de Triatoma infestans) ó bien, una colonia 
iniciada por recolección de material de campo 
en zonas donde no hubo aplicación de insectici-
das (en un lapso no menor a cinco años) (19) ase-
gurando de esta manera la susceptibilidad de 
los mismos. También es necesaria una población 
susceptible de campo, con insectos provenien-
tes de una población no expuesta a insecticidas 
como control de la cepa de referencia. 

Los parámetros de toxicidad calculados 

para la cepa de referencia son contrastados con 
los parámetros de las poblaciones de campo de 
T. infestans sujetas a estudio. Los individuos 
seleccionados en condiciones estandarizadas 
(generación, estadio, tiempo de vida, condi-
ciones ambientales, etc.) (19) de estas pobla-
ciones son expuestos mediante la aplicación 
de tópicos a dosis crecientes del insecticida o 
formulado insecticida (principio activo + vehi-
culizador) permitiendo la realización de una 
curva de dosis de insecticida en función de la 
mortalidad de insectos. 

Grafico de mortalidad en función de la dosis de insecticida
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Figura 2. La curva de la población resistente se encuentra desplazada hacia valores de dosis 
mayores debido a que la cantidad de insecticida que se necesita aplicar es mayor que la cantidad 
de insecticida que se aplica a los insectos susceptibles.

Utilizando esta curva se calculan entonces los parámetros estadísticos de DL50 (dosis que 
produce la mortalidad del 50% de la población expuesta) mediante el análisis de regresión Probit 
(20). A partir de los parámetros DL50 estimados para la cepa susceptible y la población en estudio 
se calcula el Grado de Resistencia (GR) (21) según la siguiente ecuación:

 

El GR representa el factor por él que se debe multiplicar la dosis que produce una determinada 
mortalidad en los individuos susceptibles para producir una equivalente mortalidad en los 
individuos resistentes.
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El análisis bioquímico se realiza en el labo-
ratorio mediante evaluación de la actividad de 
distintos tipos de enzimas involucradas en el 
metabolismo (biotransformación) de compues-
tos insecticidas (22). Este es uno de los meca-
nismos que se presenta con mayor frecuencia 
en las poblaciones resistentes. Dentro de este 
tipo de análisis también se encuentran aquellos 
que evalúan cambios en la cutícula del insecto 
(barrera que evita principalmente la desecación 
de los insectos), la que puede presentar modi-
ficaciones que conllevan a la disminución de la 
permeabilidad de los formulados insecticidas y 
a la consecuente disminución del ingreso de los 
mismos al insecto (23,24).

Los principales tipos de enzimas vincula-
dos a la degradación de insecticidas son los que 
se detallan a continuación:

a) Citocromo P450 (CYP): Mono-oxigenasas

Las mono-oxigenasas citocromo P450 
(CYP) se encuentran presentes en prácticamen-
te todos los tejidos de los insectos y están in-
volucradas tanto en la síntesis y degradación 
de ecdisteroides y hormona juvenil como en el 
metabolismo de xenobióticos naturales y sinté-
ticos (25). El número de P450s de insectos se 
aproxima a 200 e incluye miembros en las fa-
milias CYP 4, 6, 9, 12, 15, 18 y 28 (26). La impor-
tancia de las CYP y su rol en el metabolismo de 
insecticidas ha sido ampliamente demostrada 
en insectos (27,28). Presentan un alto grado de 
inespecificidad en cuanto a sustratos pero tam-
bién predilección por compuestos liposolubles. 
Metabolizan insecticidas a través de un gran 
número de reacciones como: hidroxilaciones 
aromáticas, alicíclicas y alifáticas, dealquilacio-
nes de éteres y aminas sustituidas, oxidaciones 
de tioéteres a sulfóxidos y sulfonas, epoxida-
ción de dobles enlaces y desulfuración (29). 
(Figura 3)

Sitios de acción de las mono-oxigenasas P450 sobre compuestos 
de las distintas familias de insecticidas
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FIGURA 3. Algunas reacciones de citocromo P450 sobre insecticidas
h=hidroxilación, e=epoxidación, da=dealquilación, ds=desulfuración

El metabolismo de los insecticidas por mo-
nooxigenasas puede resultar en detoxificación 
o activación (25). La resistencia mediada por 
CYPs puede ser debida a una detoxificación in-
crementada (o a una activación disminuída) y 
podría ser el resultado de un cambio en la acti-
vidad catalítica de la monoxigenasa P450 invo-
lucrada o a un cambio en el nivel de expresión 
de la proteína (30). La aparición de cambios 
en el metabolismo oxidativo de los insectos ha 
conferido resistencia a carbamatos (CRB) (31) y 
principalmente a piretroides (32-39).

b) Glutatión S–Transferasas
Cumplen dos roles en el metabolismo de 

xenobióticos: conjugación de compuestos elec-
trofílicos con el glutatión endógeno, protegien-

do así a moléculas biológicas como ácidos nu-
cleicos y proteínas; y proporción de una efec-
tiva vía de excreción a través de un producto 
hidrosoluble (40). Este grupo de enzimas cata-
lizan la conjugación de insecticidas tales como 
los organofosforados (OF), CRB y organoclo-
rados (OCl) que. dependen de la presencia de 
glutatión (41,42).

c) Esterasas

Estas enzimas son de distribución ubicua y 
actúan sobre múltiples sustratos ya que hidro-
lizan la unión de tipo éster R-COO-R´. Según 
los tipos de sustratos sobre los cuales actúan y 
los compuestos que las inhiben se ha realizado 
una clasificación simplificada de las esterasas 
(43-45). (Tabla 2)

Tabla 2. Clasificación simplificada de esterasas de acuerdo al sustrato de preferencia.

Tipo de Esterasas Sustrato preferencial

A- Esterasas (Arilesterasas) Esteres Aromáticos
B- Esterasas (Carboxilesterasas) 

(Colinesterasas)
Esteres Alifáticos
Esteres de colina

C- Esterasas (Acetilesterasas) Acetil ésteres
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Son proteínas de bajo peso molecular que 
se encuentran en su mayoría, solubles en la he-
molinfa de los insectos y sólo una pequeña frac-
ción se halla unida a algún tipo de membrana.

Tres de las principales familias de insec-
ticidas neurotóxicos (los OFs, CRMs y Pyrs) 
son ésteres y pueden ser hidrolizados por es-
terasas. El aumento de la actividad degrada-
tiva mediada por esterasas es un mecanismo 
de resistencia muy importante en OFs, a veces 
importante en piretroides y poco importante 
en CRMs. La acción de esterasas conduce a 
productos menos tóxicos, más hidrosolubles 
y más fáciles de excretar (15). En más de 30 
especies de insectos que son plagas de agricul-
tura o de importancia médica y veterinaria, se 
ha desarrollado resistencia como resultado del 
aumento de la actividad de esterasas (33,46).

El análisis molecular se realiza mediante 
la técnica de reacción en cadena de la polime-
rasa (PCR) (47) analizando las posibles modifi-
caciones a nivel genético (secuencias de ADN) 
que codifican para las enzimas involucradas en 
la degradación de insecticidas y para los sitios 
de acción (receptores) de los insecticidas. 

Técnicas de laboratorio para el Análisis 
Bioquímico

Como modelo para el desarrollo del tema 
se toma el estudio de la actividad enzimáti-
ca en Triatoma infestans (vector principal en 

Argentina de la Enfermedad de Chagas), en la 
cual el laboratorio del CIPEIN tiene mayor ex-
periencia. 

Los insectos muestra pueden provenir del 
campo (poblaciones sujetas a estudios) y/o de 
cepas criadas en el laboratorio. En general se 
reciben provenientes insectos adultos (machos 
y/o hembras) del campo y se trabaja con la pri-
mera generación (F1) tanto para la realización 
del análisis toxicológico como del bioquímico 
(33,34). 

Las actividades enzimáticas pueden de-
terminarse en homogenatos de insectos ó bien 
en distintos componentes del cuerpo del insec-
to mediante disecciones de cabeza, tórax o ab-
domen. Este último procedimiento se elige en 
el caso de que se requiera conservar la estruc-
tura y cofactores enzimáticos (en general lábi-
les) de los órganos del insecto y es denominado 
como “técnica ex-vivo” (48). 

En particular la determinación de mo-
no-oxigenasas P450 se realiza utilizando a la 
7-etoxicumarina como sustrato y se evalúa en 
abdómenes escindidos de insecto. Este sustrato 
es o-desetilado por acción de este grupo enzi-
mático generando 7-hidroxi cumarina; com-
puesto con características fluorescentes que 
puede ser medido por espectrofluorometría 
punto final (λ excitación: 400 nm y λ emisión: 
440) (35,49,48). (Figura 4)

O OH5C2O O OHO

7-Etoxicumarina 7-hidroxicumarina acetaldehído

CH3CHO

NADPH O2

H2O

Figura 4: reacción de o-deetilación de la 7-etoxicumarina.
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La medición de actividad de esterasas se 
realiza en la actualidad mediante el empleo de 
una gran variedad de sustratos debido a sus 
características de baja especificidad, por cuan-
to actúan sobre diversos tipo de uniones éster. 
Los sustratos más comunmete utilizados son el 
α y β naftil acetato (50,51), p-nitro fenil acetato 
(52); acetato de tiofenol (PTA) (53). Todos estos 
sustratos se evalúan espectrofotometricamente 
mediante técnicas cinéticas o de punto final.

En el Centro de Investigaciones de Plagas 
e Insecticidas (CIPEIN) se desarrolló un sustrato 
de medición cinética de esterasas, el 7-perme-
trato de cumarilo (7-CP) de mayor especificidad 
y sensibilidad debido a su analogía estructural 
con los piretroides y a que su producto de hi-
drólisis, la 7-hidroxicumarina, es detectable por 
espectrofluorometría en homogenatos indivi-
duales de insectos. (54). (Figura 5)

C l

C l O

O O O C l

C l O

OH HO O O
+

esterasas

Figura 5: 7-permetrato de cumarilo y su producto de hidrólisis fluorescente la 7-OH cumarina.

El último grupo de enzimas involucradas son las Glutatión S-transferasas, La actividad enzi-
mática de este grupo se evalúa a mediante la técnica cinética espectrofotométrica descripta por 
Habig et al (55) empleando glutatión reducido sobre homogenatos individuales. (Figura 6).

Cl NO2
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GST

GS

NO2

NO2 H  Cl

Figura 6: Reacción utilizada para la determinación de la actividad de Glutation S-tranferasas

Análisis de resultados
Los resultados de las actividades enzimá-

ticas se expresan como cantidad de producto 
formado en función del tiempo, por individuo 
y/o cantidad de proteína (56) (dependiendo si 
la técnica se realiza sobre un individuo o más 
por determinación). Se realiza la conversión de 
las respectivas unidades relativas de fluores-
cencia (RFU) o de absorbancia dependiendo 
de la técnica, y empleando estándares de los 
productos respectivos para realización de las 
curvas de calibración (57). 

Los valores de actividad enzimática conver-
tidos son representados mediante histogramas 
y analizados estadisticamente mediante méto-
dos paramétricos (Análisis de la Varianza) o no 
paramétricos (Kruskal-Wallis). (Figura 7).
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Figura 7: Ejemplo de representación con histogramas. Los valores de actividad de p-nitrofenil 
acetato esterasas son expresados en picomoles por minuto y por insecto y agrupados en rangos de 
valores de actividad mediante la construcción de histogramas. CIPEIN es una cepa de T. infestans 
criada en laboratorio susceptible a insecticidas mientras que Cuatro Esquinas (población domiciliada 
de origen riojano) presenta mayor cantidad de insectos con valores incrementados de actividad (57).

Conclusiones
El análisis bioquímico a través del estudio 

de las enzimas degradativas, permite dilucidar 
una de las principales causas de la resistencia a 
insecticidas en insectos vectores de enfermeda-
des humanas. 

En consecuencia, es posible detectar la apa-
rición de resistencia con anticipación, evitando 
el uso indiscriminado de insecticidas y de esta 

manera evitar tanto la exposición innecesaria 
de seres humanos y ecosistema a insecticidas, 
como el establecimiento de la resistencia. 

Por otra parte es de utilidad para evaluar 
el empleo de estrategias alternativas, como por 
ejemplo el uso de otra clase de insecticidas con 
distinto modo de acción, y entonces efectuar 
un correcto y eficiente control de los insectos 
vectores.
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