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Estudio integral de la resistencia a insecticidas en Triatoma infestans (Reduviidae:

Triatominae) del Gran Chaco

RESUMEN

La enfermedad de Chagas afecta a mas de un millon y medio de personas en
Argentina y es transmitida principalmente por la vinchuca Triatoma infestans (Klug,
1834). El control quimico del vector con insecticidas piretroides constituye la herramienta
mas utilizada para reducir la incidencia de la enfermedad. En los ultimos afios se han
detectado fallas de control a campo en zonas del Gran Chaco Argentino, corroborandose
en el laboratorio la ocurrencia de resistencia. El objetivo de esta tesis fue avanzar en el
conocimiento de la evolucion de la resistencia a insecticidas en poblaciones de campo de
T. infestans mediante el uso combinado de herramientas de la toxicologia, la genética y
la ecologia. Se analiz6 la distribucion de la susceptibilidad en 69 poblaciones recolectadas
en relevamientos entomoldgicos realizados por el Programa Nacional de Chagas y criadas
en el laboratorio. Como resultado del analisis toxicologico, el 83% de las poblaciones
resultaron susceptibles a deltametrina, todas ellas pertenecientes a las provincias de
Mendoza, San Juan, Tucuman, Santiago del Estero, Formosa, Catamarca y Chaco. Solo
se hallaron poblaciones resistentes en el Departamento chaquefio de Gral. Gliemes. En
este lugar, se caracteriz6 un patron toxicoldgico complejo, compuesto por un 23% de
poblaciones susceptibles, un 41% de poblaciones con baja resistencia (sin fallas de
control a campo) y un 36% de poblaciones con alta resistencia, estas ultimas con los
grados de resistencia (GR) mas elevados detectados hasta el momento. La totalidad de las
poblaciones resistentes a deltametrina resultd susceptible a fenitrotion, remarcando la
importancia de este insecticida como la Unica alternativa de control a campo. Los ensayos
bioquimicos en las poblaciones del foco resistente evidenciaron el aumento en la
actividad de las enzimas degradativas oxidasas P450 y esterasas como mecanismo
contributivo de la resistencia observada. Sin embargo, frecuencias altas de la mutacion
puntual L925I en el sitio de accion de los piretroides (el canal de sodio dependiente de
voltaje) estarian determinando los GR elevados. Finalmente, se logré explicar el 70% de
la variabilidad toxicoldgica del foco a partir de predictores de temperatura, precipitacion
y extension del paraje. Las variables de rociado, usadas como indicadores de la presion
de seleccidn por parte del insecticida, no contribuyeron a explicar el patron toxicoldgico.
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Se propone que el ambiente podria estar modulando la presion de seleccion del
insecticida, promoviendo la variabilidad toxicoldgica en una zona de gran complejidad
en cuanto al control de T. infestans. Este conocimiento busca contribuir a generar
estrategias integrales de control vectorial que permitan reducir la incidencia de la

enfermedad.

Palabras clave: T. infestans, piretroides, resistencia, Gran Chaco, mecanismos,

factores ambientales



Comprehensive study of insecticide resistance in Triatoma infestans

(Reduviidae: Triatominae) of the Gran Chaco

ABSTRACT

In Argentina, Chagas disease affects more than one and a half million people and
is mainly transmitted by the kissing bug Triatoma infestans (Klug, 1834). Chemical
control of the vector with pyrethroid insecticides has been the most frequently used tool
to reduce the disease incidence. Recently, failures of field control have been detected in
areas of the Argentinian Gran Chaco, and then the emergence of resistance has being
corroborated in the laboratory. The main goal of this thesis was to advance in the
knowledge of the evolution of the resistance to insecticides in field populations of T.
infestans by the integration of several fields like toxicology, genetics and ecology. The
distribution of susceptibility was analyzed in 69 populations collected in entomological
surveys carried out by the National Chagas Program. From the toxicological analysis,
83% were susceptible to deltamethrin and were from the provinces of Mendoza, San Juan,
Tucuman, Santiago del Estero, Formosa, Catamarca and Chaco. The only resistant
populations were found in Gral. Gliemes Department (Chaco province). In this area, a
complex toxicological pattern was found that consisted of 23% of susceptible
populations, 41% of populations with low resistance (without field control failures) and
36% of populations with high resistance. It is interesting to note that these latter possessed
the highest degrees of resistance (RR) detected of the moment. All the populations
resistant to deltamethrin were susceptible to fenitrothion, highlighting the importance of
this insecticide as the only field control alternative. The biochemical tests in the
populations of the resistant focus showed the increase in the activity of the degradative
enzymes P450 oxidases and esterases as contributive mechanism of the resistance
characterized. The genetics study revealed high frequencies of the L9251 mutation at the
site of action of the pyrethroids (the voltage-gated sodium channel) might be the
responsible of the high RRs. Finally, the ecological analysis showed that 70% of the
toxicological variability of the focus could be explained from temperature, precipitation
and village extension predictors. Spray variables, used as indicators of the selection
pressure by the insecticide, did not contribute to explain the toxicological pattern. It is
proposed that the environment could be modulating the selection pressure of the
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insecticide, promoting toxicological variability in an area of great complexity regarding
the control of T. infestans. This thesis contribute to the generation of comprehensive

vector control strategies that reduce the incidence of the disease.

Keywords: T. infestans, pyrethroids, resistance, Gran Chaco, mechanisms,

environmental factors
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INTRODUCCION

“No pude descansar por haberme visto atacado por un

numeroso y sanguinario grupo de las grandes chinches negras de las Pampas,
pertenecientes al género Benchuca, una especie de Reduvius (...) Antes de efectuar la
succién son muy delgados, pero después se redondean y llenan de sangre, y en este

estado se los aplasta con facilidad (...) La herida no causaba dolor.”

Darwin (1845)

La enfermedad de Chagas

La enfermedad de Chagas constituye uno de los problemas de salud puablica méas
graves de América Latina. Esta endemia, una de las mas expandidas del continente, afecta
entre 6 y 7 millones de personas en el mundo, de las cuales alrededor de 1,5 millones
viven en Argentina (OMS 2018). Debido a los fenémenos de urbanizaciéon, globalizacién
y migracion humana de las Gltimas décadas, el Chagas dej6 de ser un problema
Unicamente rural y una realidad exclusiva de Latinoamérica para transformarse en una
problematica cosmopolita (Bricefio Leon y Galvan 2007). De esta manera, también se ha
extendido a Europa, Canada, Nueva Zelanda y Australia (Schipper et al. 1980, Perez
Molina et al. 2011, Jackson et al. 2014).

La enfermedad pasa por dos etapas sucesivas, una fase aguda y una fase cronica.
La primera dura de 6 a 8 semanas. Una vez concluida, la mayoria de los pacientes
infectados parecen saludables y no es posible detectar el dafio de 6rganos a través de los
métodos de diagndstico clinico estandar, sino que es necesario recurrir a serologia o
pruebas parasitolégicas para detectar la infeccidn. Esta condicion de la fase cronica de la
enfermedad de Chagas se llama forma indeterminada y en la mayoria de los pacientes
persiste por tiempo indefinido. Sin embargo, varios afios después de que haya comenzado
la fase crénica (que dura por el resto de la vida) el 10-40% de las personas infectadas,
dependiendo de la zona geografica, desarrolla lesiones en varios 6rganos, principalmente
el corazon vy el sistema digestivo. Esta condicidn se conoce como la forma cardiaca o
digestiva de la fase cronica (OMS 2002).

El agente etioldgico es el protozoo flagelado Trypanosoma cruzi. Este paréasito
asume diferentes tipos morfoldgicos y funcionales que se alternan entre hospedadores
invertebrados y vertebrados, presentando distintas formas replicativas e infectivas en los
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dos grupos (Rojas Cortez et al. 2007). T. cruzi tiene un ciclo de vida complejo con formas
extra e intracelulares y la cronicidad de la patogénesis ha contribuido a que esta
tripanosomiasis sea una enfermedad "silenciosa™ y muy postergada en politicas de salud
publica (Flores Ferrer et al. 2017). El paréasito se transmite a los seres humanos y a otros
mamiferos a través de las deyecciones de insectos hemipteros hemat6fagos, conocidos
como vinchucas. Actualmente se conocen méas de 140 especies de triatominos (Lazzari et
al. 2013), de las cuales més de la mitad se infectan en forma natural con el T. cruzi (Figura
1).

...............................

Figura 1. Ciclo de transmision vectorial de la enfermedad de Chagas. Fuente:

Direccion de Relaciones Institucionales CONICET.

Las especies de vinchucas vectoras mas importantes desde el punto de vista
epidemiolégico son aquellas que colonizan las viviendas humanas y estan generalmente
confinadas a los ambientes domésticos y peridomesticos de las zonas rurales, semirurales

y periurbanas (Schofield 1994). De esta manera, la domiciliacion es uno de los factores
11



que define el nivel de contactos humanos/vector, que a su vez tiene implicancias
importantes a la hora de disefiar intervenciones de control eficientes (Dujardin et al. 2002,
Waleckx et al. 2015, Abad Franch 2016).

Otras formas de transmision del parasito son la transfusion de sangre, el
transplante de organos de donantes infectados, la transmision congénita de madres
infectadas a hijos/as, la ingestion de sustancias contaminadas con los excrementos de los
insectos infectados y algunos casos aislados de accidentes laborales. Sin embargo, los
registros epidemioldgicos indican que las formas anteriores son menos frecuentes que la
transmision vectorial. Incluso, a partir del afio 2000 se ha registrado un aumento de casos
agudos de Chagas con origen vectorial notificados por distintas provincias argentinas,
aun teniendo en cuenta que pueden ser solo una pequefia fraccion de los ocurridos (Gurtler
2007).

Es preciso mencionar que, dadas las caracteristicas del contexto donde el Chagas
existe, se trata de un problema complejo, profundamente social, que supera los limites de
lo biomédico. En consecuencia, requiere aproximaciones de investigacion, prevencion,
control y tratamiento que brinden respuestas integrales, acordes a las particularidades de

los escenarios actuales (Sanmartino 2006, Bricefio Leon y Galvan 2007).

Triatoma infestans y su rol como vector

El principal vector de T. cruzi en el Cono Sur es la vinchuca Triatoma infestans
(Klug 1834) (Hemiptera: Reduviidae), una chinche hematdfaga obligada que se encuentra
adaptada a héabitats domésticos y peridomésticos a lo largo de su area de distribucién
(Schofield, 1988), aunque también existen registros de poblaciones silvestres (Noireau et
al. 2005) (Figura 2).

Figura 2. La vinchuca hematdfaga T. infestans.
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Es un insecto hemimetabolo que presenta cinco estadios ninfales que comparten
el habito alimentario de los adultos. Dicha caracteristica actia como factor determinante
en el éxito de T. infestans como vector de T. cruzi, ya que el total de la poblacion de

insectos esté involucrado en el ciclo de transmision (Figura 3).

C 3 )

X

3cm

Huevos Ninfas

Figura 3. Ciclo de vida de T. infestans.

Por otra parte, cada estadio ninfal necesita de solo una comida a replecion para
estimular la muda, aunque la mayoria de las veces toman varias comidas mas pequefias,
dado que son facilmente interrumpidos por los huéspedes (Schofield 1994). Si bien todos
los estadios de esta especie presentan habito hematdfago, existen estudios que indican
que la preferencia alimentaria es variable con el estadio y el sitio de refugio. De hecho,
los estudios realizados por Wisnivesky Colli et al. (1982) concluyeron que el contenido
gastrico de los insectos hallados en dormitorios correspondia en mayor medida a sangre
de perro, y en menor a la de humano. Ademas, se detectd que las ninfas se alimentaban
de perro més frecuentemente que los adultos. Por el contrario, los insectos cuyo refugio
radicaba en el peridomicilio se alimentaron mas frecuentemente de animales de cria como
las cabras y gallinas. Estos estudios indicaron ademas que los insectos de los dormitorios
presentaban mayor infeccion con T. cruzi que los de peridomicilios. Grtler et al. (2005,
2007) estudiaron el rol de las mascotas en la dinamica de la enfermedad y determinaron
que tanto perros como gatos representan importantes reservorios para la transmision del
parasito al humano. Ademas, la preferencia alimentaria de T. infestans vari6 entre las
estaciones del afio, alimentandose preferentemente de perros y gallinas en las estaciones

calidas, y de humanos en la estacion fria (Gurtler et al. 1997).
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Otro aspecto de la biologia de T. infestans que lo define como un vector relevante
de T. cruzi es su habito nocturno. Los ciclos de actividad locomotora en esta especie se
presentan al inicio de la noche y del dia, y pueden estar relacionados con la busqueda de
un huésped y con el retorno al refugio, respectivamente (Lazzari 1992). En particular, la
sensibilidad al didxido de carbono es mayor durante las primeras horas de la noche, lo
que sugiere que en este periodo se concentra la busqueda de huésped para la alimentacion
(Barrozo et al. 2004). Esta informacion indica que T. infestans se alimenta
fundamentalmente durante la noche, cuando sus huéspedes estan en horas de descanso,
reposo y por lo tanto indefensos. Su acercamiento sigiloso al huésped garantiza que pueda
alimentarse a replecion y escapar, incluso teniendo un tamafio muy grande en su estadio
adulto y llegando a picar en zonas de la cara (Lehane 1991). El rascado instintivo sobre
la herida producida por la picadura permite el ingreso del parasito desde las heces de la
vinchuca al torrente sanguineo del huésped, manteniendo el ciclo de transmision activo.

En relacion a la dispersion del vector, en algunas regiones las poblaciones
silvestres de T. infestans se encuentran en las proximidades de las &reas habitadas por
seres humanos. Los vectores adultos (alados) pueden transmitir la enfermedad al entrar
en contacto directo con las personas o sus alimentos e incluso pueden infestar las
viviendas y establecer colonias de cria (Abad Franch 2009). Vazquez Prokopec et al.
(2004) estudiaron la dispersion por vuelo hacia los peridomicilios en el Gran Chaco y
determinaron que ocurria en el verano tardio, asociada con el bajo grado nutricional de
los insectos (estimado como peso/ longitud) y las altas temperaturas. Por lo tanto, en esta
ecorregion, donde T. infestans estd ampliamente distribuida, debe prestarse especial

atencion a los eventos de recolonizacion posteriores al control.

El control vectorial con insecticidas piretroides

Dentro del area de la salud publica, la tripanosomiasis americana es dificil de
tratar. S6lo se cuenta con dos drogas, nifurtimox y benznidazol, que deben ser aplicadas
en los primeros dias posteriores a la infeccion y bajo supervision médica, dado que no
estan exentas de efectos secundarios. El tratamiento es mas efectivo cuanto més reciente
sea la infeccion y menor sea la edad del paciente, ya que ambas drogas son mejor toleradas
por nifios/as (Bern et al. 2007). Ademas, T. cruzi es antigénicamente complejo y puede
provocar reacciones autoinmunitarias, por lo tanto, la posibilidad de elaborar una vacuna

segura y eficaz se considera hoy como muy remota (Tyler y Engman 2001). Por estos
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motivos, los programas de control en paises endémicos se basan principalmente en la
deteccion en donantes de sangre para reducir el riesgo de transmisién transfusional, la
deteccion temprana en mujeres gestantes infectadas para evitar la transmision materna y,
sobre todo, la eliminacion de los vectores triatominos domésticos (OMS 2006).

En Argentina, el Programa Nacional de Chagas (PNC) comenz0 a operar en 1962
bajo una estructura vertical y logrdé una rédpida disminucion de la prevalencia de
infestacion doméstica por T. infestans en el centro y el norte del pais durante su primera
década de actividad (Segura et al. 2000, Segura 2002). En sus més de 50 afios de historia,
la infestacion se redujo en todas las provincias respecto de los indices previos al programa
y se avanz0 sobre el control de la transmision transfusional. Esto trajo aparejado una
significativa caida de la seroprevalencia nacional de T. cruzi con valores de 10,1% (1965-
69) hasta llegar a un 1,9% (1993), medida a través de casi 1,8 millones de varones
conscriptos diagnosticados (Segura et al. 2000). Por lo tanto, el horizonte presente y
futuro de las acciones de control corresponde a una estrategia de vigilancia
epidemioldgica permanente bajo amplia participacién de la comunidad, para prevenir la
recolonizacion de los vectores (Pinto Dias 2007). En este sentido, el control quimico de
insectos vectores se ha convertido en la principal estrategia para reducir la incidencia de
la enfermedad.

Los insecticidas piretroides se han utilizado desde los afios ochenta en forma
exitosa, con alta efectividad sobre los insectos y bajo riesgo toxicoldgico en humanos
(OMS 2002). En el caso particular de los triatominos domiciliados, los piretroides han
mostrado mayor efectividad en el intradomicilio que en los peridomicilios lindantes que
albergan animales domésticos (Zerba 1999, Gurtler et al. 2004). Estos insecticidas,
variantes sintéticas y mas estables de las piretrinas naturales, generan intoxicacion por
efectos potentes sobre el sistema nervioso central y periférico de los insectos (Soderlund
1995, Bloomquist 1996, Perry et al. 1998, Zlotkin 1999).

Para entender el efecto neurotdxico de los piretroides, es necesario tener en cuenta
que el medio interno de la neurona en estado de reposo es negativo respecto al externo
debido a las diferencias en las concentraciones de iones sodio (Na*) y potasio (K*) entre
ambos medios. Cuando se transmite el impulso nervioso a lo largo del axén cambia la
permeabilidad de la membrana debido a la apertura de canales de Na*, el cual ingresa y

disminuye la diferencia de potencial. La membrana nerviosa recupera rapidamente su
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estado de equilibrio mediante el movimiento de iones Na* y K* a través de canales

especificos (Figura 4).

@ Potencial de acciéon \
Los canales de Na+ regulados por
voltaje se abren, los iones de Na+
penetran al interior del axén
Exterior del
axon (=)
Membrana
axonica
Interior del
axon (+)
.,{7,9/ Los canales de Na+ Los canales de K+ regulados
regulados por por voltaje se abren, los iones
voltaje se cierran de K+ salen fuera del axén ® lones Na+
® lones K+
@ lones grandes
Exterior del cargado
axon (+) negativamente
Membrana
axobnica
Interior del
axon (-)

J

Figura 4. Transmisién normal del impulso nervioso a partir del gradiente
eléctrico a través de la membrana neuronal. a. generacion del potencial de accion, b.

repolarizacion.

Los insecticidas piretroides actian a nivel de la membrana nerviosa en un sitio
especifico de los canales de Na*, modificando la velocidad de cierre de los mismos y
alterando la transmision nerviosa normal. Registros intracelulares en axones de
invertebrados y vertebrados mostraron distintos efectos de estos insecticidas sobre la
propagacion de potenciales de accion. Algunos piretroides provocan descargas repetitivas
en las membranas nerviosas, mientras que otros bloguean la conduccion de impulsos
(Naumann 1990). Por estas y otras caracteristicas relacionadas con la estructura quimica,

se 1os clasificaen Tipo | y I1. Los piretroides tipo I, dentro de los cuales se encuentra la
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deltametrina, son los mas potentes (Bloomquist 1996) (Figura 5). Como resultado de la
perturbacion de la transmision nerviosa normal, se inicia una serie de sintomas de

intoxicacion que terminan con la muerte del insecto (Stenersen 2004).

o i Control

="

0.1 pM Deltamethrin

1.0 pM Deltamethrin

0 2000 4000 6000 S000
Time (ms)

Tail current {us)
ra

Figura 5. Corriente (LA) en funcion del tiempo (ms) en condicién normal
(Control) y en presencia de deltametrina (0.1 y 1.0uM Deltamethrin). El potencial de
accion se modifica y, como consecuencia, la conduccién del impulso nervioso se

interrumpe. Extraido de Tatebayashi y Narahashi (1994).

Pese a la alta eficiencia mostrada por los piretroides, en las Gltimas dacadas se
registro en distintas zonas del Gran Chaco la presencia de triatominos intradomiciliarios

posteriormente a la fumigacién con deltametrina (Vazquez Prokopec et al. 2009).

Fracasos en el control vectorial: el problema de la resistencia

El control inefectivo de vinchucas de campo ha sido observado en el Gran Chaco
pese a los esfuerzos intensivos realizados en la ecorregion bajo la Iniciativa del Cono Sur
(Glrtler 2009). La misma fue lanzada en 1991 y tuvo como objetivos eliminar la
transmision transfusional de T. cruzi y las poblaciones domésticas y peridomeésticas de T.
infestans de toda la region (Dias et al. 2002, Silveira 2002). Sin embargo, que no se
cumplan por completo estos objetivos ambiciosos podria deberse a que la evidencia
disponible en ese entonces indicaba que T. infestans no poseia focos silvestres (con
excepcion de los valles andinos de Bolivia), era muy susceptible a los insecticidas
piretroides y presentaba poca variabilidad genética de la cual pudiese emerger la
resistencia a los insecticidas (Gurtler 2007). Mas tarde, diversos estudios realizados en el

Gran Chaco aportaron evidencia para contradecir estas tres suposiciones (Noireau et al.
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2000, 2005, Picollo et al. 2005, Piccinali et al. 2009). Como consecuencia, en los afos
siguientes se ubico a gran parte de la ecorregion dentro de la zona del area endémica

donde la transmision vectorial no logré ser interrumpida (Figura 6).

.....
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Figura 6. Situacion de la transmision vectorial de la Enfermedad de Chagas en

América en el afio 2016. Fuente: Organizacion Panamericana de la Salud.

El control insatisfactorio puede explicarse por varias causas bioldgicas, genéticas
y ambientales, asi como por la evolucidn de la resistencia a los insecticidas (Gurtler et al.
2004, Picollo et al. 2005, VVazquez Prokopec et al. 2009, Giirtler 2009). Esta es un proceso
poblacional, consecuencia de dos factores principales: la presencia de individuos con
capacidad hereditaria para resistir el insecticida (es decir, individuos de baja
susceptibilidad) y la presion de seleccion a traves del insecticida (Tabashnik 1989). Para
una dosis determinada de compuesto que es aplicada sobre la poblacién, una pequefia

proporcién de individuos de baja susceptibilidad sobrevive y se reproduce con éxito. Ante
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la repetida aplicacion del compuesto, el aumento de la proporcion de insectos tolerantes
al insecticida resulta en el desarrollo de una poblacion resistente, es decir una poblacion
que ha adquirido la capacidad de tolerar niveles de toxico que serian letales para la
mayoria de los individuos de una poblacion normal de la misma especie (Roush y Daly
1990). Como resultado visible, se observan fallas de un insecticida para controlar una
poblacion, a pesar de su efectividad en el pasado (Robertson et al. 2007a).

Los primeros estudios realizados en Argentina detectaron focos de baja resistencia
a deltametrina en algunos departamentos de las provincias de San Luis, La Rioja,
Mendoza, Catamarca y Salta que no comprometieron la efectividad del control quimico
en el campo (Vassena y Picollo 2003). En el afio 2002, estudios de laboratorio
determinaron altos niveles de resistencia a deltametrina en vinchucas recolectadas en la
ciudad de Salvador Mazza, Departamento de San Martin, al norte de Salta. En
concordancia con estos resultados, las autoridades del Ministerio de Salud de Argentina
informaron que la campafia de intervencion con insecticidas piretroides en el norte de
Salta no habia sido efectiva (Picollo et al. 2005). Poco tiempo después se reportd una
situacion similar en la localidad fronteriza de Yacuiba en el departamento de Tarija, al

sur de Bolivia (Figura 7).
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Figura 7. Zonas con poblaciones de T. infestans resistentes a piretroides en
Argentina, Bolivia y Per( detectadas hasta el momento. Adaptado de Mougabure Cueto
y Picollo (2015).

El fracaso en el control quimico representa un problema sanitario de gran
importancia porque el aumento en la densidad de los insectos vectores de la enfermedad
de Chagas esta directamente vinculado con un aumento en el numero de personas
infectadas. En consecuencia, en las ultimas décadas se ha intensificado el estudio de la
resistencia en T. infestans a partir de la extension de los monitoreos desde el foco de
Salvador Mazza-Yacuiba, el primero de los detectados asociado a fallas de control en

campo, hacia otras zonas de ambos paises. La situacion detectada no fue la misma para
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Bolivia y para Argentina. En Bolivia, no se encontraron poblaciones domiciliadas con
grado de resistencia (GR) menores a 100 y el &rea resistente se encontraba muy extendida,
abarcando los departamentos de Tarija, Cochabamba, Chuquisaca y La Paz (Picollo et al.
2005, Toloza et al. 2008, Germano et al. 2010a, Lardeaux et al. 2010). En contraposicion,
en Argentina, se encontraron poblaciones resistentes en distintas localidades de Salta,
pero el &rea de alta resistencia se circunscribia a la zona fronteriza en la localidad de
Salvador Mazza y sus barrios aledafios, como La Pista y El Sauzal (Picollo et al. 2005,
Santo Orihuela et al. 2008, Toloza et al. 2008, Germano et al. 2010). En localidades
relativamente cercanas como Madrejones y Acambuco, los GR, si bien resultaron altos,
fueron significativamente menores a 100 y disminuyeron drasticamente hacia el sur de la
provincia de Salta (Corralito y San Carlos) (Fabro et al. 2012, Germano et al. 2010, 2012).

En los Gltimos afios, se han detectado poblaciones resistentes en la provincia de
Chaco: los lugares fueron Pampa del Indio (de baja resistencia en el Departamento San
Martin), La Esperanza y El Mala (de muy alta resistencia, asociadas a ineficaces
camparias de control en el Departamento General Gliemes) (Carvajal et al. 2012, Gurevitz
et al. 2012, Germano et al. 2013). Hay que destacar que todas estas poblaciones se
encuentran en la zona del Gran Chaco donde el control vectorial no ha sido interrumpido
por las distintas iniciativas que tuvieron como objetivo reducir la incidencia de la
enfermedad.

Luego de casi dos décadas de estudios, la resistencia a insecticidas en T. infestans
se evidencia como un problema complejo: evoluciond en diferentes areas de la
distribucion geografica de la especie, presenta diferentes perfiles en diversas areas y
distintos mecanismos que la promueven evolucionaron en diferentes poblaciones (Picollo
et al. 2005, Toloza et al 2008, Pedrini et al. 2009, Fabro et al. 2012, Germano et al. 2010,
2012, Capriotti et al. 2014). Incluso, Germano et al. (2013) detectaron que en el ya
mencionado Paraje La Esperanza la poblacion de insectos de una vivienda podia seguir
un proceso de seleccion con insecticidas de manera independiente a lo que le ocurria a
insectos de otras viviendas, evento que concuerda con la significativa estructuracion
genética micro y macrogeografica detectada en la especie (Perez de Rosas et al. 2007,
Piccinali et al. 2018). Por lo tanto, la evolucion de la resistencia requiere un abordaje
multidisciplinario que involucre diversas escalas espaciales.

La aparicion de individuos resistentes en una poblacion es muy dificil de predecir,

por lo que es importante detectar la resistencia al nivel mas bajo posible para interrumpir
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el proceso de seleccion en el area endemica (Mougabure Cueto y Picollo 2015). Para
cumplir este objetivo, el Laboratorio de Investigacion en Triatominos del Centro de
Referencia de Vectores (LIT- CeReVe- Ministerio de Salud de la Nacién) elaboré junto

al PNC un protocolo de manejo de la resistencia en el area endémica argentina.

El manejo de la resistencia a piretroides

El manejo de la resistencia a insecticidas en T. infestans esta determinado y
condicionado por las particularidades bioldgicas, operativas y culturales asociadas al
control de los vectores de la enfermedad de Chagas. Esto hace que algunas tipicas
recomendaciones expresadas por comités de expertos y organismos no puedan ser
implementadas (Mougabure Cueto y Picollo 2015). Las medidas que puedan retardar la
evolucion de la resistencia mientras aun no haya fracasos de control a campo se ven
dificultadas por la escasa variedad de formulados efectivos alternativos a los piretroides.
Tampoco se ha implementado el uso de refugios para individuos susceptibles o estrategias
similares que permitan mantener en baja frecuencia los genes resistentes por tratarse de
insectos vectores de una enfermedad.

En cuanto a otras alternativas al control quimico tradicional, no han sido
desarrolladas al momento estrategias eficientes de control bioldgico o de modificacion
del comportamiento. En este contexto, en Argentina se cuenta por el momento sélo con
insecticidas piretroides, principalmente la deltametrina en su formulacién suspension
concentrada. En segundo lugar, estan los insecticidas organofosforados fenitrotion y
malation es sus formulaciones como polvo mojable. Por razones de potencia, selectividad,
riesgo toxicoldgico, calidad de las formulaciones y recepcion de las mismas por parte de
los pobladores de las areas endémicas, la rotacion preventiva entre piretroides y
organofosforados (por ejemplo, entre deltametrina y fenitrotién) no es recomendable.

Por otro lado, el uso de potes fumigenos que combinan distintos insecticidas
piretroides como permetrina y beta- cipermetrina con organofosforados como 2,2
diclorovinil dimetil fosfato ha sido empleado exitosamente (Zerba et al. 1989). Su elevada
capacidad de penetracion en lugares de dificil acceso lo vuelve una opcién favorable para
el tratamiento de viviendas construidas con materiales con hendiduras, como barro,
adobe, machimbre y paja. Sin embargo, debido a que la residualidad es baja y el proceso
de preparado de las viviendas muy riguroso, su uso se ha limitado a la fase de ataque y

en estrategia en combinacion con el rociado clésico.
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Por todo lo mencionado, el
rociado de viviendas con piretroides
segun el protocolo correspondiente es
la opcién a utilizar mientras no se
detecten  focos  resistentes  que
comprometan el control en campo
(Recuadro 1).

El  monitoreo  toxicoldgico
continuo implica que la resistencia no
sera estudiada a partir de las fallas de
control en una determinada localidad,
sino que se evaluard en insectos
recolectados en todas las localidades
antes del rociado e independientemente
de la eficacia del mismo. Asi, de esta
detectar la

manera es posible

Recuadro 1. El protocolo de rociado con
piretroides establece una primera visita a las casas
para realizar la evaluacién entomolégica y analizar
la infestacion domiciliaria. En funcion de lo
encontrado, se evalla como proceder en una
segunda visita:

* 0% de infestacion domiciliaria: no se
realiza rociado y se evalla cada 6 meses segln
vigilancia de rutina.

* [ndice de infestacion domiciliaria menor
a 5%: se rocian con deltametrina las viviendas
positivas y las que se encuentran en un radio de 500
metros a la redonda (tratamiento selectivo).

* [ndice de infestacion domiciliaria mayor
a 5%: se rocia con deltametrina el 100% de las
viviendas (tratamiento de ataque).

resistencia en el laboratorio en niveles bajos o incipientes y adelantarse al problema

pensando estrategias integrales de manejo que tiendan a su resolucion. Para esto, es

importante incluir el estudio de los mecanismos que la promueven.

Mecanismos involucrados en la evolucidon de la resistencia

Los insecticidas acttan a nivel de blancos fisioldgicos indispensables, como es el

caso del sistema nervioso sobre el que acttan los productos neurotoxicos utilizados en el
control vectorial de la enfermedad de Chagas (Vassena et al. 2007). Las moléculas de
piretroides que logran ejercer su accion toxica entraron en contacto con el insecto,
penetraron en el organismo, evitaron la degradacion, fueron transportadas hasta el sitio
de accion e interactuaron con él.

Los mecanismos involucrados en el fenotipo resistente estdn asociados a
modificaciones en uno o varios de los distintos pasos toxicocinéticos/ toxicodinamicos
ocurridos durante la interaccion insecto-insecticida, principalmente la disminucion en la
tasa de penetracion del insecticida, el aumento de su tasa de detoxificacion y las

modificaciones en el sitio de accion (Oppenoorth 1985, McKenzie 1996) (Figura 8).
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Figura 8. Mecanismos de resistencia como consecuencia de la modificacion de

algunos de los pasos en la interaccion insecto-insecticida.

La reduccion de la penetracion cuticular es un mecanismo que confiere bajos
niveles de resistencia a un gran rango de insecticidas y a su vez puede potenciar los niveles
de resistencia cuando actta en conjunto con otros mecanismos (Pedrini et al. 2007, 2009).
Los ultimos dos mecanismos (mayor degradacion enzimatica y modificacion del sitio de
accion), por el contrario, son mas frecuentes y estan asociados a mayores niveles de
resistencia. Por este motivo, tienen una importancia relativa mas grande y seran

abordados en este trabajo de tesis.

Aumento de degradacion enzimdtica: oxidasas y esterasas

De los posibles mecanismos de resistencia, uno de las mas importantes y
estudiados es el aumento en la tasa de degradacion enzimaética del insecticida. Una mayor
tasa de degradacion enzimatica en comparacion a la de individuos susceptibles puede
ocurrir por un aumento de la afinidad de la enzima por su sustrato (mutaciones en genes
estructurales) o por un aumento en la cantidad de moléculas enziméticas (cambios en los

patrones de expresion). En ambos casos la consecuencia es una mayor actividad de las
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enzimas que metabolizan al insecticida (Zhu y Snodgrass 2003). En el metabolismo de
los insecticidas piretroides, las enzimas involucradas son mayormente el complejo P450
(mono-oxigenasas u oxidasas de funcién mixta) y las esterasas. Las oxidasas de los
insectos estan involucradas en el metabolismo de compuestos enddgenos, asi como en el
catabolismo de los xenobioticos tales como toxinas de plantas e insecticidas y en la
evolucidn de la resistencia (Feyereisen 2005). Las esterasas, por otro lado, son un grupo
amplio de enzimas importantes en el metabolismo de xenobi6ticos y estan involucradas
en la promocion de resistencia a organofosforados, carbamatos y piretroides en una
amplia variedad de insectos (Li et al. 2007, Ortiz Hernandez et al. 2013). Estudios previos
del CIPEIN describieron la asociacion del incremento en la actividad de oxidasas y
esterasas con la baja efectividad de deltametrina en poblaciones de T. infestans de las
provincias de San Luis y Salta (Gonzalez Audino et al. 2004, Picollo et al. 2005, Santo
Orihuela et al. 2008). Todos ellos, al igual que el estudio de Lardeux et al. (2010) en
Bolivia, propusieron que la aplicacion de un sinergista de la actividad piretroide
disminuia los niveles de resistencia, pero no alcanzaba a suprimirla completamente. Esto
sugiere la existencia de otros mecanismos contributivos a la resistencia no asociados a la

actividad enzimatica, como podria ser la modificacion del sitio de accion.

Moadificacion del sitio de accién: mutaciones kdr

Otro mecanismo de resistencia importante es la modificacién en la molécula
donde el insecticida ejerce su accién toxica, es decir, el sitio de accién. Estas
modificaciones generan resistencia individual por alterar negativamente la interaccion
con el tdxico manteniendo la funcionalidad del sitio de accion. En el caso de la resistencia
a piretroides, las modificaciones ocurren en el canal de sodio dependiente de voltaje (sitio
de accién de estos insecticidas). Se han reportado alrededor de veinte mutaciones
puntuales de nucleétido simple (SNPs) en el gen que codifica para este canal distribuidas
alo largo de sus cuatro dominios homdlogos (I-1V) en una gran variedad de insectos plaga
(Soderlund y Knipple 2003) (Figura 9). Recientemente se han descripto por primera vez
en triatominos dos mutaciones puntuales en el gen del canal de sodio en insectos
provenientes de poblaciones resistentes (Fabro et al. 2012, Capriotti et al. 2014). Ambas
reciben su nombre por la sustitucion que se lleva a cabo en la regién ortéloga del gen
“para” de la mosca Musca domestica, especie modelo en la caracterizacion de estas

mutaciones desde la década del cincuenta. La primera mutacion determina la sustitucion
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de una leucina por una fenilalanina en el segmento hidrofébico transmembrana nimero 6
(S6) del dominio Il en la posicion 1014 (L1014F) y es la més habitual de las sustituciones
asociadas a resistencia en el canal de sodio en insectos (Soderlund y Knipple 2003). La
segunda, se expresa como una sustitucion puntual de una leucina por una isoleucina,
ubicada en el loop intracelular transmembrana entre los segmentos 11S4 y 1IS5 en la
posicion 925 (L9251).
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Figura 9. Estructura transmembrana extendida del canal de sodio dependiente de
voltaje que muestra los cuatro dominios internamente homdlogos (I-1V), cada uno con
seis hélices transmembrana (S1-S6). Se muestra la ubicacion de las 20 mutaciones
caracterizadas en distintas especies y se marcan las detectadas en T. infestans. Adaptado
de Soderlund y Knipple (2003).

Los estudios de las Gltimas décadas proporcionan evidencia convincente de que
las mutaciones puntuales son la causa principal de la sensibilidad neuronal reducida a los
piretroides y, por ende, generan "resistencia al volteo" (Knockdown resistance o
simplemente kdr) (Morin et al. 2002, Huang et al. 2004, Yoon et al. 2008, Kasai et al.
2009, Martins et al. 2009, Zhu et al. 2010, Karatolos et al. 2012, Madeiros Barros et al.
2012, Davila Barboza et al. 2018). Esto conlleva consecuencias graves en el uso sostenido
de los insecticidas a campo (Soderlund y Knipple 2003). Por lo tanto, la deteccién
temprana de este mecanismo constituye una herramienta clave a la hora de anticipar el
problema complejo de la resistencia en zonas donde la eliminacion de T. infestans ha

fallado, como es el caso del Gran Chaco.
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El Gran Chaco

El Gran Chaco abarca alrededor de 1,3 millones de km? que se extienden sobre el
norte de Argentina, el este de Bolivia y el oeste de Paraguay (Gorla y Noireau 2010).
Incluye dos ecorregiones definidas: el Chaco Himedo y el Chaco Seco, con un amplio
gradiente climético y particularidades geoldgicas que generaron una gran diversidad de
ambientes y alta diversidad bioldgica (Gurtler 2007). Se caracteriza por ser en toda su
extension una llanura semiarida con baja densidad humana (aproximadamente 0,5-5
habitantes por km?) y poblados rurales muy dispersos, a los que suele ser dificil acceder
(The Nature Conservancy 2005). La vegetacion es un mosaico de bosques secundarios de
madera dura, arbustales, sabanas secas e inundables, esteros, bafiados y salitrales. Las
temperaturas pueden variar desde -10°C hasta un record histérico de 49°C. Las
precipitaciones anuales se hallan entre los 350 hacia el oeste y los 1300 mm hacia el este,
lo cual ha limitado la agricultura de secano en el centro y oeste del Chaco y ha favorecido
la desertificacion en algunas zonas (Girtler 2007).

En gran parte del Gran Chaco, los cambios en el uso y propiedad de la tierra junto
con la rapida expansién del cultivo de la soja a gran escala durante los afios noventa han
causado un fuerte impacto sobre el paisaje. Esto causd la degradacion y pérdida
irreversible de bosques naturales y su biodiversidad, asi como de la estructura
socioecondmica de las poblaciones campesinas, que se vieron obligadas a migrar hacia
los centros urbanos. En la actualidad, se calcula que entre el 50% y 70% de la poblacién
rural del Chaco Argentino tiene necesidades basicas insatisfechas (NBI) y en Bolivia el
valor llega al 76%. La escasez de agua dulce limita fuertemente el desarrollo de grandes
zonas del Chaco y aumenta los indices de pobreza, segun indica el Informe sobre
Desarrollo Humano del Programa de las Naciones Unidas para el Desarrollo de 1997.

Las viviendas, tipicamente construidas con adobe y paja o cafias 0 aln mas
precarias, constituyen un habitat muy apropiado para T. infestans y las estructuras
peridomésticas generalmente juegan un papel fundamental en el mantenimiento de la
abundancia poblacional de triatominos de diversas especies cercanas a los domicilios
(Segura et al. 2000, Biancardi et al. 2003). EI ambiente peridoméstico es un riesgo
importante como fuente de triatominos, ya que en él se pueden encontrar cabras, caballos,
cerdos, gallinas que sirven de alimento a los triatominos; ademas de gallineros, corrales

y materiales de construccion, que hacen de refugio (Figura 10). Estas estructuras
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peridomiciliares se encuentran en muchas ocasiones lindantes a los dormitorios, a las

cocinas o a otras areas de actividad humana (Gdrtler 2007).

Figura 10. Viviendas de los parajes del departamento General Gliemes,
provincia del Chaco, construidas de: A. barro, B. adobe, C. y E. ladrillo cocido, D.

ladrillo cocido con anexos de chapa. F. peridomicilio tipico.
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La vigilancia vectorial en la zona ha sido irregular, menos intensa que en otras
areas, costosa e insostenible cuando se tienen en cuenta los Gltimos cincuenta afios.
Ademaés, el sistema de transmision de la enfermedad de Chagas muestra una alta
resiliencia, que se manifiesta en una gran capacidad de recuperacion en un tiempo
limitado luego de las campafias de fumigacion con insecticidas residuales como los
piretroides (Gurtler 2009). Para afiadir complejidad a la problemaética, los piretroides
empleados dejan focos residuales peridomeésticos y esto genera una recurrente
recolonizacion doméstica en ausencia de una vigilancia efectiva. Los recientes hallazgos
de focos silvestres de T. infestans de distintos tipos y de resistencia a los insecticidas
piretroides en el Chaco argentino y boliviano afiaden nuevos desafios (Gurtler 2007).

Como consecuencia de todo lo anterior, el Gran Chaco constituye la ultima
frontera del control de T. infestans. Muestra una muy alta seroprevalencia materna de T.
cruzi y la prevalencia de infestacion de T. infestans en esta zona sigue siendo alta,
alcanzando valores del 30%. Inclusive, en un estudio realizado en 2003 sobre una muestra
de poblacién aborigen del Gran Chaco Argentino, perteneciente a comunidades qom,
wichi y pilaga de las provincias de Formosa y Chaco, se observo una prevalencia general
de infeccidn del 55,83% (Sotelo et al. 2004).

Se sabe que la ecologia de T. infestans y los patrones de transmision del parasito
pueden variar entre ecorregiones dependiendo del clima, el ambiente, las practicas
humanas y el origen étnico (Gurevitz et al. 2011). Los estudios ecoldgicos tradicionales
se han centrado en la influencia de variables ambientales en la distribucion de T. infestans
como primera aproximacién al estudio espacial del riesgo de transmision en el Gran
Chaco (Gorla 2002, Espinoza et al. 2014, Gaspe et al. 2015, Brito et al. 2017, Espinoza
Echeverria et al. 2017). Teniendo en cuenta que la evolucion de la resistencia en esta zona
es uno de los factores que dificultan el control vectorial, se requieren nuevos abordajes
que analicen la importancia del ambiente. Como primera aproximacién a la resistencia
considerada como variable respuesta, Bustamante Gomez et al. (2016) realizaron una
revision bibliografica de 24 articulos que reportaban resistencia en Argentina, Bolivia,
Brasil y Paraguay y, mediante el uso de modelos lineales generalizados, encontraron una
relacién entre la distribucion de la resistencia y cinco variables ambientales. Sin embargo,
los modelos fallaron al describir la ocurrencia de una poblacion altamente resistente en
Chuquisaca (Bolivia) y 5 de las 13 poblaciones del sur del Departamento de General

Guemes (Provincia de Chaco, Argentina), area donde se localizan las poblaciones con
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mayores niveles de resistencia detactadas hasta el momento (Carvajal et al. 2012,
Germano et al. 2014, Sierra et al, 2016). Esto pone en evidencia la complejidad ambiental
del centro del Gran Chaco Argentino y la necesidad de incorporar al relevamiento de
resistencia el estudio de las variables ambientales que la promueven en el rea endémica

de nuestro pais.
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OBJETIVOS E HIPOTESIS

Objetivos de esta tesis
La tesis tiene como objetivo general avanzar en el conocimiento de la evolucién
de la resistencia a insecticidas en poblaciones de campo de Triatoma infestans, mediante
el uso combinado de herramientas de la toxicologia, la genética y la ecologia.
Los objetivos especificos son:
1. Determinar los perfiles de susceptibilidad y resistencia a un insecticida piretroide
y a un insecticida fosforado en poblaciones de T. infestans de diferentes provincias
endémicas de Argentina.
2. Evaluar la importancia de la detoxificacion enzimética incrementada como
mecanismo de resistencia en los focos resistentes detectados.
3. Describir la presencia y la frecuencia de las mutaciones de resistencia al volteo
(kdr) en el canal de sodio dependiente de voltaje de las poblaciones resistentes.
4. Caracterizar la influencia de variables ambientales implicadas en la evolucién de

la resistencia.

Hipotesis de esta tesis

Las hipétesis de trabajo son las siguientes:

1. a) Poblaciones de diferentes zonas del area endémica del pais han desarrollado
distintos perfiles y niveles de resistencia al insecticida piretroide deltametrina,
sugiriendo que la resistencia ha evolucionado de manera independiente en
cada zona.

b) Las poblaciones resistentes son susceptibles al insecticida fosforado
fenitrotion, usado como alternativa de control.

2. Niveles bajos de grado de resistencia se explican por una actividad
incrementada de las enzimas detoxificantes oxidasas P450 y/o esterasas.

3. Niveles altos de grado de resistencia se explican por una frecuencia alta de
mutaciones puntuales en el canal de sodio dependiente de voltaje (L1014F y
L925I).

4. Existen variables ambientales en el Gran Chaco que favorecen la evolucion de

susceptibilidad reducida.
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CAPITULO 1

Determinacion de los perfiles de susceptibilidad y resistencia a un insecticida
piretroide y a un insecticida fosforado en poblaciones de Triatoma infestans de

diferentes provincias endémicas de Argentina
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CAPITULO 1

La importancia de las curvas dosis-respuesta

Las respuestas cuantales ocurren cuando el resultado en un solo organismo es todo
0 nada. En el caso de la exposicion a insecticidas, se evalla si cada individuo responde o
no un tiempo después de administrado el toxico, considerando como respuesta la muerte
y como no respuesta la supervivencia (Mougabure Cueto y Sfara 2016). De esta manera,
la susceptibilidad de una poblacion de insectos se evalla a partir de la exposicion de
grupos de individuos de la misma especie tratados experimentalmente con un rango de
dosis del farmaco (Busvine 1971). Cada grupo recibe una dosis determinada y la respuesta
se registra como la proporcion de individuos tratados que responden. La relacion entre el
porcentaje de mortalidad observado (eje Y) y la dosis evaluada (eje X) se representa en
una curva dosis- respuesta. Se espera que concentraciones mas altas del insecticida
produzcan mayores proporciones de mortalidad.

También se evalla la respuesta frente a la dosis cero del insecticida. En caso de
haber mortalidad natural en estos controles, se ajusta con la formula de Abbott’s (Abbott
1925):

P — PO

100 — po < 100

Mortalidad corregida =

Ecuacién 1. Férmula de Abbott.

Donde P es el porcentaje de mortalidad de los insectos tratados y PO es el
porcentaje de mortalidad de los insectos del control. Este ajuste puede realizarse cuando
la mortalidad de los controles no excede el 20% o cuando la mortalidad se obtiene a partir
de un nmero alto de réplicas.

El gréfico resultante de evaluar la mortalidad frente a la dosis es una curva
sigmoidea que dificulta evaluar la respuesta cerca del 0 y del 100% de mortalidad, zonas
donde la respuesta alcanza asintotas. Por lo tanto, se usa una transformacion Probit para
convertir la curva sigmoidea acumulativa en una funcion lineal. Esto se logra trazando
lineas perpendiculares equidistantes en el eje X de la curva dosis- respuesta separadas en
términos de desviaciones estandar de la curva normal acumulada (Hewlett y Plackett

1979). De esta manera, se obtiene una escala de desvios equivalentes normales que es
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lineal, al igual que la escala que se consigue si se aplica el logaritmo a la dosis. Asi, al
medir el porcentaje de mortalidad en términos de desviaciones estandar, llegamos a una
relacion lineal entre los desvios y la dosis logaritmica. Luego, para que la respuesta sea
siempre positiva, se suma 5 a los desvios, obteniendo medidas que reciben el nombre de
“probits” (una abreviatura de unidades de probabilidad).

El gréfico de los valores probits del porcentaje de mortalidad en funcion del
logaritmo de la dosis generan una relacion lineal (Perry et al. 1998). A partir de esta
funcidn lineal es posible obtener parametros toxicologicos como la dosis letal 50 (DLso),
que es la concentracion a la que muere la mitad (50%) de los insectos tratados con el
insecticida (Figura 11).
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Figura 11. Curva dosis-respuesta para una poblacion y linealizacion con la

transformacion Probit, a partir de la cual se obtiene el pardmetro DLso.
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Luego, el método del cociente de dosis letal establece que a partir de la relacion
entre la DLso de la poblacion analizada y la DLso de una cepa susceptible usada como
referencia, se pueda estimar el parametro toxicoldgico grado de resistencia (GRso). Este
valor permite determinar la existencia o no de resistencia a cada insecticida en cada
poblacién (Robertson y Preisler 1992). Es decir, es una medida de respuesta relativa al
insecticida que expresa cuantas veces mas insecticida se debe aplicar para obtener la
misma mortalidad que en la cepa susceptible de referencia.

El estudio de susceptibilidad se ha realizado tradicionalmente en zonas puntuales
del area endémica donde se sospechaba la existencia de poblaciones resistentes por contar
con reportes de fallas de control a campo. El objetivo de este capitulo fue extender el
relevamiento a distintas provincias de Argentina para poder conocer la distribucion
geografica de la susceptibilidad a deltametrina en T. infestans, anticiparse asi al problema
de la resistencia y evaluar la respuesta al insecticida alternativo fenitrotion. La
consecuencia observacional que se esperd ver fue que los grupos de insectos de distintas
zonas del pais presentaran diferentes valores de mortalidad al recibir el insecticida
deltametrina. También se esperd que todos ellos mostraran alta mortalidad frente al
fenitrotion. Para llevar a cabo este objetivo, se hizo hincapié en el registro de una zona
del Gran Chaco Argentino en la que previamente se habian detectado localidades con

insectos resistentes

Metodologia para cumplir el objetivo 1
Recoleccion y cria de insectos

Las poblaciones de campo de T. infestans fueron recolectadas por técnicos del
PNC como procedimiento de rutina del monitoreo de resistencia. Durante la etapa de
relevamiento entomoldgico, se realizaron blsquedas activas tanto en domicilio como en
peridomicilio de al menos 15 hembras y 15 machos procedentes del nimero maximo
posible de viviendas para obtener muestras representativas de los distintos parajes (Figura
12).
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Figura 12. Recoleccion de muestras de T. infestans en el campo.

Se colectaron insectos provenientes de 69 parajes de diferentes departamentos de
las provincias argentinas de Mendoza, San Juan, Tucuman, Santiago del Estero, Formosa,
Catamarca y Chaco. De esta manera, se definio como poblacion de estudio al grupo de

insectos recolectado por paraje.
Los insectos fueron trasladados al CeReVe, para ser evaluados en cuanto a su

positividad (Figura 13).
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CULONIAS RES\STENTES CRIA

Figura 13. Poblaciones de T. infestans de campo en su paso por el CeReVe.

Aquellas vinchucas de campo en las que no pudo ser detectada la presencia de T.
cruzi fueron alimentadas en el laboratorio y enviadas posteriormente al CIPEIN (Figura
14).

Figura 14. Poblaciones de T. infestans colectadas en el campo en cria en el
CIPEIN.
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Una vez en su destino final, fueron criadas respetando la clasificacién por
poblacion en condiciones controladas de temperatura (28+1°C), de humedad (50-70%) y
un fotoperiodo de 12:12 horas (luz: oscuridad). Se les proporcioné una paloma por
semana como fuente de sangre siguiendo el protocolo de la OMS (1994). Se utilizé la
cepa Stariolo como susceptible de referencia, obtenida a partir de la descendencia de
insectos provistos por el CeReVe. Esta cepa, caracterizada bioquimica y genéticamente
por Roca Acevedo et al. (2015), nunca estuvo en contacto con insecticidas.

Ensayos toxicoldgicos en ninfas |

El primer ensayo toxicologico fue realizado en ninfas I provenientes de la cria de
los insectos de campo. La utilizacion de la descendencia responde principalmente a dos
necesidades: que sean insectos libres de T. cruzi y que, en caso de haber resistencia, ésta
tenga base genética (caso contrario, estariamos en presencia de algin mecanismo de
disminucion de susceptibilidad no hereditario). Mas adn, el primer estadio ninfal
garantiza que sea mas sencillo estandarizar los protocolos y obtener una cantidad
considerable de insectos en las condiciones requeridas: ayunados, con 5-7 dias de vida 'y
un peso medio de 1,3 £ 0,2 mg (OMS 1994).

El bioensayo para determinar la susceptibilidad a deltametrina (99% de pureza,
Dr. Ehrenstorfer, Alemania) consiste en la aplicacion tépica en la parte dorsal del
abdomen de una microgota de 0,2 pl del insecticida disuelto en acetona de grado analitico
(Merck, Argentina) (Figura 15). La gota se suministra con una jeringa Hamilton de 10 pl
(Hamilton, Reno, NV) provista de un dispenser de 50 descargas (Hamilton PB- 600-1)

que asegura la deposicion de una gota de 0,2 pl por cada descarga.

Figura 15. A. Ninfa | utilizada en los bioensayos y B. Aplicacion tépica de la

microgota de la solucion del insecticida en la parte dorsal del abdomen.
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El primer paso de la evaluacidn de resistencia consistio en aplicar a 3 grupos de
10 insectos cada uno la dosis discriminante (DD), que es por definicion la concentracion
del insecticida que causa el 99% de mortalidad en individuos de la cepa susceptible. La
DD de deltametrina fue de 2 ng por insecto, es decir, una concentracion de 0,01 mg/ml
de deltametrina en solucion acetonica (Picollo et al. 2005). El protocolo tradicional
establece que porcentajes de mortalidad inferiores al 100% en dos de tres réplicas
topicadas con DD son indicadores de resistencia (OMS 1994, 2000). Sin embargo, debido
a la variabilidad observada entre dosis, se empled el criterio de Brown y Pal (1973), que
establece un umbral del 80% de mortalidad frente a la DD. De esta manera, con un ensayo
de dosis Unica fue posible detectar la presencia de individuos resistentes en poblaciones
provenientes del campo. Los controles consistieron en todos los casos en grupos de 10
insectos topicados Unicamente con el solvente (acetona).

A aquellas poblaciones catalogadas como resistentes frente a la DD se les realiz
un ensayo dosis-respuesta que consistio en la aplicacion de al menos cuatro dosis de
deltametrina en acetona, en un rango entre 0,0001 y 10 mg/ml. Nuevamente, se uso un
grupo de 10 insectos para cada dosis, los controles se realizaron con acetona y se hicieron
por lo menos 3 réplicas por dosis. Esto Gltimo se debe a que para disminuir el riesgo de
obtener resultados sesgados y calcular los valores de DLsp con un p < 0,05, se requiere
un minimo de 30 insectos por concentracion (Robertson et al. 2007b). Después de la
exposicion, los insectos se mantuvieron en una camara de cria (FOC-225E, Velp
Scientifica, Milan, Italia) a 28 + 1 ° C, 50% de humedad relativa y un fotoperiodo de
12:12 horas (luz:oscuridad) durante 24 hs, al cabo de las cuales se evalud la mortalidad
de los insectos. El criterio para la mortalidad fue la incapacidad para caminar desde el
centro hasta el borde de un papel de filtro Whitman circular de 11 cm de diametro. Solo
aquellas ninfas que pudieron alcanzar el borde del papel de filtro, con o sin estimulacion
mecénica con pinzas metalicas, fueron consideradas vivas (OMS 1994).

Luego, en estas poblaciones se prob6 una DD de fenitrotion (98% de pureza, Dr.
Ehrenstorfer, Alemania) de 100 ng por insecto (0,5 mg/ml fenitrotiébn en acetona)

siguiendo el mismo protocolo.

Ensayos toxicoldgicos en huevos
Una vez detactadas las poblaciones resistentes, el siguiente ensayo toxicoldgico

fue la determinacion de la susceptibilidad a deltametrina en huevos de 11-12 dias de edad,
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que fueron seleccionados a partir de las caracteristicas morfoldgicas externas descriptas
por Picollo de Villar (1979): color naranja con dos manchas oscuras cerca del opérculo.
Estos huevos fueron pegados con cinta bifaz a un cubre objetos en grupos de 10 (Figura
16). Luego, cada uno recibié en su opérculo una microgota de 0,2 ul del insecticida
diluido en acetona, utilizando la misma jeringa Hamilton de 10 ul (Picollo et al. 1976).
Siguiendo el protocolo de Toloza et al. (2008), la DD fue de 20 ng de deltametrina por
huevo (0,1 mg/ml deltametrina en acetona). Nuevamente, los controles recibieron solo
acetona. Después de la aplicacion topica, los huevos se incubaron en la cdmara de cria.
La mortalidad se evalué 10 dias después del tratamiento a partir de la determinacion del
nimero de huevos que no pudieron eclosionar. Este periodo permititd verificar si se

produjo una eclosion tardia en el control (Toloza et al. 2008).

Figura 16. Huevos pegados sobre el cubreobjetos y detalle de la aplicacion

sobre el opérculo de la microgota de la solucion del insecticida.

Andlisis estadistico
Con los datos de mortalidad de ninfas | a diferentes concentraciones de
deltametrina se construyeron las curvas dosis-respuesta y se realiz6 un analisis Probit
(Litchfield y Wilcoxon 1949). De la pendiente de estas curvas se extrajeron las DLsg para
cada poblacién y de la relacidn entre éste parametro toxicoldgico y la DLso de la cepa
susceptible de referencia se estimo el GRso de la poblacion. Dado que la proporcion entre
las dosis propaga el error de los calculos de las mismas dosis, los valores de los GRso se
expresaron junto con sus intervalos de confianza (I1C) del 95% (Robertson et al. 2007b).
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Las poblaciones de campo se consideraron resistentes cuando los GRsp fueron
significativamente diferentes de 1 (es decir, cuando el 95% de IC del GRso no incluia el
namero uno). GRsp < 10 se consideré como resistencia baja, 10 < GRso < 100 se considerd
como resistencia media, y GRso > 100 se consideré como resistencia alta (Germano et al.
2012). Cuando fue posible, también se determinaron los niveles de resistencia que
afectaban al 90% de los individuos expuestos (GRgo) siguiendo la misma metodologia.

Todos los datos de los bioensayos se analizaron con el software POLO PLUS

(LeOra 2007), corrigiendo los valores de mortalidad con la formula de Abbott.

Resultados del capitulo 1

Los ensayos toxicoldgicos realizados en ninfas | mostraron que la susceptibilidad
a deltametrina se encontrd extendida a lo largo del area endémica. De esta forma, la
mayoria de las 69 poblaciones fueron susceptibles, representando un 83% del total de
poblaciones evaluadas. Estas poblaciones, correspondientes a las provincias de Mendoza,
San Juan, Santiago del Estero, Tucuman, Formosa y Catamarca, exhibieron una

mortalidad superior al 80% al ser tratadas con DD (Tabla 1).

o o » % de mortalidad Susceptibilidad a
Provincia Departamento Sitio de coleccion ]
con DD (n total) deltametrina

Mendoza Lavalle Asuncion 94 (16) Susceptible
Lavalle San Pedro 100 (10) Susceptible
Lavalle Nueva California 100 (6) Susceptible
Lavalle San José 100 (5) Susceptible
Lavalle California 100 (10) Susceptible
Lavalle El Forzudo 100 (24) Susceptible
Lavalle El Retamo 95 (19) Susceptible
San Juan Calingasta Sorogayense 90 (41) Susceptible
Calingasta La Isla 81 (27) Susceptible
Calingasta Hilario 100 (34) Susceptible
Calingasta El Zonda 92 (121) Susceptible
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Santiago del

Estero

Catamarca

Formosa

Tucuman

Chaco

Choya

Choya
Choya
Choya
Choya
Choya
Guasayan
Guasayan
Guasayan
Guasayan

Fray Esquiu

Ramon Listra
Ramon Listra

Ramon Listra

Guasayan
Graneros
Graneros
Graneros
Graneros

Graneros

Tafi del Valle

Giliemes

Giliemes

Gillemes

Gilemes

Gilemes

Gilemes

Gilemes

La Represa

Pozo del Campo
San Justo

Balde Pozo

Las Pefias

San Pedro
Famatina

Pampa Pozo

El Symbol

Las Chacras

La Falda de los Mazza
Camino del Acha
Maria Cristina
Santa Teresa

El Galpén

Palo seco

La Barranca

El Simbol

Los Chafarcitos
Los Arboles Grandes
Tafi del Valle
Pampa Argentina
Pampa Almirén
El Nandd

Campo Alto

El Asustado

La Rinconada

El Juramento @

96 (23)

82 (33)
91 (44)
93 (14)
100 (9)
100 (30)
81 (21)
100 (15)
89 (36)
95 (40)
80 (94)
100 (25)
78 (40)
98 (41)
93 (41)
80 (85)
94 (68)
96 (25)
80 (46)
80 (61)
100 (31)
3 (66)

13 (16)
13 (40)
2 (41)

0 (31)

0 (30)

5 (41)

Susceptible

Susceptible
Susceptible
Susceptible
Susceptible
Susceptible
Susceptible
Susceptible
Susceptible
Susceptible
Susceptible
Susceptible
Susceptible
Susceptible
Susceptible
Susceptible
Susceptible
Susceptible
Susceptible
Susceptible
Susceptible
Resistente

Resistente

Resistente

Resistente

Resistente

Resistente

Resistente
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Guemes
Guemes
Guemes
Guemes
Guemes
Guemes
Guemes
Guemes
Guemes
Guemes
Guemes
Guemes
Guemes
Guemes
Guemes
Guemes
25 de Mayo
25 de Mayo
25 de mayo
25 de mayo
25 de mayo
25 de Mayo
25 de Mayo
25 de Mayo
25 de Mayo
25 de Mayo

25 de Mayo

Quitilipi

El Mala®

La Esperanza®
El Maulle

Los Pereyras
Zaparinqui
Pozo Colorado
El Zanjon
Palma Sola
Palo Marcado
Colonia Castelli
La Ger6nima®
Bella Vista

4 de febrero
Los Quirquinchos
Los Placeres

El Techat

Lote 40
Colonia Waltieri
Lote 39

El Milagro

La Tambora
Paso de Oso
Lote 42

Lote 39

La Madrid

Lote 24

La Matanza

Legua 4

0 (30)
19 (61)
90 (40)
93 (40)
100 (30)
83 (30)
77 (82)
77 (31)
92 (50)
84 (70)
63 (106)
88 (41)
100 (30)
82 (42)
100 (30)
92(77)
96 (81)
100 (46)
100 (97)
97(35)
94 (31)
94 (86)
97 (65)
100 (82)
96 (76)
94 (49)
87 (62)

98 (55)

Resistente

Resistente

Susceptible
Susceptible
Susceptible
Susceptible
Resistente

Resistente

Susceptible
Susceptible
Resistente

Susceptible
Susceptible
Susceptible
Susceptible
Susceptible
Susceptible
Susceptible
Susceptible
Susceptible
Susceptible
Susceptible
Susceptible
Susceptible
Susceptible
Susceptible
Susceptible

Susceptible
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Quitilipi El Zanjon 81 (75) Susceptible

Quitilipi La Matanza 99 (88) Susceptible

Tabla 1. Susceptibilidad a deltametrina en poblaciones de campo de T. infestans de
diferentes provincias endémicas de Argentina. 2 Extraido de Sierra et al. (2016), ® Extraido
de Carvajal et al. (2012), ¢ Extraido de Germano et al. (2014).

Sélo se encontraron poblaciones resistentes con tasas de mortalidad inferiores al
80% y en algunos casos cercanas a cero en la provincia de Chaco, més especificamente
en el Departamento de General Gliemes (Figura 17). Dada la relevancia de este lugar en
la distribucién de la resistencia, se decidi6 calcular los pardmetros toxicologicos (DLso,
GRso, GRgo cuando fue posible, % de mortalidad con fenitrotion en ninfas | y con
deltametrina en huevos) para todos los parajes del Departamento, independientemente de
haber sido catalogadas antes como resistentes o susceptibles. A partir del calculo de las
DLso de estas poblaciones, algunas de las que habian sido clasificadas como susceptibles
en la Tabla 1, fueron reclasificadas como de baja resistencia en la Tabla 2. Esto ocurrio
para los parajes El Maulle, Los Pereyras, Zaparinqui, Pozo Colorado, Palo Marcado y

Colonia Castelli.
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Figura 17. Departamentos con localidades susceptibles y detalle del foco

resistente del Departamento General Glemes, Chaco. Abreviaturas de las poblaciones: EJ=
El Juramento, ML= El Mal4, LE= La Esperanza, PA= Pampa Argentina, Pal= Pampa Almiron,
EN= EI Nandi, CA= Campo Alto, EA= El Asustado, LR= La Rinconada, LG= La Gerénima,
EM= El Maulle, LP= Los Pereyras, Z= Zaparinqui, PC= Pozo Colorado, EZ= El Zanj6n, PS=
Palma Sola, PM= Palo Marcado, CC= Colonia Castelli, 4F= 4 de Febrero, LQ= Los

Quirquinchos, PL= Los Placeres, BV= Bella Vista, ET= EIl Techat.
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Los niveles de susceptibilidad a deltametrina fueron muy variables, con valores
de DLso para ninfas | que oscilaron entre 0,038 y 1664 nanogramos por insecto (ng/i)
(Tabla 2). De estas poblaciones, el 23% fueron susceptibles, el 41% presentaron baja

resistencia y el 36% restante tenian alta resistencia (Figura 18).

Poblaciones del foco resistente de General Giiemes (Chaco)
50-

% de poblaciones

Estatus toxicolégico

Figura 18. Distribicion de las poblaciones del Departamento General Gliemes,

Chaco, en funcién de su nivel de resistencia.

Se determinaron los GRso mé&s elevados hasta el momento. Teniendo en cuenta la
existencia de poblaciones caracterizadas previamente en la zona, como El Juramento, El
Mald y La Esperanza, se confirmé la persistencia de un foco resistente de alta
heterogeneidad toxicologica, de extension adn no definida. Incluso, en algunas
poblaciones como Pampa Argentina, Campo Alto, El Asustado y La Rinconada, la
mortalidad con la dosis mas alta aplicada (10 mg/ml) fue inferior al 50% y sus valores de
DLso fueron > 200. Como no fue posible obtener una estimacion finita, se realizé un
calculo estimativo de la resistencia a partir del cociente de estas DLso > 200 y la DLso de
la cepa susceptible de referencia. De esta manera, se considerd que los GRso eran

superiores a 1000.
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Los huevos tratados con deltametrina mostraron el mismo estatus toxicologico
que las ninfas | en cada poblacion y todas las poblaciones estudiadas del foco resistente
fueron susceptibles a fenitrotion, el Unico insecticida alternativo a los piretroides

aprobado para ser utilizado por el PNC para el control a campo (Tabla 2).
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Ninfas | Huevos
Deltametrina Fenitrotion Deltametrina
% %
» ] ] Mortalidad Mortalidad
Poblacién Pendiente DLso (ng/i) (IC del Estatus
. ) n X2 GRso (IC del 95%) GRyo (IC del 95%) o conDD(n  conDD (n
(latitud, longitud) + DE 95%) toxicolégico )
de insectos de huevos
testeados) testeados)
Referencia (Stariolo) 171  1,41+0,35 11,31 0,18 (0,03-0,35) - - Susceptible 100 (30) 100 (0)
El Juramento ] ]
227 0,53 +0,09 3,34 1664 (676- 6590) > 2000 NA Alta resistencia 100 (40) -
(25°54'S, 60°24°0)2
El Mala ) )
90 1,0+0,4 15,54 134 (100- 182) 1031 (909,1- 1213,3) NA Alta resistencia 93 (42) 0 (90)
(25°56’S, 60°27°0)°
La Esperanza® ) )
224 0,64 £0,12 28,63 30,32 (10,21-79,71) 233,42 (116,78- 466,57) NA Alta resistencia 100 (41) -
(26°3'S, 60°27°0)
Pampa Argentina
(25°52°00.1”’S, 251 7,72 2,20 > 200 > 1000 NA Alta resistencia 100 (30) 6,5 (31)
60°33'20.7770)
El Nanda _ _
251 0,96 +0,23 18,95 115,2 (49,6- 453) 500 (200- 1000) NA Alta resistencia 100 (30) 0 (30)
(25°56°54”S,60°19°59”0)
Campo Alto ] ]
190 1,78+0,81 9,61 > 200 > 1000 NA Alta resistencia 100 (17) 20 (30)
(26°0'9”S, 60°14'25”0)
El Asustado ) .
255 1,11 +0,74 15,48 > 200 > 1000 NA Alta resistencia 100 (32) 2 (10)

(26°5°10”S, 60°18'22”0)
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La Rinconada
(24°55'14”’S, 61°24°15°°0)
La Gerénima

(26°4’S, 60°16°0)?

El Maulle

(25°27°42”S, 60°55'10”0)
Los Pereyras
(25°28'55”S, 61°11'1270)
Zaparinqui

(26°3'53”S, 60°34'3170)
Pozo Colorado
(26°3'59”S, 60°30°29°0)
El Zanjon

(25°43'16”’S, 60°43'54”0)
Palma Sola

(24°14°30”’S, 62°16'50”0)
Palo Marcado
(24°37°4”’S, 62°6'30”0)
Colonia Castelli
(26°0’38”S, 60°39'18”0)
4 de febrero

(25°34'58”S, 60°47'52”0)
Los Quirquinchos
(25°42°1”S, 60°55’170)

198

356

210

302

120

110

370

222

384

179

118

155

0,60 +0,19

0,92 +0,12

2,20+ 0,33

5,39 +1,06

2,31+0,43

2,58 +£0,80

2,05+0,25

1,88 +0,34

1,80 +0,17

2,08 +0,34

1,07 +0,27

0,50 +0,11

68,59

13,82

18,21

37,00

7,22

2,07

22,72

17,37

187,66

18,34

2,45

2,30

> 200

0,71 (0,27- 1,57)

0,87 (0,58 1,27)

1,08 (0,82- 1,26)

0,61 (0,36- 0,98)

0,96 (0,41- 1,35)

0,74 (0,57- 0,92)

0,77 (0,46- 1,13)

0,67 (0,37-1,30)

0,56 (0,31-0,85)

0,04 (0,02-0,07)

0,04 (0,004- 0,12)

> 1000

3,89 (1,63- 9,26)

4,72 (2,11-10,63)

5,68 (2,72-12,66)

3,29 (1,43-7,52)

5,21 (2,16- 12,50)

4,03 (1,81- 8,93)

4,18 (1,81- 9,62)

3,97 (1,78- 8,77)

3,06 (1,31- 7,14)

0,19 (0,10-0,51)

0,20 (0,04-1,05)

NA

11,76 (4,10- 34,48)

2,24 (1,04- 4,83)

1,26 (0,66- 2,41)

1,46 (0,64- 3,34)

2,03 (0,88- 4,67)

2,11 (1,04- 4,27)

2,49 (1,07- 5,78)

2,11 (1,01- 4,41)

1,56 (0,73- 3,36)

0,37 (0,08- 1,69)

9,71 (1,00- 90,91)

Alta resistencia

Baja resistencia

Baja resistencia

Baja resistencia

Baja resistencia

Baja resistencia

Baja resistencia

Baja resistencia

Baja resistencia

Baja resistencia

Susceptible

Susceptible

100 (30)

98 (58)

96,7 (30)

93,3 (30)

100 (31)

100 (30)

100 (30)

100 (30)

90 (30)

100 (30)

0 (32)

93 (30)

100 (30)

70 (30)

100 (30)

87 (31)

25 (20)
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Los Placeres

140 1,01 +0,21 1,09 0,04 (0,02-0,07) 0,21 (0,10-0,53) 0,38 (0,10- 1,38) Susceptible -
(25°18'7’S, 61°10'56”0)
Bella Vista .

251 1,07 £ 0,18 12,87 0,37 (0,20- 0,60) 2,02 (0,80- 5,10) 3,94 (1,35- 11,49) Susceptible -
(25°57°'15’S, 60°22’'34”0)
El Techat .

168 2,12 +0,32 14,48 0,44 (0,24- 0,68) 2,38 (1,01- 5,62) 1,19 (0,56- 2,53) Susceptible -

(25°42'44”S, 60°53'59”0)

Tabla 2. Efecto toxicoldgico de la deltametrina y el fenitrotion sobre poblaciones de campo de T. infestans de General Giiemes, Chaco. ? Extraido
de Sierra et al. (2016), ® Extraido de Carvajal et al. (2012), ¢ Extraido de Germano et al. (2014). La poblacién Pampa Almirén no fue analizada
por falta de material biolégico. n= nimero de insectos utilizados en el bioensayo, ES= error estandar, ng/i= nanogramos por insecto, 95% IC=
intervalo de 95% de confianza, GR= grado de resistencia. En aquellas poblaciones donde la mortalidad a la mayor dosis de insecticida usada fue
inferior al 50%, consideramos la dosis a la cual la pendiente comenzé a achatarse (DLso~1mg/ml = 200ng/i), por lo que informamos como

“DLs50>200" y los GR fueron considerados como > 1000. ND= informacion no disponible (en esas poblaciones no fue posible estimar GRoo).
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Discusion del capitulo 1

En el primer capitulo se propuso evaluar la susceptibilidad de distintas
poblaciones del area endémica de T. infestans al insecticida piretroide deltametrina y al
fosforado fenitrotion utilizado como alternativa para el control a campo.
Afortunadamente, la mayoria de las 69 poblaciones evaluadas fueron susceptibles a
deltametrina, reforzando su importancia como herramienta para los programas de control
vectorial en la regidn. Los primeros reportes de resistencia a deltametrina vinculados a
acciones de control quimico deficientes corresponden a las localidades de Salvador
Mazza (norte de Argentina) y Yacuiba (sur de Bolivia) (Picollo et al. 2005, Santo
Orihuela et al. 2008). Estos estudios informaron que el area resistente estaba restringida
a la frontera argentino-boliviana. Mas tarde, Germano et al. (2010) estudiaron varias
localidades de Argentina y Bolivia e informaron nuevos hallazgos de resistencia a
deltametrina en poblaciones hacia el norte y hacia el sur de la frontera argentina-
boliviana, con GRso cercanos a 500. Esto puso en evidencia que la extension de la
resistencia era mayor a la esperada. El relevamiento toxicologico realizado por Lardeux
et al. (2010) en Bolivia informé que s6lo el 28% de las poblaciones eran susceptibles,
demostrando que la resistencia a deltametrina se hallaba altamente extendida a lo largo
del pais, con valores de GRsg que oscilaban entre 6 y 491. La situacion presentada en este
capitulo pareceria ser opuesta a la de Bolivia: la resistencia a deltametrina fue detectada
en el 17% de las poblaciones analizadas y todas ellas se vieron restringidas al
Departamento de General Gliemes (Provincia de Chaco).

Aunque la resistencia a los insecticidas en los triatominos es un problema grave,
éste pareceria estar restringido al area central del Gran Chaco argentino, el principal lugar
donde el control y la eliminacion de T. infestans ha fallado. En los ultimos 20 afios, esta
ecorregion se caracterizd por la discontinuidad y heterogeneidad de las acciones de
control quimico contra los triatominos, con carencia 0 con muy pocas intervenciones
registradas (Mougabure Cueto y Picollo 2015). Especificamente, en esta tesis se encontrd
una agrupacion de localidades con niveles variables de resistencia en los alrededores de
J.J. Castelli, ciudad cabecera del Departamento chaquefio de General Guemes. Este
patrén complejo se caracterizd por una alta heterogeneidad toxicoldgica compuesta por
tres categorias: poblaciones susceptibles, de baja y de alta resistencia. Lardeux et al.
(2010) propuso que la heterogeneidad en los niveles de resistencia a deltametrina

probablemente provenga de la presion no homogeénea por parte de los insecticidas. De
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hecho, las frecuencias de rociado pueden variar entre las localidades y el efecto del
insecticida puede ser distinto incluso entre intradomicilio y perodomicilio de una misma
vivienda. Es mas probable que ocurra la degradacion de insecticidas por parte de las
variables ambientales en el peridomiclio, lo que podria promover una seleccion diferente
en comparacion al entorno del intradomicilio (Mougabure Cueto y Picollo 2015). Asi, la
seleccion de individuos expuestos a dosis subletales (en el peridomicilio) y dosis letales
(en el domicilio) conducirian a la evolucion de perfiles toxicoldgicos diferentes (Gressel
2011). Germano et al. (2013) encontraron diferencias importantes en el estado de
resistencia a nivel microgeografico en La Esperanza (una de las localidades del foco
resistente caracterizado en este capitulo), lo que sugiere un alto nivel de estructuracién de
las poblaciones de T. infestans sobre las que luego el insecticida ejerceria su presion
selectiva. Varios estudios genéticos previos demostraron que las poblaciones de T.
infestans estan altamente estructuradas (Pérez de Rosas et al. 2007, Pizarro et al. 2008,
Segura et al. 2009), mostrando alta variabilidad genética a través de su rango de
distribucion (Piccinali et al. 2009). Por lo tanto, la posible aplicacién de insecticida de
manera heterogénea en combinacion con la alta estructuracion poblacional de la especie
podria explicar la heterogeneidad de los fenotipos toxicolédgicos caracterizados.

Sin embargo, no se descarta que en General Gliemes puedan existir poblaciones
con baja susceptibilidad natural (es decir, con tolerancia a deltametrina). Algunos
estudios de poblaciones silvestres de T. infestans de Bolivia han encontrado una
susceptibilidad diferencial a deltametrina. Estas poblaciones fueron recolectadas de un
habitat selvatico sin intervenciones de control quimico y parece muy poco probable que
hayan estado expuestas a cualquier tipo de insecticida (Roca Acevedo et al. 2011,
Depickere et al. 2012, Bustamante Gomez et al. 2014). Por lo tanto, poblaciones silvestres
de T. infestans de diferentes areas geograficas del pais parecerian tener diferentes grados
de susceptibilidad natural a deltametrina. Mougabure Cueto y Picollo (2015) plantearon
que la discontinuidad de las acciones de control en algunas areas del Gran Chaco, donde
se encuentran parajes con poblaciones de T. infestans con altos grado de resistencia, lleva
a especular acerca de la presencia de poblaciones tolerantes a los insecticidas,
proponiendo la hipotesis de que algunas variables ambientales de la ecorregion del Chaco
podrian seleccionar individuos con alta tolerancia sin la presencia del insecticida. Es

necesario profundizar este abordaje para identificar si hay variables ambientales
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implicadas en la promocion de esta tolerancia natural o, en interaccion con el insecticida,
de resistencia a insecticidas en las poblaciones del foco resistente.

La persistencia de vectores que favorecen la transmision de T. cruzi podria estar
potenciada por factores no necesariamente relacionados con la resistencia. Es decir,
podria haber discontinuidad en el espacio y el tiempo de las intervenciones de control
quimico, alta densidad de triatominos en estructuras peridomésticas que albergan
animales domeésticos, falta de disponibilidad del insecticida, eventos de reinfestacion o
colonizacion desde zonas rurales cercanas o incluso desde focos silvestres (Porcasi et al.
2006, Gurtler et al. 2007, Vazquez Prokopec et al. 2009). Como se propuso en el parrafo
anterior en relacion a las variables ambientales implicadas en la promocion de resistencia,
la influencia de las acciones de control y de los niveles de infestacion sobre la resistencia
sera evaluada en el capitulo 4 en este trabajo de tesis.

En este relevamiento se encontraron las poblaciones con los niveles de resistencia
mas altos a deltametrina hasta el momento, con valores de GRso que excedian el 1000.
Estos altos niveles de resistencia podrian deberse (al menos en parte) a las alteraciones
en el sitio de accion de los insecticidas, el canal de sodio dependiente de voltaje, como se
demostrd en varias especies de insectos de importancia econémica y sanitaria (Soderlund
y Knipple 2008). zZhu et al. (2010) investigaron la distribucion y el alcance de la
sensibilidad neuronal reducida a los piretroides y DDT, denominado "resistencia al
volteo" (kdr) en poblaciones de chinches en los Estados Unidos y encontraron que era el
mecanismo principal de resistencia. Descubrieron que muy pocas poblaciones eran
resistentes a deltametrina por el mecanismo de actividad de detoxificacion incrementada
por parte de las enzimas monooxidasas P450. Recientemente, dos mutaciones puntuales
en el canal de sodio asociado a la resistencia a los piretroides, L1014F y L925 (en la
numeracion de la secuencia de aminoacidos de la mosca doméstica canal de sodio) se
describieron en dos poblaciones resistentes de T. infestans (Capriotti et al. 2014, Fabro et
al. 2012). Algunos estudios en mosquitos y piojos determinaron una fuerte relacién causal
entre el genotipo kdr y la susceptibilidad a los piretroides (Reimer et al. 2008, Toloza et
al. 2014). Esto permitio a los autores proponer que las mutaciones del tipo kdr estan
causalmente relacionadas con la resistencia y ser utilizadas como un marcador efectivo y
practico en las acciones de monitoreo. Esta asociacion también podria estar presente en
T. infestans y explicar la existencia de poblaciones con altos niveles de resistencia

determinados por altas frecuencias de las mutaciones L1014F o L925 (Sierra et al. 2016).
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Por otro lado, los bajos niveles de resistencia a los piretroides podrian deberse a una
disminucion de la penetracion cuticular o a un aumento del metabolismo. Tanto el
mecanismo de detoxificacion enzimaética incrementada como las modificaciones en el
sitio de accion seran abordados en los capitulos 2 y 3.

En cuanto a los huevos, aquellas poblaciones expuestas a deltametrina mostraron
el mismo estatus toxicoldgico que el exhibido por ninfas I. Estos resultados son
consistentes con el estudio de Toloza et al. (2008), donde los huevos de la poblacién
argentina de Salvador Mazza fueron tan resistentes a deltametrina como las ninfas. Este
resultado llevo a los investigadores a sugerir que los niveles similares de resistencia
encontrados para huevos y ninfas de primer estadio podrian deberse a la expresion de
mecanismos similares de resistencia en ambas etapas. EI mismo estudio encontré que las
poblaciones Sucre y Yacuiba (Bolivia) exhibian ninfas con alta resistencia a la
deltametrina, mientras que sus huevos mostraban niveles medios de resistencia al
insecticida. Esto podria implicar que la expresion de la resistencia a los insecticidas en
los huevos varia entre poblaciones argentinas y bolivianas, y la resistencia a los
piretroides diagnosticada en ninfas | no siempre seria indicativa de la resistencia en la
etapa de huevo. Ademas, Amelotti et al. (2011) mostr6 que las hembras dentro de un
rango de edad pueden producir individuos con variacion en la susceptibilidad y esto
podria explicar al menos en parte las diferencias en la susceptibilidad entre grupos de
insectos (entre poblaciones, colonias, etapas, etc.). Para aumentar la confiabilidad de los
resultados obtenidos, este estudio siguié la recomendacion de que los individuos
utilizados en bioensayos se seleccionaran al azar de la descendencia de un nimero
minimo de diez hembras de edad desconocida.

Finalmente, todas las poblaciones resistentes estudiadas fueron susceptibles a
fenitrotion. Las unicas formulaciones de insecticidas aprobadas para su uso en el control
de campo de T. infestans en Argentina son las que contienen el piretroide deltametrina o
los organofosforados fenitrotion y malation (Carvajal et al. 2012). Como se menciond
anteriormente, el fenitrotion presenta un bajo coeficiente de seguridad y su uso en una
estrategia de retraso de la posible evolucién de la resistencia a piretroides (mediante
rotacion con piretroides) no es recomendada. Sin embargo, es imprescindible contar con
un insecticida alternativo para poblaciones en las que la resistencia se haya manifestado
y genere fallas de control a campo. A pesar de las desventajas que presenta este fosforado

como insecticida y formulado, se utiliz6 con éxito en el manejo de poblaciones de los dos
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focos descriptos hasta el momento: Salvador Mazza (junto con el malation, Zaidenberg
2012) y La Esperanza (Germano et al. 2014). En este sentido, es importante mencionar el
manejo que se esta realizando en el paraje de alta resistencia (GR> 1000) Pampa
Argentina (Maza et al. 2018). Luego de la caracterizacion toxicoldgica de la poblacién
dentro del marco de este trabajo de tesis, se comenz6 un plan de manejo integrado de la
resistencia. Para eso, se realizaron reuniones con los diferentes actores del paraje (agentes
sanitarios, referentes comunitarios y representantes del Programa de Chagas de la
Provincia de Chaco) para comunicar el problema de la resistencia. Luego de los
relevamientos entomologicos, la toma de datos socioldgicos y la determinacion de
resistencia a nivel casa realizados en noviembre 2017, se procedi6 a utilizar el pote
fumigeno Musal® en fase de ataque en las viviendas positivas en tres ciclos consecutivos
durante el periodo agosto-octubre 2018. Este formulado, ademas del fenitrotion y el
malation ya descriptos, es el Unico aprobado que cuenta con un insecticida de un gupo
quimico al que los insectos son susceptibles, el organofosforado volatil diclorvos
(DDVP). Se espera que el DDVP al 7%, incluso combinado con dos piretroides que no
ejerzan control (2% de permetrina y 1.3% de beta- cipermetrina) despliegue su poder de
volteo y letal de manera exitosa. Por lo tanto, se presenta como una alternativa
prometedora para el tratamiento selectivo de los parajes de alta resistencia detectados en

esta tesis. Los resultados de la intervencidn ain se encuentran en la etapa de analisis.
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CAPITULO 2

Evaluacion de la importancia de la detoxificacion enzimatica incrementada

como mecanismo de resistencia en los focos resistentes detectados
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CAPITULO 2

El estudio del mecanismo de detoxificacion incrementada

La alta heterogeneidad toxicologica caracterizada en el foco resistente de General
Guemes reforzo la necesidad de identificar los mecanismos causantes de la resistencia
individual y su peso relativo en el patron descripto. Los insecticidas piretroides usados en
el control vectorial de T. infestans son variantes sintéticas y mas estables de las piretrinas
naturales. Las piretrinas, constituyentes toxicos del extracto de piretro de las flores de
Chrysanthemum spp, son seis ésteres formados por la combinacion de dos acidos
(crisantémico y pirétrico) con tres alcoholes (piretrolona, cinerolona y jasmolona) (Perry
et al. 1998). Los mecanismos de detoxificacion de los insectos transforman los
xenobioticos o compuestos que provienen del exterior en moléculas polares a través de
las reacciones de fase | y fase Il. La fase I incluye oxidacion, reduccion e hidrolisis,
mientras que la fase 11 se produce a través de reacciones conjugadas que convierten los
productos primarios de la fase | en derivados solubles en agua que faciliten la excrecién
(Mamidala et al. 2011). Los principales sistemas enzimaticos que metabolizan piretroides
en insectos son las esterasas que hidrolizan el éster y las oxidasas (denominadas también
complejo P450, monooxigenasas u oxidasas de funcion mixta) involucradas en las
distintas hidroxilaciones y también en la hidrolisis del éster (Ruigt 1985).

El rol central que tienen las enzimas P450 y esterasas en el metabolismo de los
piretroides determina que ciertas modificaciones en su actividad y/o expresion tengan
como consecuencia individuos que toleran dosis més altas del insecticida que aquellos
que no tienen esas modificaciones. Los cambios pueden ser cualitativos (mutaciones en
los genes estructurales de las enzimas que llevan a un aumento en la afinidad por el
insecticida) o cuantitativos (mutaciones que afectan los patrones de expresion genica de
o0 eventos de amplificacion génica que llevan a un aumento del nimero de enzimas). En
ambos casos, el resultado en un incremento en el proceso de detoxificacion que puede
constituir un mecanismo de resistencia (Oppenoorth 1985, Mc Kenzie 1996).
Efectivamente, en muchos insectos, la resistencia a piretroides se ha asociado con
cambios en los niveles de expresion de ciertos P450s (Liu y Scott 1998, Kasai et al. 2000,
Pridgeon et al. 2003), asi como con cambios estructurales en la enzima que llevan a un

aumento en su actividad catalitica (Zhu y Snodgrass 2003). De manera similar, la
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resistencia a piretroides se ha asociado a la actividad elevada de enzimas esterasas que
hidrolizan los enlaces éster presentes en los insecticidas (Corbel y N’Guessan 2013).

El estudio del metabolismo incrementado como mecanismo de resistencia puede
Ilevarse a cabo de diferentes formas. La caracterizacion de la actividad enzimatica por
métodos bioquimicos mediante el uso de sustratos especificos de esterasas permitio
detectar resistencia metabolica en poblaciones de T. infestans del Chaco argentino y
boliviano, tanto en ninfas | (Santo Orihuela et al. 2008) como en huevos de desarrollo
tardio (Santo Orihuela et al. 2013, Roca Acevedo et al. 2015). Otra forma de analizar la
detoxificacion incrementada es a partir de la deteccion de mutaciones o del aumento de
expresion genética. Como aplicacion de estas técnicas moleculares, Traverso et al. (2017)
compard los transcriptomas de cuatro vectores de la enfermedad de Chagas y encontrd
que un gen de la superfamilia de los citocromos P450 (el CYP4) estaba sobreexpresado
significativamente en individuos de T. infestans resistentes a piretroides. Este resultado
llevé a los autores a proponer que la detoxificacion enzimatica pareceria ser un
mecanismo extendido que confiere resistencia en la especie. Las metodologias anteriores
permiten describir el funcionamiento del mecanismo y aportar evidencia a su
participacién en la promocion del fenotipo resistente, pero no permiten asegurarlo.

La tercera forma de estudiar el mecanismo es inhibiendo bioquimicamente las
enzimas mediante el uso de compuestos tales como el inhibidor de oxidasas butdxido de
piperonilo (PBO) y el inhibidor de esterasas trifenil fosfato (TPP). Estos aumentan la
eficacia de los insecticidas al bloquear las vias metabdlicas que los descomponen, por lo
que también son denominados sinergistas. El sinergista PBO aumenta la toxicidad de los
insecticidas al inhibir el metabolismo oxidativo por P450s mediante la formacion de un
complejo inhibidor de metabolitos (Casida 1970, Hodgson y Levi 1998). Su efecto
sinergista ha sido ampliamente utilizado, no solo para aumentar la efectividad de los
insecticidas, sino también para comprender la participacién de las P450 en la resistencia,
en particular de organofosforados y piretroides (Glynne Jones 1998, Romero et al. 2009).
Asi, el nivel de sinergismo de piretroides con PBO es mayor cuando las P450 estan
involucradas en la resistencia a los insecticidas (Kasai et al. 1998, Wu et al. 1998). De
manera similar, el sinergista de esterasas TPP permite detectar el metabolismo
incrementado por este grupo heterogéneo de enzimas.

Entonces, el uso de inhibidores presenta la ventaja de permitir la manipulacién

experimental de una variable y evaluar luego las consecuencias, llevando a inferir el
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grupo enzimatico involucrado en la resistencia. Esto se debe a que, si se aplica el inhibidor
y disminuye la resistencia, entonces su involucramiento es altamente probable. Por lo
tanto, la consecuencia observacional en ambos casos es un aumento de la mortalidad de

los insectos previamente tratados con el inhibidor correspondiente.

Metodologia para cumplir el objetivo 2
Poblaciones analizadas

Algunas de las 23 poblaciones de campo provenientes del foco resistente de
General Giiemes (Provincia de Chaco, Argentina) fueron seleccionadas para ser criadas
en el laboratorio. El criterio de seleccion respondio a la necesidad de tener representados
en el estudio de inhibicion los dos niveles de resistencia detectados en el relevamiento,
asi como contar con material bioldgico suficiente para realizar los ensayos. Por lo tanto,
se usaron individuos de primera o segunda generacion descendientes de los insectos
recolectados en los parajes:

e Baja resistencia: Colonia Castelli, Pozo Colorado.
e Alta resistencia: EI Nandu, El Asustado, La Rinconada, Pampa Argentina.

A diferencia del capitulo 1, se utiliz6 CIPEIN como cepa susceptible, también
usada como referencia en Picollo et al. (2005). El objetivo de emplear esta cria como
referencia fue corroborar los valores calculados en esta tesis con los informados en el
trabajo mencionado, que representa un estudio fundante de inhibicion enzimaética en T.

infestans.

Puesta a punto
Durante la puesta a punto de los ensayos de inhibicidén enzimatica se evaluo si la
técnica interferia en la viabilidad de los insectos y si las DLso sin inhibidor se modificaban
respecto a las obtenidas en el capitulo 1. De esta manera, se expusieron insectos de las
poblaciones de interés a las mismas condiciones experimentales requeridas para la
determinacion de DLso en presencia de los inhibidores, pero reemplazando estos
compuestos por acetona. De manera resumida:
e En el caso del PBO (metodologia adaptada de Santo Orihuela et al. 2017): se
expusieron grupos de 10 insectos a superficies impregnadas con 1,5 ml de acetona
durante 60 minutos. Al cabo de este periodo, los insectos fueron dejados durante

30 minutos bajo campana. Finalmente, se realizo el topico de manera similar a la
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descripta en el capitulo 1, probando varias soluciones acetonicas de deltametrina
en el rango de concentraciones que iba de 0.001 a 1 mg/ml y usando la acetona
como control.

e En el caso del TPP (metodologia adaptada de Picollo et al. 2005): se topicaron
grupos de 10 insectos con acetona y 60 minutos después se los expuso a un
segundo tdpico con soluciones de deltametrina 0 sélo con acetona a modo de
control.

Dado que los resultados en estos ensayos de control de la técnica fueron similares
a los ya obtenidos, se usaron los valores de DLso informados en el capitulo 1 a modo de
DLso sin inhibidor. Por otro lado, para obtener la DLso en presencia de ambos inhibidores,
se expusieron los insectos a superficies impregnadas con PBO, mientras que otros grupos
de las mismas poblaciones se topicaron con TPP (Figura 19).

.
———— .. .
CONTROLDE 1I PBO reC|p|ente, |r_npregnad0 con/
LA TECNICA TPP topico con
| IS J/—\\ T ——— 1 VN
Acetona | CONTROLDEL ', 1, hibidor
PBO TPP | ENsAYo -, peO TPP
60 minutos EXDOSiCiél'I\\"-"/ 60 minutos secado 60 minutos exposicion 60 minutos secado
30 minutos secado 30 minutos secado
+topico con +topico con + topico con + topico con
acetona deltametrina acetona deltametrina
N— ~—
@24 horas @24 horas @24 horas @24 horas
SS todos vivos SS todos muertos SS todos vivos SS todos muertos
~— S~ ~— ~—
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Figura 19. Esquema de la puesta a punto y de los ensayos de inhibicion

enzimatica con los resultados esperados.

61



Tanto para los ensayos de inhibicion con PBO como con TPP, la metodologia
siguid con la determinacion tradicional de la curva dosis-respuesta para cada poblacién
en presencia de cada sinergista. El detalle de los procedimientos se encuentra en los

siguientes apartados.

Ensayos de inhibicion de oxidasas: exposicion a superficies impregnadas con PBO

La exposicion de insectos al inhibidor de oxidasas PBO (92,3% de pureza,
Chemotécnica) se realizé siguiendo la metodologia adaptada por Santo Orihuela et al.
(2017). La misma propone el uso de recipientes de vidrio circulares con una base de 95
cm? de &rea y 6 cm de altura. Las bases fueron impregnadas con 1,5 ml de solucién de la
dosis subletal 3,17 mg/ ml de PBO diluido en acetona segun especifico el protocolo. La
impregnacion se realizé mediante movimientos circulares continuos que garantizaron una
cobertura pareja de la superficie. Al cabo de una hora de secado bajo campana, la acetona
se evapord y la concentraciéon final de PBO en la base de los recipientes fue de 500 mg/
m?2.

Se expusieron grupos de 10 ninfas | a las superficies impregnadas durante 60
minutos. Durante este tiempo, se las dejo caminar libremente por la base del recipiente
(Figura 20).
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Figura 20. Ninfas I de las distintas poblaciones caminando por los recipientes
impregnados con PBO.

Luego, los grupos se retiraron del recipiente impregnado y se colocaron en un
contenedor limpio bajo campana durante 30 minutos. Durante ese tiempo, se espero que
los insectos se secaran mientras la inhibicién se hacia efectiva. Una vez concluido el
periodo, las ninfas recibieron la aplicacion topica de 0,2 pl de solucion de insecticida
mediante micro jeringa Hamilton. Se evaluaron soluciones de diferentes concentraciones
de deltametrina para construir una curva dosis-respuesta en presencia del inhibidor, cada
una con al menos 3 réplicas. Al igual que en el capitulo 1, se comenz6 con una DD de
deltametrina y después se realizaron al menos tres réplicas de otras concentraciones para
obtener la curva para cada poblacién. El control del ensayo consistio siempre en el topico
con acetona en los insectos expuestos previamente al PBO para descartar que el inhibidor
estuviera interfiriendo en la viabilidad de los insectos (control del ensayo en la Figura
19). Las ninfas tratadas fueron mantenidas en la cdmara de cria mencionada en la

metodologia para cumplir el objetivo 1 y se midié mortalidad al cabo de 24hs siguiendo
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el mismo protocolo usado para obtener las DLso del relevamiento toxicologico ya
descripto.
El control de la técnica fue realizado Unicamente durante la puesta a punto y ya

fue descripto en esa seccion (ver puesta a punto).

Ensayos de inhibicion de esterasas: topico con TPP

El ensayo con el inhibidor de esterasas TPP (99%, Janssen Chimica, Bélgica)
consistié en un doble tdpico siguiendo el protocolo de Picollo et al. (2005). La
metodologia de ese trabajo propone la aplicacion topica de 0,2 pl de la dosis subletal
méaxima del inhibidor medida en una cepa susceptible: 1 pg por insecto. Esto se logro
preparando soluciones de 5 mg/ ml de PBO en acetona.

Transcurridos 60 minutos del primer topico, se realizé un segundo tdpico con la
solucion correspondiente del insecticida. EI control consistié en el tépico con acetona
para descartar que el inhibidor estuviera interfiriendo en la viabilidad de los insectos
(control del ensayo en la Figura 19). Nuevamente se comenzo con una DD de deltametrina
y después se realizaron al menos 3 réplicas de otras concentraciones para obtener la curva
dosis-respuesta para cada poblacion.

El control de la técnica fue realizado Unicamente durante la puesta a punto y ya

fue descripto en esa seccion (ver puesta a punto).

Andlisis estadistico

Los datos de mortalidad de ninfas | a diferentes concentraciones de deltametrina
en presencia de inhibidores se usaron para construir curvas dosis-respuesta y llevar a cabo
el andlisis Probit correspondiente tal como fue descripto en el capitulo 1 (Litchfield y

Wilcoxon 1949). Luego, se analizaron de dos maneras diferentes:

e Por un lado, se estimd el GRso con su intervalo de confianza (IC) del 95% de
cada poblacion en presencia de ambos inhibidores (+PBO, +TPP) y se lo
comparo con los GRso sin inhibidor informadas en el capitulo 1. EI GRso con
inhibidor se obtuvo a partir de la relacion entre la DLso de la poblacion de interés
con el inhibidor y la DLso de la poblacion susceptible de referencia con el mismo
inhibidor (Ecuacion 2). Como se describio en la introduccidn al capitulo 1, no se

trato estrictamente de un cociente, sino de una estimacion realizada por el analisis

64



Probit (Robertson et al. 2007b). Se esperaba que el GRso con inhibidor
disminuyera si el mecanismo de detoxificacion enzimética evaluado estaba

involucrado en la resistencia.

DL50 poblacién de interés con el sinergista
GR50~ — . ———
DL50 poblacién susceptible con el sinergista

Ecuacion 2. Estimacion simplificada del GRso con inhibidor.

e Por otro lado, se estimaron los coeficientes de sinergismo (CSs) con ambos
inhibidores para cada poblacién (Ecuacién 3) y se los compar6 con los de la
poblacién susceptible de referencia. Cada CS se obtuvo a partir de la relacion
entre la DLso de la poblacion de interés sin sinergista y la DLso de la misma

poblacién con sinergista:

cS = DL50 poblacién de interés sin el sinergista
DL50 poblacidn de interés con el sinergista

Ecuacion 3. Coeficiente de sinergismo.

Valores de CS mayores a 1 indican que el sinergista inhibi6 enzimas y, por
lo tanto, disminuyo la DLso (e visualiza al analizar el desplazamiento horizontal
en la tabla de resultados). Sin embargo, esto puede suceder tanto en poblaciones
resistentes como susceptibles, por lo que el CS por si mismo no dice nada acerca
del sinergismo y debe ser analizado en relacion al CS de la susceptible de
referencia. De esta manera, se esperaba que el CS de la poblacion analizada fuera
mayor que el CS de la susceptible de referencia si el mecanismo de detoxificacion

enzimatica evaluado estaba involucrado en la resistencia.

Todos los datos de los bioensayos se analizaron con el software POLO PLUS

(LeOra 2007), corrigiendo los valores de mortalidad con la formula de Abbott.
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Resultados del capitulo 2

Los valores toxicologicos obtenidos para la cepa susceptible de referencia
(CIPEIN) sin exposicion, en presencia de PBO (+PBO) y de TPP (+TPP) se superpusieron
con los reportados en Picollo et al. (2005). Ademas, como sucedié en ese trabajo, los

valores de las tres DLsg para la poblacion susceptible (sin inhibidor, +PBP, +TPP) fueron

similares. En este sentido, que los intervalos de confianza (IC) de los tratados con

inhibidor se solaparan con los sin tratar, sugirio que los inhibidores no modificaron

significativamente procesos metabdlicos mediados por oxidasas y esterasas involucrados

en la viabilidad de los insectos (Tabla 3).

Tratamiento con deltametrina

Sin inhibidor +PBO +TPP
N
Pendiente + DE
Parametro DLso (ng/i) (1C 95%0)
GRso (1C 95%)
Ccs
CIPEIN 150 90 112
(cepa de 3,10+ 0,26 2,32+ 0,24 1,34+ 0,39

referencia)

0,13 (0,11- 0,15)

0,31 (0,09- 0,58)

0,30 (0,03- 0,59)

0,42 0,43
Colonia
Castelli 179 306 121
2,08 +0,34 1,50+ 0,23 5,814+ 1,431
0,56 (0,31-0,85) 0,67 (0,32- 1,04) 1,04 (0,51- 1,33)
3,06 (1,31- 7,14) 2,13 (1,08- 4,20) 3,47 (1,52- 7,94)
:5 0,84 0,54
3 Pozo
8  Colorado 110 6 93
o 2,58 + 0,80 0,23+ 0,12 1,00+ 0,35
0,96 (0,41- 1,35) 0,412 0,35 (0,04- 0,78)
5,21 (2,16- 12,50) 1,17 (0,06-23) 1,17 (0,33- 4,20)
2,33 2,74
El Nandd 251 188
0,96 £ 0,23 1,05+ 0,15
115,2 (49,6- 453) sin material 24,05 (10,03- 81,35)
500 (200-1000) 83,33 (29,41- 200)
4,79
La
Rinconada 198 64 209
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0,60 +0,19 0,60 +0,19 0,35+ 0,15
> 200 >200 >200
>1000 >1000 >1000

1 1
El Asustado 255 267 201

1,11 +0,74 0,36+ 0,11 1,21+ 0,50
> 200 > 200 > 200
> 1000 >1000 >1000

1 1
Pampa 251 149 224
Argentina
7,72 1,50+ 0,46 1,08+ 0,30
> 200 >200 >200
> 1000 >1000 >1000
1 1

Tabla 3. Toxicidad de la deltametrina con y sin inhibidores. DE= desvio estandar, ng/i=

nanogramos por insecto, 95% IC= intervalo de 95% de confianza, GRso= grado de

resistencia, CS= coeficiente de sinergismo (DLso sin inhibidor/ DLso con inhibidor).

Los GRso de las poblaciones de baja resistencia expuestas previamente a los

inhibidores presentaron alta variabilidad, lo que provoco un solapamiento en sus IC

respecto a los valores obtenidos sin inhibidor en el capitulo 1(Figura 21).

25-
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GR50
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54

Poblaciones de baja resistencia

|
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04
CcC

CC+PBO CC+TPP

Poblacion

PC PC +PBO

l

PC +TPP

Figura 21. GRso y sus IC para las poblaciones de baja resistencia sin inhibidor,
con PBO (+PBO) y con TPP (+TPP).
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De las dos poblaciones evaluadas, Pozo Colorado (PC) presentd un solapamiento
menor y una tendencia méas clara de reduccion de los valores absolutos de GRso en
presencia de PBO y TPP. Esta disminucion permitié inferir que las enzimas oxidasas y
esterasas estarian involucradas en la detoxificacion incrementada del insecticida. En
consecuencia, el CS fue considerablemente mayor al de la cepa susceptible en ambos
casos: 2,33 +PBO (versus 0,42 en la cepa susceptible) y de 2,74 +TPP (versus 0,43 en la
cepa susceptible).

Dentro de las poblaciones de alta resistencia se destacé El Nandu (EN), que
mostrd una disminucion significativa de los parametros toxicoldgicos: el GRsg pasé de
tener un valor de 500 a ser 83,33 +TPP, con un IC que apenas lleg6 a tocarse en su

extremo superior con el de la poblacién sin inhibidor (Figura 22).

Poblaciones de alta resistencia
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Figura 22. GRso y sus IC de las poblaciones de alta resistencia sin inhibidor, con
PBO (+PBO) y con TPP (+TPP).

En el mismo sentido que lo anterior, el CS de la poblacién El Nandu +TPP fue
4,79. Ambos resultados podrian estar indicando un efecto contributivo de las esterasas a
la alta resistencia manifestada por esta poblacion. La detoxificacién incrementada por
parte de oxidasas no pudo ser evaluada por falta de material biolégico. La cria de insectos

colectados a campo en este paraje sufrio una disminucion poblacional muy grande durante
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el invierno 2017. Si bien fue suplementada con adultos recolectados en el campo
posteriormente, nunca se logro tener material bioldgico suficiente para completar los
ensayos toxicoldgicos.

El resto de las poblaciones resistentes (La Rinconada, ElI Asustado, Pampa
Argentina) no mostraron disminuciones significativas en sus GRso, presentando valores
muy altos en presencia de ambos inhibidores (GRso> 1000, Figura 22) y, en consecuencia,
CSiguales a 1 (Figura 23).

Coeficientes de sinergismo de todas las poblaciones
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Figura 23. Coeficientes de sinergismo (CS) con PBO (+PBOQO) y con TPP
(+TPP). La linea punteada marca los valores de la cepa susceptible de referencia

(CIPEIN) para facilitar la comparacion con las poblaciones de baja y alta resistencia.

Discusion del capitulo 2

Luego de la aplicacion de inhibidores, la disminucion de la resistencia en las
poblaciones Pozo Colorado y El Nandli sugiere que la detoxificacion enzimatica
incrementada es un mecanismo promotor de resistencia presente en el foco heterogéneo
de General Guemes. Dentro de las poblaciones de resistencia baja, Colonia Castelli no
modificd significativamente sus parametros toxicologicos. Por el contrario, Pozo

Colorado mostré una disminucion del GRso en presencia de ambos sinergistas, y ésta fue

69



lo suficientemente grande como para que la poblacién pueda considerarse susceptible (los
IC +PBO y +TPP pasaron a incluir al valor 1). En el otro extremo del gradiente de estatus
toxicoldgico, las cepas de alta resistencia con GR > 1000 no parecerian tener efecto de
estos grupos de enzimas. Sin embargo, podria pensarse que estas poblaciones presentan
metabolismo detoxificante incrementado pero que la disminucién en sus GRsgs luego de
la inhibicion aln sea estimada de manera no finita (es decir, que sigan estimandose como
GR > 1000). Si esto sucediera, podria haber metabolismo incrementado no detectable por
la metodologia utilizada. Como situacién intermedia podria plantearse la poblacion El
Nandu, ya que dentro de las de alta resistencia, tiene una estimacion finita del GRso a
deltametrina y mostrd sinergismo en presencia del inhibidor de esterasas TPP. A
diferencia de lo observado en Pozo Colorado, la disminucion no fue lo suficientemente
grande como para cambiar de estatus toxicoldgico y siguié considerandose de resistencia
alta. Finalmente, se ha demostrado que la deltametrina induce la expresion de tres genes
del citocromo P450 tanto en poblaciones susceptibles como resistentes (Grosso et al.
2016). Por lo tanto, no deberia descartarse la posibilidad de que en algunas poblaciones
exista metabolismo incrementado de oxidasas pero que se manifieste luego de un evento
de induccion por el propio insecticida, y por lo tanto sin posibilidad de ser inhibido segln
la metodologia utilizada en el presente trabajo, como se vio en La Esperanza (Grosso et
al. 2016), poblacion resistente del foco de General Gliemes.

La actividad incrementada de oxidasas es un mecanismo de resistencia frecuente
y ha sido ampliamente caracterizado en diversas especies de relevancia sanitaria (Berge
et al. 1998, Scott 1999, Feyereisen 2005, Bass y Field 2011, David et al. 2013, Corbel y
N’Guessan 2013). Como ejemplo de la aplicacion de métodos bioquimicos, Hung y Sun
(1989), utilizaron etoxicoumarina como sustrato y encontraron que los homogenatos de
larvas de polilla Plutella xylostella resistente a los fenvalerantes poseian una actividad
100 veces mayor que los insectos susceptibles. Bouvier et al. (1998) informaron una
mayor actividad de la etoxicoumarina-desetilasa medida a nivel individual en placas de
microtitulacion en la polilla resistente a deltametrina Cydia pomonella. Méas tarde,
Rodriguez et al. (2011) realizé una medicién individual in vivo en la misma especie y
detectd un aumento significativo (de 5,1 a 16,6 veces) de la actividad de este complejo
enzimatico en larvas en nueve de las trece poblaciones resistentes analizadas.

La contribucién de esta familia de enzimas a la degradacion de insecticidas se ha

demostrado en T. infestans de diferentes regiones de Argentina, Brasil y Bolivia (Vassena
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et al. 2000, Gonzélez Audino et al. 2004, Picollo et al. 2005, Santo Orihuela et al. 2008,
Roca Acevedo et al. 2011). Gonzélez Audino et al. (2004) examinaron la actividad de
enzimas detoxificantes en poblaciones de T. infestans resistentes (GRso = 7,9) de la
provincia de Salta. Mientras que las esterasas no mostraron diferencias claras, la actividad
de las P450, medida por el ensayo de 7-etoxicoumarina-O-desetilacion, reveld un
aumento significativo en las poblaciones resistentes respecto a las susceptibles. Sin
embargo, es importante sefialar que en los estudios mencionados se caracterizaron
poblaciones con grados de resistencia mas bajos que los descriptos en esta tesis. Teniendo
en cuenta que en el foco heterogéneo de Gliemes posee los niveles de resistencia mas
altos registrados hasta el momento (GRso > 1000), surge la necesidad de entender el peso
relativo de distintos mecanismos haciendo hincapié en aquellos que promuevan los
niveles mas elevados.

Dentro de la gran diversidad de estudios genéticos, Edi et al. (2014) estudiaron la
resistencia a insecticidas en el mosquito transmisor de malaria Anopheles gambiae y
propusieron a los genes del grupo CYP6P como candidatos en la participacion de la
desintoxicacién mediada por el citocromo P450. Especificamente, la sobreexpresion de
CYP6P3 ha sido asociada en diversos trabajos a la resistencia a piretroides en la especie
(Djouaka et al. 2008, Miiller et al. 2008) y caracterizada luego en poblaciones de campo
(David et al. 2013). Ademas, se ha identificado el gen ortélogo CYP6P9 en poblaciones
resistentes de otra especie transmisora de malaria, Anopheles funestus (Wondiji et al. 2009,
Riveron et al. 2013) y se sabe que los genes de las enzimas de ambas especies pueden
metabolizar piretroides de tipo I y Il (Stevenson et al. 2011). Otros estudios demostraron
que la amplificacion de un dnico citocromo P450 puede seleccionarse rapidamente en una
poblacién y hacerla resistente a insecticidas (ffrench Constant et al. 2004). Por ejemplo,
CYP6D1 es el responsable de mejorar la capacidad de degradar piretroides en una cepa
de Musca domestica (Zhang et al. 2007). Por todo lo anterior, las monooxigenasas P450
son un complejo enzimatico muy importante en la degradacion y en la resistencia a
insecticidas piretroides en muchas especies de insectos. La gran abundancia de algunos
miembros de genes de estas familias especificas en triatominos los hace candidatos para
realizar estudios fisiologicos y genéticos.

A la luz de lo anterior, Traverso et al. (2017) analizaron el patrén de expresion de
los genes de estas superfamilias en los transcriptomas de tres especies vectoras de la

enfermedad de Chagas: Triatoma dimidiata, T. pallidipennis y T. infestans, ademas de
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compararlos con la informacion disponible de Rhodnius prolixus y otros insectos. Los
autores encontraron expansiones de genes de las enzimas glutation-transferasas (GST) de
clase Sigma, CYP3 de la superfamilia citocromos P450 (CYP) y del clado E en la
superfamilia de colinesterasas (CCE), proponiendo que esos genes presentaban el
principal potencial de detoxificacion en todas las especies de triatominos analizadas.
Ademas, los ensayos de PCR en tiempo real les permitieron identificar un aumento en la
expresion del gen CYP4 en El Juramento, una de las poblaciones de T. infestans
resistentes a piretroides del foco de General Gliemes. Este resultado esta en concordancia
con Grosso et al. (2016), que demostré la sobreexpresion de un gen CYP4 en la poblacién
resistente La Esperanza (también perteneciente al mismo foco) y sugirié que éste podria
ser un mecanismo extendido de la resistencia a piretroides de la especie. En consecuencia,
los estudios moleculares recientes apuntan a una participacion del metabolismo oxidativo
en los altos niveles de resistencia a los piretroides detectados en triatominos de la
ecorregion del Gran Chaco.

En relacion a las esterasas, el proceso de detoxificacion incrementada por parte de
este grupo de enzimas también ha sido caracterizado en diversas especies de importancia
econdmica y/o sanitaria, como es el caso de las poblaciones del mosquito Culex pipiens
que mostraron resistencia a insecticidas organoforforados (Chevillon et al. 1995).
También en la oruga del tabaco Helicoverpa armigera los ensayos enzimaticos sugirieron
que la actividad de esterasas correlacionaba positivamente con la resistencia a la
cipermetrina (Achalake et al. 2009).

La mayor parte de los estudios de metabolismo incrementado de esterasas en T.
infestans se basan en mediciones de actividad enzimatica y de inhibicion. Se ha
demostrado la relacion entre la actividad incrementada de estas enzimas y la resistencia
a deltametrina en ninfas provenientes de las provincias de Salta y La Rioja (Santo
Orihuela et al. 2008). Los autores encontraron un aumento en el porcentaje de individuos
con mayor actividad piretroide-esterasa en las poblaciones resistentes respecto a la
susceptible. Posteriormente caracterizaron un leve incremento de la actividad en huevos
de la poblacidn resistente a deltametrina de El Palmar, Bolivia (Santo Orihuela et al.
2013). Otro estudio realizado en estadios inmaduros encontro una actividad mayor de las
esterasas en huevos de doce dias de la poblacion boliviana de Entre Rios (GRso 173) y la
argentina Campo Largo (GRso 1108) (Roca Acevedo et al. 2015). Este resultado es

consistente con la menor susceptibilidad a la deltametrina reportada para los huevos
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tardios en comparacion con los huevos de desarrollo temprano (cuatro dias de edad) y
medio (siete dias de edad) (Roca Acevedo et al. 2013). Por otro lado, las poblaciones de
baja resistencia del Departamento de Santa Cruz (Bolivia) que mostraron actividad
incrementada de oxidasas fueron sometidas al andlisis bioquimico de las esterasas
piretroides y también mostraron actividad incrementada, lo que indicé una posible
contribucion de ambos grupos enzimaticos a la susceptibilidad alterada (Santo Orihuela
etal. 2017). Todos estos estudios llevan a la idea que la resistencia a los piretroides basada
en esterasas en T. infestans podria tener maltiples origenes y remarcan la importancia del
esclarecimiento de la contribucion relativa de cada mecanismo asociado a la resistencia a
deltametrina.

En cuanto a la metodologia utilizada en el presente estudio, es decir, la
determinacion de detoxificacion incrementada por medio de inhibidores, estudios en
diferentes especies plaga como Tribolium castaneum y Helicoverpa armigera detectaron
que el PBO no podia suprimir por completo la resistencia a los piretroides (Collins 1990,
Ru et al. 1998). De manera similar, Romero et al (2009) detectaron resistencia residual
en chinches de cama Cimex lectularius luego del tratamiento con PBO, infiriendo que las
P450 estarian involucradas en promover la resistencia a deltametrina, pero no serian el
Unico mecanismo responsable. Como mecanismo alternativo propusieron la disminucion
de la penetracion cuticular, el aumento de la desintoxicacion metabodlica por glutation
transferasas o por esterasas y la disminucion de la sensibilidad del sitio de accion por
mutaciones kdr. Sobre el Gltimo mecanismo hay fuerte evidencia en la especie, como es
el caso de las poblaciones de Nueva York caracterizadas por Yoon et al. (2008). Estas
eran 264 veces resistentes a deltametrina, no mostraron diferencias detectables en la
actividad metabolica de las enzimas glutation transferasas, ni en las esterasas, ni en las 7-
etoxicumarina O- dietilasas, pero si se encontraron dos mutaciones puntuales en el gen
del canal de sodio: V419L y L925I.

Especificamente en los vectores de la enfermedad de Chagas, Vassena et al.
(2000) demostraron que la resistencia a los piretroides en una poblacion de T. infestans
de Brasil (GRso 7) y una de R. prolixus de Venezuela (GRsg 11,4) se reducian con PBO,
sugiriendo al metabolismo oxidativo incrementado como causa de la resistencia. Este
resultado concuerda con el estudio fundante en el esclarecimiento de mecanismos de
resistencia en las poblaciones de T. infestans que causaron las primeras fallas de control

a campo en el norte de Argentina (Picollo et al. 2005). La aplicacion topica de PBO
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produjo una reduccion del nivel de resistencia de 133,1 a 101,1 en Salvador Mazza, luego
corroborada por la actividad incrementada de la monooxigenasa P450 medida en insectos
individuales a través de la etoxicoumarina-O-deetilasa. Sin embargo, la pequefia
magnitud del aumento llevé a los autores a postular que la participacion de las
monooxigenasas interactuaba con otros mecanismos de resistencia, como la
insensibilidad de las membranas nerviosas (relacionada con la presencia de una mutacion
kdr) o la permeabilidad cuticular, ambos mecanismos detecados en estudios posteriores
(Pedrini et al. 2009, Fabro et al. 2012, Capriotti et al. 2014). Cockburn (1976) habia
detectado que la resistencia al organoclorado Dieldrin en una cepa de R. prolixus se debia
principalmente a cambios en la penetracion cuticular. Luego, Pedrini et al. (2009)
desarroll6 un procedimiento estandarizado para medir el grosor de la cuticula en el
segundo tergito de T. Infestans por microscopia electronica de barrido. Esta medicién
indicé que el tegumento de los insectos resistentes era mas grueso que el de los
susceptibles (32,1 5,9 um versus 17,8+ 5,4 um, p <0,0001). Ademas, los diferentes
parametros del contenido de hidrocarburos de la cuticula en peso ajustado mostraron
aumentos significativos en la cepa resistente, lo que sugiere que un transporte selectivo
de hidrocarburos a la superficie podria estar relacionado con el fenotipo de sensibilidad
reducida.

En un estudio reciente, Santo Orihuela et al. (2017) vieron que las poblaciones de
campo de T. infestans de baja resistencia de Guasuanti, Itapicoe y El Cruce
(Departamento de Santa Cruz, Bolivia) pretratadas con PBO mostraban una
susceptibilidad a la deltametrina similar a la de la cepa susceptible de referencia. Sin
embargo, los valores de la actividad de la monooxigenasa P450 fueron altamente
variables entre poblaciones. Esto podria reflejar la especificidad de cada isoenzima de
esta gran familia involucrada en el mecanismo de resistencia a cada tipo de insecticida en
particular (Schama et al. 2016). Por lo tanto, la familia de enzimas especificas evaluadas
mediante los ensayos bioquimicos podria no ser especificamente responsable de la
resistencia observada y se remarca la importancia de complementar los estudios
bioquimicos con técnicas moleculares que detecten enzimas individuales involucradas en
el mecanismo de resistencia en cada poblacion (Ibrahim et al. 2015, Grosso et al. 2016).
Sin embargo, a pesar que las técnicas moleculares y bioquimicas permiten la descripcion
funcional y estructural de las modificaciones en los sistemas enzimaticos, los estudios de

inhibicién enzimatica (como otras ténicas de supresién de componentes y funciones)
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permite efectivamente determinar rol de estas enzimas y sus modificaciones en el fenotipo
resistente. La modificacion del nivel de resistencia luego de la inhibicion de un grupo
enzimatico es una fuerte evidencia de su papel en la resistencia individual y, ademas,
permite de cuantificar su contribucion a través de la proporcién en que el grado de
resistencia disminuye luego de la inhibicion.

Por otro lado, el efecto sinergista del PBO se ha utilizado ampliamente para
aumentar la efectividad de organofosforados y piretroides (Glynne Jones 1998, Romero
et al. 2009). La propagacion de la resistencia a piretroides en el mosquito transmisor del
dengue, Zika y chikungunya Aedes aegypti llevo a la busqueda de estrategias alternativas
para el tratamiento de mosquiteros y deméas materiales (Bonnet et al. 2009). Para ello, se
evaluaron mezclas de DEET y propoxur que mostraban una interaccion positiva,
reproduciendo la efectividad alta de los piretroides. Los autores vieron que la sinergia
entre ambos compuestos desaparecia en presencia de un inhibidor de oxidasas pero no
con el inhibidor de esterasas. Esto sugirio que las oxidasas desempefiaban un papel clave
en las interacciones que ocurrian entre el DEET vy los inhibidores de la colinesterasa. El
conocimiento de este tipo de interaccion permitié proponer el uso combinado de
insecticidas y repelentes en el control a campo y pensar estrategias integrales que tiendan
a la disminucion de la incidencia de enfermedades transmitidas por vectores.

Teniendo en cuenta las investigaciones previas y complementando los resultados
de esos estudios con los de esta tesis, el mecanismo de detoxificacion incrementada por
parte de las enzimas oxidasas y esterasas pareceria explicar en parte la resistencia en la
provincia de Chaco. La consecuencia observacional que se esperaba se cumplié en
algunas de las poblaciones analizadas. Por ello, la resistencia metabdlica podria ser un
mecanismo contributivo dentro del foco heterogéneo de Gliemes, pero no pareceria ser el
principal. Por lo tanto, se remarca la importancia de abordar el estudio de otros
mecanismos que puedan estar promoviendo los altos niveles de resistencia caracterizados,
como las mutaciones de tipo kdr en el sitio de accidn de los piretroides, el canal de sodio

dependiente de voltaje.
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CAPITULO 3

Descripcion de la presencia y la frecuencia de las mutaciones del tipo kdr en

el canal de sodio dependiente de voltaje como mecanismo de las poblaciones

resistentes
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CAPITULO 3

Herramientas de biologia molecular para el estudio de la resistencia

Los estudios moleculares representan una herramienta sumamente util para el
mejoramiento del control vectorial y, particularmente, del manejo de poblaciones
resistentes. Los piretroides ejercen su accion toxica sobre el sistema nervioso de los
insectos al modificar la funcion de los canales de sodio dependientes de voltaje en las
membranas de las células excitables. En la década del 50° se observo resistencia a la
rapida accion de volteo y al efecto letal que tenian los piretroides y el DDT en Musca
domestica. El gen asociado a este tipo de resistencia en esa especie modelo era un alelo
recesivo localizado en el cromosoma 3. El fendmeno y el alelo descriptos fueron llamados
en inglés “knockdown resistance” (resistencia al efecto de volteo, abreviado kdr) y se
comenzd a utilizar este término genérico para referirse a la reduccion en la sensibilidad a
los piretroides causada por mutaciones puntuales en el gen del canal de sodio (Soderlund
2008). Més tarde, en 1978 se identifico en otra cepa de M. domestica un factor con las
mismas caracteristicas que el kdr (resistencia al volteo, recesivo, en el cromosoma 3 y
resistencia cruzada entre DDT y piretroides) pero que conferia un mayor nivel de
resistencia, por lo que se denomind super-kdr. Resistencia similar al kdr (kdr-like) fue
encontrada en dipteros, lepidopteros y dictiopteros, muchos de ellos de gran interés
econdmico y sanitario (Oppenoorth 1985, Soderlund y Bloomquist 1990, Soderlund y
Knipple 2003). La mayoria de las modificaciones se encontraron en el dominio Il de esta
gran proteina de membrana, particularmente en la region comprendida entre los
segmentos transmembrana S4 y S6.

Como puntapié inicial de la caracterizacion de la resistencia al volteo en T.
infestans, se encuentran los estudios realizados en el Laboratorio de Genética y Genémica
Funcional, del Centro Regional de Estudios Gendémicos (CREG, La Plata), en
colaboracion con el CIPEIN. Fabro et al. (2012) clonaron y secuenciaron el dominio 1l
del canal de sodio de individuos de poblaciones de diferentes niveles de susceptibilidad.
En todos los clones individuales de la poblacidn saltefia de Madrejones (GR= 35,7 (27,03-
47,62)) hallaron una timina en lugar de una adenina que se traducia en una fenilalanina
en vez de una leucina, similar a lo que ocurria con la mutacion kdr L1014 caracterizada
en moscas. En contraposicion, vieron que las secuencias de los clones de la cepa

susceptible CIPEIN presentaban la condicién salvaje (wild type).
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La variedad de perfiles y niveles de resistencia descripta en las poblaciones de
campo de T. infestans (Picollo et al. 2005, Toloza et al. 2008, Germano et al. 2010,
Carvajal et al. 2012), llevaron a Capriotti et al. (2014) a sugerir la existencia de otros
alelos asociados a la susceptibilidad reducida. De esta manera, lograron identificar la
L9251, una mutacion kdr que, a diferencia de la L1014F, se ha identificado Unicamente
en hemipteros (Morin et al. 2002, Yoon et al. 2008, Karatolos et al. 2012). El analisis de
los clones secuenciados de El Mal4, una de las poblaciones resistentes del foco de General
Guemes caracterizado en el capitulo 1 (GR= 1031), mostré6 que todos los clones
individuales presentaban una sustitucion de la citosina original por una adenina (Figura
24).

aaatcctggccaacattgaatttattgatatcaattatgggtcgaactgtaggagetett
K s w p T L N L L I 8 I M G R T V G A|L

ggcaatttgacatttgtcttatgtattatcatctttatatttgectgtaatgggcatgecaa
G N L T F VL ¢ I I I F I F AV MG M Q

ttgtttggcaagaattatatagataatgtgggggactttecctggtggagaactacctaga
L F G K NY I DNV GDVF P G G E L P R

tggaacttcacagatttcatgcattcgtttatgattgtttteccgtgtattatgtggagaa
W N F T D F M H S FM IV F RV L C G E

tggatagaatccatgtgggactgtatgcacgttggagatgtatcgtgtattccatttttc
w I E S M WD CMHV G DV S C I P F F

ttggcaacagtagttataggaa
L A T VvV V I G

Figura 24. Secuencia nucleotidica y aminoacidica de la porcion del dominio Il
del canal de sodio de T. infestans donde se ubican las mutaciones asociadas a
resistencia. EI primer recuadro corresponde a la posicion de la L9251, el segundo a la
L1014F, las flechas indican los intrones, el sombreado marca el sitio de restriccion de la
Sacl. Adaptado de Capriotti et al. (2014).

Esta mutacion se traduce en una isoleucina en la secuencia de amino&cidos donde
deberia haber una leucina y se ubica en un bucle intracelular del canal, entre los
segmentos transmembrana 11S4 e 11S5, como se vio en otras especies (Soderlund 2008).

Como era de esperar, los individuos de la cepa susceptible mostraron la secuencia
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wildtype. La caracterizacion electrofisiologica por expresion in vitro en ovocitos de
Xenopus laevis demostré que la sustitucion de L9251 disminuye significativamente la
potencia piretroide (Usherwood et al. 2007).

Los dos trabajos propusieron metodologias rapidas basadas en reacciones en
cadena de la polimerasa (PCR) secuenciales para detectar las mutaciones puntuales en
grupos de insectos provenientes del campo. En el caso de la L1014F, el protocolo utiliza
reacciones alelo-especificas (Fabro et al. 2012). En el caso de la L925I, dado que la
sustitucion de citosina por adenina altera un sitio de restriccion de la enzima Sacl, el
método se basa en la diferencia de bandas que se obtienen al digerir con esta enzima
fragmentos del canal de individuos susceptibles y resistentes (Capriotti et al. 2014, Figura
23).

Luego, Sierra et al. (2016) evaluaron la sensibilidad de los ensayos moleculares
de deteccion de kdr. Para ello, caracterizaron poblaciones de individuos de distintas
generaciones de laboratorio (G2, G3, G10, G11 y G12) provenientes de localidades de
las provincias argentinas de Salta y Chaco y de los departamentos bolivianos de Santa
Cruz y Tarija. Al aplicar el protocolo al ADN gendmico, los resultados fueron similares
a los obtenidos por secuenciacion, lo que permitié concluir que los métodos pueden usarse
de manera confiable en una amplia gama de poblaciones con un limite inferior de
sensibilidad del 5%. Por lo tanto, los insectos se podrian agrupar para hacer un
diagnostico rapido de alelos kdr en el campo, incluso si éstos aparecen en baja frecuencia
o0 si hay individuos heterocigotas. Los autores también confirmaron la presencia de las
mutaciones en dos focos diferenciados: la L1014F en la frontera boliviano-argentina y la
L9251 en el Chaco argentino. Las frecuencias fueron variables y no mostraron la
asociacion esperada con la resistencia. Sin embargo, es importante considerar que se
usaron poblaciones de laboratorio y que el nimero de individuos que se logré caracterizar
por poblacion fue relativamente bajo.

Los protocolos de biologia molecular son sumamente Utiles para la deteccion
temprana de la resistencia a piretroides, un requisito esencial para el disefio racional de
las campafias de control vectorial de la enfermedad de Chagas. Ademas, su uso en focos
de alta heterogeneidad toxicologica, como la reportada en General Guemes, permite
poner a prueba si la frecuencia alta de mutaciones puntuales en el canal de sodio
dependiente de voltaje explica niveles elevados de grado de resistencia. Para aportar

evidencia a esta hipdtesis, se espera detectar las sustituciones L1014F y/o L9251 en el
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ADN de los insectos de las poblaciones analizadas, con frecuencias altas en aquellas que

muestran niveles de resistencia elevados.

Metodologia para cumplir el objetivo 3
Poblaciones analizadas

Se determing la presencia y frecuencia de kdr en las mismas poblaciones del foco
resistente de General Gilemes en las que se realizaron los ensayos de inhibicion
enzimatica descriptos en el capitulo 2, con excepcion de El Asustado, de la que no se
conto con material suficiente:

e Baja resistencia: Colonia Castelli, Pozo Colorado. Dentro de esta categoria, se
adiciono la poblacion EI Maulle.
e Alta resistencia: EI Nand(, La Rinconada, Pampa Argentina.

Se usé la poblacion Bella Vista como cepa susceptible de referencia del foco
resistente.

Los individuos fueron colectados en el campo y separados por poblaciones como
se menciond en la metodologia para cumplir el objetivo 1. Una vez que se obtuvo el
material necesario para realizar el test de determinacién de la resistencia (capitulo 1) y se
garantizo la cria para los ensayos de actividad enzimatica (capitulo 2), se enviaron los
adultos de campo al freezer para facilitar su conservacion. Luego, se extrajo el ADN de
cada individuo freezado mediante un kit comercial (Promega, Madison, USA).

Se realizaron extracciones individuales de ADN a partir de diferentes fuentes:

e Insecto entero

e Tres patas

e Seis patas

e Partes blandas obtenidas por diseccion y extraccion de gbnadas, muasculos
alares y sistema nervioso

La cantidad de material genético obtenida en cada extraccion individual se
cuantifico mediante el uso de un NanoDrop (ThermoFisher, Argentina) para comparar la

eficiencia de cada tipo de material.

Puesta a punto
El protocolo de deteccion de las mutaciones puntuales se realizé originalmente en

el CREG. Luego, la técnica fue trasladada y puesta a punto en el CIPEIN. Para este
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objetivo, se amplio el Laboratorio de Biologia Molecular del CIPEIN. Se utilizaron las
metodologias propuestas por Fabro et al. (2012) y Capriotti et al. (2014) para detectar las
mutaciones L1014F y L9251 en homo o heterocigosis en grupos de 10 insectos de cada
poblacién. En ambas técnicas, se puede determinar la presencia de al menos un invividuo
resistente dentro del grupo caracterizado (Sierra et al. 2016). Una vez obtenida la
informacion de presencia/ausencia de ambas mutaciones en el pool, se busco llevar el
protocolo a nivel individuo para obtener el dato de cada insecto y calcular asi las
frecuencias de kdr. De esta manera, se determin0d cuantos de los 10 insectos que antes
habian sido agrupados contenian el alelo resistente L1014F y L9251 en homo o
heterocigosis. En resumen:

Para la determinacion de presencia/ausencia, se realizaron pooles de 10
individuos a partir de 1l de ADN de cada uno. Del volumen final de 10 pl se tomé lo
necesario para usar de molde en la PCR general (1,5 pl).

Para la determinacion de frecuencias, se usaron las extracciones cuantificadas
de cada insecto garantizando una concentracion minima de 100 ng/ul de ADN. Esta
concentracion respondio a condiciones establecidas en el CREG y fue la que mostro

mayor eficiencia de las evaluadas en el CIPEIN.

Protocolo general

La deteccion de alelos resistentes requirié aumentar la cantidad de ADN extraido.
Por este motivo, ambos protocolos comenzaron con una PCR general en un termo-
ciclador (Bioer Gene Pro TC-E-96G, Hangzhou Bioer Technology Co., Ltd., Binjiang,
China) para amplificar el fragmento del canal de 2800 pares de bases (pb) que incluye a
la region con las dos mutaciones kdr. Originalmente, esta PCR inicial utilizé los primers
Ti Fwd y Ti Rev 3 (Thermo Fisher Scientific, Invitrogen, Argentina). Luego, se
reemplazé el Ti Fwd original (5" TGG CCA ACA TTG AAT TTATTG ATA TC- 3)
por la versién modificada propuesta en Santo Orihuela et al. (2017) (5" GAT ATC A AT
TAT GGG TCG AAC TG- 37), que es un corrimiento de 21 pb rio abajo respecto al
original. Esta incorporacion aumento la eficiencia de la técnica, pero cabe aclarar que los
fragmentos obtenidos a partir de las PCR’s fueron levemente mas pequefios que los
citados en la bibliografia.

Tomando como base el producto obtenido de la PCR inicial, el protocolo se adapt6

en funcion de la mutacion puntual que se buscé detectar:
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e Paradetectar la L1014F: se realizé una PCR alelo especifica denominada “PASA”
(PCR Amplification of Specific Alleles) con un set de 4 primers, segun Fabro et
al. (2012).

e Para detectar la L9251: se us6 otra PCR denominada simplemente “925” con un
set de 2 primers, seguida de digestion con la enzima endonucleasa de restriccion
Sacl, segun Capriotti et al. (2014).

El esquema general del protocolo se resume en la Figura 25.

Protocolo general de detecciéon de mutaciones Kdr
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Figura 25. Esquema general del protocolo para detectar las mutaciones L1014F

y L925I en poblaciones de T. infestans.

Los primers utilizados conservaron los nombres asignados en el CREG. En la
Tabla 4 se presentan junto al nombre que recibieron en otros trabajos, sus secuencias 5-

3"y la reaccién en la que participaron.
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Nombre En otros trabajos Secuencia 5"-3" Reaccion
Tifw2plm (Santo Orihuela et al.

Ti Fwd 2017) GATATCAAT TATGGGTCGAACTG Todas
Ti Rev 1 (Fabro et al. 2012, PCR

Ti Rev 3 Capriotti et al. 2014, Sierra et al. 2016) TGTTACGATTTGATGATAACCGGGATA general

PASA,

Kdr Ctl Rev Ti Rev 3 (Capriotti et al. 2014) TTAACCCGAACAAGAATATA PCR 925
Cont Rev (Fabro et al. 2012, Sierra
et al. 2016)
Res Fwd (Fabro et al. 2012, Sierra et

Kdr Mut Fwd a1, 2016) CAACAGTAGTTATAGGAAATTTT PASA
Sen Rev (Fabro et al. 2012, Sierra et

Kdr Wt Rev al. 2016) AAATATATAAAGTACTTACAACT PASA

Tabla 4. Primers empleados en los distintos pasos del protocolo para detectar las

mutaciones L1014F y L9251 en poblaciones de T. infestans.

Mutacion L1014F

Para detectar la mutacion L1014F, se realiz6 la PCR especifica PASA. La misma
utiliza el fragmento de 2800 pb de la PCR general como molde y un set de cuatro primers.
Los dos primers externos (Ti Fwd y Kdr Ctl Rev) no son alelo-selectivos y permiten
obtener una banda control de 551. Los dos primers internos (Kdr Mut Fwd y Kdr Wt
Rev), por el contrario, son alelo-selectivos, entonces amplifican fragmentos solo si el
alelo respectivo esta presente. Asi, los primers internos permiten amplificar en
direcciones opuestas y generar fragmentos de diferente tamafio en combinacion con los
externos: 455 pb en presencia del alelo susceptible, 130 pb en presencia del alelo
resistente y ambos fragmentos para el heterocigota, determinando de esta manera los dos

alelos en una unica reaccion (Figura 26).
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Figura 26. Esquema de la region del canal de sodio amplificado por PASA. Los
rectangulos grises representan los segmentos transmembrana, el asterisco marca la
posicion de la mutacion L1014F y las flechas la ubicacion de los 4 primers. Se muestra
la ubicacion y longitud relativa de los fragmentos de ADN gendmico amplificados (A=
fragmento de control de 551 pb, B= fragmento del alelo susceptibe de 455 pb, C=
fragmento resistente de 130 pb). Adaptado de Fabro et al. (2012)

Luego, el producto de PASA se sembro en un gel de agarosa al 2% con la ayuda
de un loading de siembra 6x (Promega, Madison, USA). Se us6 un marcador de peso
molecular de 100 pb de precision (Embiotec, Argentina) para cuantificar el tamafio de las
bandas esquematizadas en la Figura 27.
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Figura 27. Esquema del patron de bandas esperadas al analizar la mutacion
L1014F en gel de agarosa. El origen de siembra se encuentra en la parte superior.

Mutacion L9251

Para detectar la mutacion L9251 se realiz6 la PCR 925 que utiliza como molde el
fragmento de 2800 pb de la PCR general y los primers Ti Fwd y Kdr Ctl Rev. Estos
arrojan un fragmento control de 551 pb que puede visualizarse en un gel de agarosa al
1% a modo de confirmacion de la técnica.

Luego, el producto de la PCR 925 se incub6 con la enzima de restriccion Sacl
(Fermentas, Maryland, USA) durante tres horas a 37°C. ElI material sin digerir y el
producto de esta digestion fueron analizados en un gel de agarosa al 2%. La enzima corta
la banda de 551 pb y deja dos fragmentos, uno de 500 pb y otro de 51 pb. El Gltimo, por
ser muy pequefio, en ocasiones no se ve. Cuando la mutacion esté presente, el sitio de
corte es suprimido y solo se ve una banda de 551 pb igual a la del material sin digerir. Si
el individuo es heterocigota, el resultado es una combinacion de los dos casos anteriores
(Figura 28).
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Figura 28. Esquema del patron de bandas esperadas al analizar la mutacion

L9251 en gel de agarosa. El origen de siembra se encuentra en la parte superior.

Protocolo definitivo

La puesta a punto de la técnica presentd dos grandes dificultades: la adecuacion
de condiciones del CREG al CIPEIN vy la adaptacion del protocolo original de deteccion
de mutaciones kdr (presencia en pool de individuos) al nivel de deteccion que se busco
lograr en esta tesis (presencia en individuo, es decir, frecuencia en grupos de 10
individuos). Por lo tanto, el protocolo general requirié la modificacion de diversos pasos,
entre los que se encuentran:

e El reemplazo de la enzima taq polimerasa Pegasus (Embiotec, Argentina) en la
PCR 925 por una Platinum de alta especificidad (Thermo Fisher Scientific,
Invitrogen, Argentina). Esta Ultima, se usaba originalmente solo en la PCR general
y en el PASA.

e La incorporacion de la técnica de secuenciacion como alternativa al PASA para
detectar la L1014F y a la digestion con Sacl para identificar la L9251. Se envi6 el
producto de la PCR 925 de algunos individuos a la Unidad de Genomica del
Instituto Nacional de Tecnologia Agropecuaria (INTA). Este fragmento de 551
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pb contiene ambas mutaciones, por lo tanto, mediante el uso de un secuenciador
fue posible identificar las mutaciones puntuales L1014F y L9251 dentro de la
secuencia obtenida.

La optimizacion de parametros especificos de las sucesivas PCR’s: temperaturas
y tiempos en los pasos de desnaturalizacidn, apareamiento de primers y extension,
el numero de ciclos y la relacion enzima tag-cofactor.

Los protocolos presentados en la Tabla 5 son los definitivos, es decir, tienen todas

las modificaciones incorporadas a lo largo de este trabajo de tesis.

PCR general PASA PCR 925 Digestion
H20 (pl) 22,1 34,6 21,3 53
Buffer (ul) 3 5 3 2
dNTP’s (ul) 0,6 1 0,6
Cofactor (ul) 1,8 3 15
1,1 Ti Fwd/1,1 ]
) 0,9 Ti Fwd/
] 0,6 Ti Fwd/ Kdr Ctl Rev/ 1,1
X Primers (ul) ) 0,9 Kdr Ctl
S 0,6 TiRev3 Kdr Mut Fwd/
- Rev
7 1,1 Kdr Wt Rev
= Taq polimerasa
. 0,3 0,5 0,3
Platinum(pl)
1 de ADN 1,5de PCR 1,5de PCR 12 de
Molde (ul) o
genomico general general PCR 925
BSA (ul) 0,2
Sacl (ul) 0,5
Desnaturalizacion )
o ) 5 minutos
inicial (1 ciclo)
95°C
o o
Q Desnaturalizacion 30 segundos
[<5) .
b (30 ciclos) 95°C
5
S Pegado primers 30 segundos 50 segundos 40 segundos
-g 30 cicl
3 (30 ciclos) 60°C 52°C 52°C
Elongacion 4 minutos 52 segundos 30 segundos
(30 ciclos) 79°C
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Extension final 10 minutos
(1 ciclo) 72°C

Conservacion 6°C

Tabla 5. Protocolos de PCR y digestion empleados para la deteccién de las dos

mutaciones estudiadas en T. infestans.

Resultados del capitulo 3

De todas las fuentes de extraccién de ADN, las partes blandas del insecto
presentaron mayor eficiencia. Se observo que, cuando el individuo adulto habia sido
freezado vivo con al menos una semana de ayuno, el material obtenido al ser diseccionado
era dptimo para el protocolo de PCR’s. Los insectos en esas condiciones presentaban una
concentracion de ADN por encima de los 100 ng/ul (promedio y error muestreal de todos
los insectos analizados 236,61+ 28,07 ng/ul). Ademas, de todas las fuentes usadas, fue la
unica que presentd valores de pureza dentro del rango esperado: absorbancia medida a
260/280 mayor a 1,7 para evitar contaminacién acida por fenoles cuticulares, pero menor
a 2 para evitar contaminacion bésica.

La sustitucion aminoacidica L1014F no estuvo presente en ninguna de las
poblaciones caracterizadas del foco resistente de General Giiemes, por lo que la totalidad

de los individuos caracterizados resultaron homocigotas susceptibles para esta mutacién

(Tabla 6).
Poblacién GReo (1.C. 95%) .Status. Mutacion L1014F Mutacion L9251
toxicolégico  Presencia Frecuencia Presencia Frecuencia

Bella Vista 2,02 (0,80- 5,10)  Susceptible Ausente 0/2 Ausente 0/2
Colonia Castelli 3,06 (1,31-7,14)  Bajaresistencia  Ausente 0/3 Ausente 0/3
El Maulle 4,72 (2,11-10,63) Bajaresistencia  Ausente 0/2 Ausente 0/2
Pozo Colorado 5,21 (2,16- 12,50) Bajaresistencia Ausente 0/6 Presente 2/6
El Nandu 500 (200-1000) Alta resistencia  Ausente 0/9 Presente 9/9
La Rinconada > 1000 Alta resistencia  Ausente 0/3 Presente 3/3
Pampa Argentina > 1000 Alta resistencia No se logré amplificar

Tabla 6. Valores toxicologicos y frecuencia de mutaciones kdr de las poblaciones

de T. infestans analizadas del foco resistente del departamento de Gral. Gliemes, Chaco.
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Por otro lado, la sustitucion L9251 estuvo ausente en la poblacion susceptible
Bella Vista y en las de baja resistencia Colonia Castelli y EI Maulle, pero se registro su
presencia en homocigosis en la poblacion de baja resistencia Pozo Colorado y en las de
alta resistencia EI Nandt y La Rinconada (Tabla 6 y Figura 28).

En la poblacion Pampa Argentina no fue posible amplificar la region del canal que
contiene las mutaciones, motivo por el cual no se obtuvo el dato de presencia/ausencia ni
la frecuencia de L1014F y L9251. Esta misma dificultad se encontrd al analizar algunos
de los individuos de las otras poblaciones. Si bien se busco describir la presencia de las
mutaciones en al menos 10 insectos por poblacion, en muchos de ellos no fue posible
aplicar el protocolo de manera exitosa. Por lo tanto, las frecuencias se calcularon sobre
un numero bajo de adultos por poblacion: 2 individuos en Bella Vista y EI Maulle, 3 en
Colonia Castelli y La Rinconada, 6 en Pozo Colorado y 9 en EI Nandu.

Pese al bajo n analizado, se observd una tendencia clara en las frecuencias de los
genotipos de la L925I: la poblacion susceptible no mostré el alelo resistente (frecuencia
1 de homocigotas susceptibles), las de resistencia baja no lo presentaron o lo presentaron
en baja frecuencia (0,67 homocigotas susceptibles y 0,33 homocigotas resistentes),
mientras que las de alta resistencia tuvieron el alelo resistente en frecuencia alta

(frecuencia 1 de homocigotas resistentes) (Tabla 6 y Figura 29).
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Frecuencias de los genotipos L925I
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Figura 29. Frecuencia de genotipo homocigota susceptible (SS), heterocigota

(SR) y homocigota resistente (RR) para la L9251 en cada poblacién.
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Por lo tanto, la tendencia pareceria indicar que cuanto mayor es la frecuencia de
la mutacion puntual L9251, mayor es el grado de resistencia. Esta asociacion positiva se

esquematiza en la Figura 30.

GR;, en funcion de la frecuencia de L925I

1500

1000+

GR50

500+

Oe T 1
0.0 0.5 1.0

Frecuencia L925I

Figura 30. Asociacion positiva entre los grados de resistencia del foco resistente
de General Gliemes y las frecuencias de kdr. Todos los individuos portadores de la

L9251 resultaron homocigotas.

Si bien el protocolo general permite diferenciar a los individuos homocigotas de

los heterocigotas, los Gltimos no fueron detectados en los geles analizados (Figura 31).
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Figura 31. Geles de agarosa en los que se ve el patron esperado para homocigotas

susceptibles L1014F (arriba), homocigotas susceptibles y resistentes L9251 (abajo). M=
marcador de peso molecular. Los controles positivos para la L1014F son individuos
homocigotas resistentes de la poblacion saltefia Campo Largo caracterizada en Roca
Acevedo et al. (2013, 2015).
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La incorporacién del paso de secuenciacion del fragmento del canal permitid

confirmar que todos los individuos eran homocigotas susceptibles para la L1014F,

\.

| | | EE: | | | LET: | LI
‘ »
'
21EN3-TiaaFM_ED1 18 Fragment bases #115-122
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presentando una adenina en la posicion 115 de la secuencia (condicion susceptible, Figura
32).

Figura 32. Secuencia del canal de sodio de un individuo de EI Nandu en el que
se visualiza una adenina en la posicion 115, indicadora de susceptibilidad para la

L1014F. La secuencia debe ser leida en sentido inverso a la presentada en la Figura 23.

En relacion a la L9251, dado que el primer Ti Fwd modificado se hibrida a sélo 9
bases rio arriba del sitio donde se encuentra la mutacion puntual, la sustitucion no se
visualiz6 en la hebra secuenciada utilizando ese iniciador. Por lo tanto, solo se analizo si
la citosina (condicion susceptible) habia sido sustituida por la adenina (condicion
resistente) en la secuencia obtenida con el primer Ti Rev 3. La secuenciacion
bidireccional no es esencial para la deteccion de mutaciones heterocigotas (u
homocigotas) siempre que se obtengan datos de la secuencia de interés de alta calidad en
una direccion (Ellard et al. 2016). Por lo tanto, la posicion 520 de la hebra correctamente
secuenciada se uso de referencia para inferir qué habia en su complementaria, tomando
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la ausencia de dobles picos en los cromatogramas como indicador de homocigosis. En el
complemento al revés del fragmento presentado en la introduccion de este capitulo, se
observo que la guanina (condicidn susceptible) habia sido sustituida por la timina

(condicion resistente) en individuos de las poblaciones Pozo Colorado, El Nandd y La

Rinconada (Figura 33).

C T C
A N\ A
/\A J\/ AATNA

23 Fragment bases #430-435

Figura 33. Secuencia del canal de sodio de un individuo de EI Nandu en el que se
visualiza una timina en la posicion 520 (condicion resistente para la L9251) y ausencia
de dobles picos pronunciados, permitiendo inferir homocigosis. La secuencia debe ser

leida en sentido inverso y complementario a la presentada en la Figura 24 de la

introduccion.

Discusion del capitulo 3

Se logré describir la presencia y frecuencia de las mutaciones en el canal de sodio
dependiente de voltaje en las poblaciones del foco resistente de General Gliemes. No se
registré presencia de la mutacion L1014F en ninguna de las poblaciones analizadas. La
mutacion L9251, por el contrario, se detectd en una poblacion de baja resistencia y en dos
de alta resistencia. Por otra parte, pese a haberse caracterizado un nimero bajo de

insectos, pareceria existir una asociacion positiva entre el grado de resistencia y la
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frecuencia de la mutacion L925I. Finalmente, todos los individuos portadores de la
sustitucion L9251 resultaron ser homocigotas.

Estos resultados concuerdan con los registros que describen las mutaciones kdr
distibuidas a lo largo del Gran Chaco y circunscriben la mutacion L1014F al foco
resistente de la frontera argentino-boliviana y la sustitucion L9251 al foco de General
Guemes (Fabro et al. 2012, Capriotti et al. 2014, Roca Acevedo et al. 2015, Sierra et al.
2016). Esta tltima se ha asociado a niveles de resistencia elevados y se ha observado que
las poblaciones que la presentan muestran GRsos més altos que los registrados en
poblaciones portadoras de la sustitucion L104F (Capriotti et al. 2014). La mutacion L925I
se ha descripto hasta el momento s6lo en otros hemipteros: la mosca blanca de hoja
plateada Bemisia tabaci (Morin et al. 2002), la chinche comuin Cimex lectularius (Yoon
et al. 2008) y la mosca blanca de invernadero Trialeurodes vaporariorum (Karatolos et
al. 2012). En las tres especies, las poblaciones portadoras de la mutacion presentaron
niveles de resistencia > 100, como es el caso de las poblaciones de T. infestans descriptas
en este trabajo de tesis.

No se registraron alelos resistentes en la poblacion susceptible Bella Vista ni en
las de baja resistencia Colonia Castelli y EI Maulle, mientras que en la de baja resistencia
Pozo Colorado la mutacion mostr6 una frecuencia de 0.33 y en las dos de alta resistencia
(El Nandu y La Rinconada) present6 una frecuencia de 1. Por lo tanto, se podria pensar
que niveles altos de resistencia se explican en gran parte por una frecuencia alta de la
mutacion puntual L9251 en el canal de sodio dependiente de voltaje. Capriotti et al. (2014)
propuso que, dada la discontinuidad histérica en el control quimico sumada a la alta
frecuencia en la que se encuentra el alelo resistente, el gen del canal de sodio con la
mutacion L9251 podria representar el alelo wildtype de los insectos de la zona. En el
escenario evolutivo planteado por los autores, lo mas probable seria que el alelo esté
presente en todas las poblaciones estudiadas, independientemente del estatus
toxicologico. Sin embargo, los resultados de este capitulo Ilevan a pensar que las fallas a
campo registradas en las poblaciones de alta resistencia en el foco de General Gliemes
estarian asociadas, o podrian reflejar, la fijacion del alelo resistente. En el contexto del
control quimico, este escenario poblacional y la posible asociacion mutacion-grado de
resistencia descripta promueve rapidamente la construccion de la hipotesis que afirma

que la presién de seleccion con piretroides es la principal causa de la elevada frecuencia
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de la mutacion L9251 y, en consecuencia, de la existencia de las poblaciones de alta
resistencia.

Tanto el Nandi como La Rinconada presentaron alta frecuencia del alelo
resistente para la sustitucion L925l. La primera de estas poblaciones, con un GRso
estimado en 500 y un I.C. que va del 200 al 1000, mostré también la contribucion del
mecanismo de detoxificacion enzimética incrementada por parte de esterasas. La alta
resistencia observada en este paraje podria ser el resultado de la combinacion de los dos
mecanismos detectados. La Rinconada, en cambio, se encuentra dentro del grupo de
poblaciones con los GRsp mas altos registrados hasta el momento. En ninguna de ellas se
registro actividad enzimatica incrementada y, al menos en La Rinconada, la resistencia
pareceria estar explicada integramente por la alta frecuencia de kdr. Sin embago, seria
necesario aumentar el nimero de individuos caracterizados y también de poblaciones
analizadas dentro de este estatus toxicoldgico. La adaptacion del protocolo para las
poblaciones de alta resistencia fue particularmente compleja. De hecho, no se logré
amplificar ADN genomico de ningun insecto de Pampa Argentina. La perspectiva a futuro
incluye seguir trabajando en estas poblaciones y también en las de resistencia baja, para
evaluar la presencia de frecuencias intermedias de L9251 o incluso de individuos
heterocigotas.

La mutacion L9251 no se detect6 en la poblacién de baja resistencia Colonia
Castelli, en la cual tampoco se habia detectado actividad enzimatica incrementada. Sin
embargo, no se puede descartar el efecto contributivo de otro mecanismo que confiera
bajos niveles de resistencia, como podria ser la penetracién cuticular reducida. Ademas,
es necesario tener en cuenta la limitacion en el numero total de individuos caracterizados.
Podria suceder que, al aumentar en numero de insectos descriptos, el alelo resistente sea
detectado, como sucedi6 con la poblacion de baja resistencia Pozo Colorado, que mostro
una frecuencia de 0,33 para el genotipo homocigota resistente, ademas de la contribucion
enzimatica descripta en el capitulo 2.

La limitacion en el bajo nimero total de insectos deberia superarse con la
sensibilidad descripta por Sierra et al. (2016). En ese trabajo, propusimos que los
protocolos son capaces de detectar la presencia de la mutacion en pooles de insectos con
una sensibilidad del 5%. Esto quiere decir que, al analizar un grupo de 20, deberia
detectarse la presencia de la mutacién si tan solo un individuo la portara, ya sea en homo

como en heterocigois. Sin embargo, como conclusion respecto a las metodologias
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utilizadas en este capitulo, se propone que el protocolo no funciona de igual manera en
todas las poblaciones. En consecuencia, podria pensarse que, si el método no detecta la
presencia de la mutacion, no se deba necesariamente a que ninguno de los 10 insectos la
porte, sino a que los primers replicaron exitosamente el fragmento de solo algunos de
ellos (y esto Gltimo no ser representativo de la situacion poblacional). La sensibilidad
diferencial del método podria deberse a la alta variabilidad descripta por estudios previos
en las regiones no codificantes de la porcion del dominio Il caracterizada (Fabro et al.
2012, Capriotti et al. 2014). Si bien esta alta variabilidad entre poblaciones (e incluso
entre individuos de una misma poblacion) implican mutaciones silenciosas, podrian
alterar el funcionamiento normal de los primers y el desarrollo apropiado de la técnica.

Este trabajo de tesis se propuso dilucidar el peso relativo de los distintos
mecanismos de resistencia en las zonas con poblaciones de T. infestans con baja
susceptibilidad a deltametrina, y en este capitulo se focalizé sobre uno de los principales
mecanismos (la modificacion en el sitio de accion) a través del estudio de la
presencia/ausencia y de las frecuencias en campo de las mutaciones puntuales en el gen
del canal de sodio asociadas a resistencia a piretroides.

Se destaca como resultado haber confirmado la presencia de la L9251 en el foco
resistente de General Guemes. Ademas, se pudo aportar evidencia a la hipétesis que
propone a esta mutacion como mecanismo predominante en la zona. Si bien se ha
documentado la presencia de mutaciones puntuales kdr en numerosas especies (Kasai et
al. 2009, Martins et al. 2009, Zhu et al. 2010, Madeiros Barros et al. 2012, Davila Barboza
et al. 2018), la asociacion entre sus frecuencias y el grado de resistencia a piretroides ha
recibido poca atencién hasta el momento. Como ejemplo de la confirmacion de esta
relacién positiva se demostro que la baja susceptibilidad de catorce poblaciones de campo
de M. domestica estaba fuertemente asociada a frecuencias altas del alelo L1014F (Huang
et al. 2004). Como evento Ilamativo, en ese estudio se encontrd que incluso después de
muchos afios sin uso de insecticidas, el porcentaje de moscas homocigotas susceptibles
era bajo y en cambio habia mayor proporcion de heterocigotas (~77%) que lo esperado
por equilibrio de Hardy-Weinberg. Los autores propusieron la existencia de una ventaja
del heterocigota a través de efectos pleiotropicos como habia sido sugerido previamente
por Foster et al. (2003). Esta mayor adaptacion al ambiente sin insecticida de los insectos
que portan el alelo resistente podria llevar a un aumento natural de la frecuencia y resultar

en una poblacion tolerante al insecticida. En las poblaciones resistentes de Gral. Gliemes,
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donde la frecuencia del alelo L9251 que reduce la sensibilidad a piretroides pareceria ser
alta, seria interesante evaluar si el escenario es similar al de las moscas de campo, si la
presion de seleccidn con insecticida sostenida en el tiempo fue el factor determinante o si
pudo existir una combinacion entre factores ambientales e insecticida. Por lo tanto, en el
siguiente capitulo se evaluardn los registros de acciones de control realizadas por el
Programa Nacional de Chagas como indicadores de la presion de seleccion ejercida por
los piretroides en la zona estudiada y diferentes variables ambientales en su posible

asociacion con los fenotipos toxicoldgicos.
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CAPITULO 4

Caracterizacién de la influencia de variables ambientales implicadas en la

evolucidn de la resistencia
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CAPITULO 4

Modelado de la asociacion de la resistencia con las variables
ambientales

El relevamiento toxicoldgico del capitulo 1 demostr6 una alta variabilidad en los
niveles de susceptibilidad en el foco resistente de General Gliemes. La heterogeneidad en
los grados de resistencia podria deberse a una presion de seleccion no homogénea por
parte del insecticida, a la diversidad de los mecanismos que promueven resistencia, a la
alta estructuracion genética de las poblaciones de T. infestans y/o a la influencia de
variables ambientales (Mougabure Cueto y Picollo 2015). Por lo tanto, una vez avanzada
la caracterizacién de los mecanismos promotores de resistencia en el foco heterogéneo,
se buscé esclarecer la influencia de distintas variables ambientales en la variabilidad
toxicoldgica descripta.

En un estudio realizado en Bolivia, Lardeux et al. (2010) propusieron que la
heterogeneidad en los niveles de resistencia a la deltametrina podria deberse a una presion
no homogeénea por parte del insecticida, ya que las frecuencias de rociado pueden variar
entre parajes sumado a que dosis iguales pueden impactar diferente en ambientes intra y
peridomésticos. Esto Ultimo se debe a que las estructuras peridomésticas se encuentran
mas expuestas al medio ambiente que los espacios del intradomicilio, lo que hace méas
probable que las variables ambientales degraden los insecticidas y promuevan un proceso
selectivo diferente en comparacion con el entorno intradomiciliario (Gurtler et al. 2004,
Mougabure Cueto y Picollo 2015). De esta manera, podria ocurrir un tipo de seleccién de
baja susceptibilidad en el peridomicilo debido a la exposicion de los individuos a dosis
subletales a nivel poblacional (que no matan al 100% de los insectos). En esta situacién
sobrevivirian los insectos menos susceptibles dentro de la distribucion “natural” de
susceptibilidades de la poblacion presente. Otro tipo de seleccion de baja susceptibilidad
podria ocurrir en el intradomicilio debido a la exposicién, durante un periodo prolongado
de tiempo, de los individuos a dosis letales a nivel poblacional (que matan al 100% de los
insectos). En esta segunda situacién solo sobrevivirian, si es que estan presentes, aquellos
insectos que tienen una extrarodinaria baja susceptibilidad, es decir, que estan por fuera
de la distribucion “natural” de susceptibilidades de la poblacion presente. La
consecuencia final de ambas situaciones seria la evolucion de perfiles toxicologicos

heterogéneos o, lo que es lo mismo, de poblaciones resistentes con diferentes sustratos
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bioguimicos y genéticos (Mougabure Cueto y Picollo 2015). Estos escenarios tedricos no
excluyen la posibilidad de que en ambos ambientes ocurra el mismo proceso selectivo o,
que en un paraje la resistencia haya evolucionado mayormente en los peridomicilios y en
otro haya evolucionado mayormente en los intradomiclios.

Un estudio realizado por el CIPEIN en La Esperanza, uno de los primeros parajes
resistentes que se caracterizaron del foco resistente de General Gilemes, evalud la
susceptibilidad a deltametrina a nivel microgeografico (Germano et al. 2013). Se vio que
algunas casas hospedaban insectos resistentes a deltametrina, mientras que otras
hospedaban insectos susceptibles, sin asociacién entre el estado toxicoldgico y la
ubicacién original de los insectos dentro de las viviendas (es decir, estructuras domésticas
o peridomesticas). Esas diferencias a nivel microgeografico resaltan la compleja
distribucion espacial de los fenotipos toxicoldgicos de insectos que permanecen después
de las acciones de control quimico y sugieren un alto nivel de estructuracion poblacional
en T. infestans sobre el cual el insecticida ejerceria su presion selectiva. Estudios previos
demostraron esta alta estructuracion genética en poblaciones de T. infestans a diferentes
niveles geograficos (Pérez de Rosas et al. 2007, Segura et al. 2009) y propusieron una
variabilidad genética muy rica a través de su rango de distribucion (Piccinali et al. 2009).
Por lo tanto, la aplicacion heterogénea de insecticidas combinada con la alta
estructuracion poblacional en T. infestans podrian explicar la heterogeneidad de los
fenotipos toxicologicos (Fronza et al. 2016).

Hasta el momento, el estudio de los efectos de los factores ambientales y del
rociado con insecticidas, y su posible interaccién, sobre la distribucion de la resistencia a
los insecticidas piretroides en T. infestans ha recibido poca atencion. La ventaja que
presenta este tipo de abordajes es que a partir de informacion observacional se puede
aportar explicacion al problema complejo de la evolucion y distribucion de la resistencia
en vectores de enfermedades. Como primer acercamiento a la resistencia como variable
respuesta, Bustamante Gomez et al. (2016) realizaron una recopilacién bibliografica de
24 articulos que reportaban resistencia a piretroides en T. infestans. Encontraron una
relacion entre la distribucion de la resistencia con cinco variables ambientales utilizando
un modelo lineal generalizado. Los estudios ecoldgicos tradicionales, en cambio,
analizaron la influencia de los predictores ambientales y de rociado en la distribucién o
abundancia de T. infestans sin focalizar en las diferencias toxicoldgicas entre las

poblaciones. En esta linea, Espinoza et al. (2014) utilizaron los registros del Programa de
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Chagas del departamento boliviano de Cochabamba para calcular los efectos de las
acciones de control sobre las tasas de infestacion de viviendas (DIR). Un modelo lineal
mixto (con el municipio como factor aleatorio) sugirié que las camparias de rociado con
insecticidas tuvieron efectos muy fuertes y duraderos sobre las DIR, con valores mas altos
en los municipios dominados por bosques secos montanos. Espinoza Echeverria et al.
(2017) propusieron dos modelos alternativos para describir la infestacion de casas en el
municipio de Toro Toro (Potosi, Bolivia). Uno de ellos explicé el 57% de la variacion
con cuatro variables ambientales (dos relacionadas con la temperatura y dos con la
precipitacion). El segundo modelo explico el 53% con una sola variable, la temperatura
minima del mes mas frio, un hallazgo similar al reportado para la distribucién geogréfica
de T. infestans en el cono sur de Sudamérica (Gorla 2002). De manera similar, Brito et
al. (2017) evaluaron la invasion de casas por vectores de la enfermedad de Chagas en la
transicion de Amazonas-Cerrado mediante una regresion binomial negativa. Encontraron
diferentes efectos de temperatura y precipitacion, lo que les permitié proponer que
Rhodnius pictipes, R. robustus, R. neglectus y Panstrongylus geniculatus parecian ser
bastante sensibles a las altas temperaturas y su presencia era menos comun en ambientes
mas perturbados.

El abordaje de la resistencia a deltametrina como variable respuesta en el foco
heterogéneo de General Giliemes lleva a las siguientes preguntas: ¢el control quimico es
lo suficientemente variable como para generar heterogeneidad toxicoldgica entre
parajes?, ¢los factores ambientales son lo suficientemente variables en la escala estudiada
como para promover variacion biolégica, incluida la susceptibilidad toxicologica, entre
los parajes?, ¢los factores ambientales contribuyen al efecto diferencial del insecticida
entre los parajes? Para intentar responder estos interrogantes, en este capitulo se evalud
la asociacién entre poblaciones de T. infestans resistentes a deltametrina y diferentes
variables ambientales, como la temperatura, la disponibilidad de agua, la extensién del
paraje, la infestacion y la intensidad de los eventos de rociado. Para aportar evidencia a
la hipotesis que propone la existencia de variables ambientales en el Gran Chaco que
favorecen la evolucion de susceptibilidad reducida, se espera que los predictores usados
en la elaboracion de los modelos estadisticos se asocien a la heterogeneidad en los niveles

de resistencia descriptos en el capitulo 1.
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Metodologia para cumplir el objetivo 4
El GRso como variable respuesta

Como se menciono en la introduccion al capitulo 1, el grado de resistencia permite
determinar la existencia o no de resistencia al insecticida a partir de la relacion entre la
dosis letal que mata al 50% de los individuos tratados y la dosis letal que produce el
mismo efecto en una cepa susceptible de referencia. A partir de la estimacion Probit, el
GRsg es una variable continua que da cuenta del nimero de veces que una poblacion es
mas resistente que la cepa susceptible de referencia. En este capitulo, la variable respuesta
GRsp fue considerada una variable discreta en la elaboracion de los modelos, con valores
> 1 (Tabla 7). La clasificacion tradicional en susceptibles, resistencia baja, media y alta
no se uso en los modelos ya que se consider6 que llevaria a la pérdida de informacion.
Esta categorizacion solo se us6 a modo de referencia en la descripcion de la ubicacion
geografica de los parajes presentada como resultado del analisis exploratorio Tree
descripto mas adelante. En algunas poblaciones como Pampa Argentina (PA), Campo
Alto (CA), El Asustado (EA) y La Rinconada (LR), donde la mortalidad a la dosis méas
alta de insecticida aplicada (10 mg/ ml) fue inferior al 50% y no fue posible obtener una
estimacion finita de los GRsos, se asigno el valor 1000 en los modelos. De manera similar,
para el paraje El Juramento (EJ, en Sierra et al. 2016), el GRso fue estimado como > 2000

y en los modelos se le asigné el valor 2000.

GRsoen
Paraje Ubicacidn geografica C GRsp (1.C 95%) los modelos
El Juramento (EJ) 25°54°S, 60°24°0 25 > 2000 2000
El Mala (ML) 25°56°S, 60°27°0 14 1031 (909,1- 1213,3) 1031
Campo Alto (CA) 26°0°9°’S, 60°14°25°°0 20 >1000 1000
Pampa Argentina (PA)  25°52°00.10°’S, 60°33°20,77°0 172 > 1000 1000
El Asustado (EA) 26°5°10°S, 60°18°22°°0 120 >1000 1000
La Rinconada (LR) 24°55°14°°S, 61°24°157°0 8 > 1000 1000
El Nandi (EN) 25°56°54"’S, 60°19°59°°0 25 500 (200- 1000) 500
La Esperanza (LE) 26°3’S, 60°27°0 145 233,42 (116,78- 466,57) 233
Los Pereyras (LP) 25°28°55’S, 61°11°12°0 50 5,68 (2,72-12,66) 5
Pozo Colorado (PC) 26°3°59°°S, 60°30°29°0 71 5,21 (2,16- 12,50) 5
El Maulle (EM) 25°27°42°°S, 60°55°10°0 35 4,72 (2,11-10,63) 4
Palma Sola (PS) 24°14°30°’S, 62°16°50”°0 50 4,18 (1,81-9,62) 4
El Zanjon (EZ) 25°43°16°°S, 60°43°54>°0 62 4,03 (1,81-8,93) 4
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Palo Marcado (PM) 24°37°4”’S, 62°6°30°°0 81 3,97 (1,78-8,77)
La Gerdénima (LG) 26°4’S, 60°16°0 50 3,89 (1,63-9,26)
Zaparinqui (2Z) 26°3°53"°S, 60°34°31°0 405 3,29 (1,43-7,52)
Colonia Castelli (CC)  26°0°38”’S, 60°39°18°°0 700 3,06 (1,31-7,14)
Bella Vista (BV) 25°57°15°’S, 60°22°34°0 33 2,02 (0,80-5,10)
El Techat (ET) 25°42°44°°S, 60°53°59”°0 84 2,38 (1,01-5,62)
4 de Febrero (4F) 25°34°58°’S, 60°47°52°°0 55 0,19 (0,10-0,51)
Los Quirquinchos (LQ) 25°42°1°°S, 60°55°1°0O 56 0,20 (0,04-1,05)
Los Placeres (PL) 25°18°7°°S, 61°10°56°0 35 0,21(0,10-0,53)

P P P N DN wOw w w

Tabla 7. Parajes del foco resistente. C = numero de casas del paraje. GRso = grado de
resistencia, 1.C. 95% = intervalo del 95% de confianza. GRsp en los modelos= la variable
respuesta se consider6 discreta en los modelos Poisson.

Predictores de resistencia

Se utiliz6 informacion ambiental de diferentes fuentes para construir las variables
explicativas para modelar los GRses (Tabla 8).

Los datos de temperatura y precipitacion se extrajeron del conjunto de datos
WorldClim (http://www.worldclim.org) que caracteriza las condiciones climaticas sobre
la superficie de la Tierra durante 1950-2000 en un formato de cuadricula, con una
resolucion de pixel de 1 km? (Hijmans et al. 2005). Las variables incluyeron 19
estadisticas biocliméticas derivadas de la precipitacion total mensual, la temperatura
media mensual, minima y maxima. Biol a Bioll incluyeron variables relacionadas con
la temperatura, mientras que Biol2 a Biol19 estuvieron relacionadas con la lluvia.

La otra informacién ambiental se extrajo de una base de datos proporcionada por
el PNC que contenia informes de acciones de control durante los afios 2005-2015
realizadas sobre las localidades/parajes donde se recolectaron las muestras de insectos
estudiadas durante la presente investigacion. Las variables de extension se refirieron al
namero de casas del paraje (C) y al nimero de casas evaluadas en el paraje (CE). Las
variables de infestacion se refirieron al nimero de casas positivas en el paraje, es decir,
las casas con presencia de T. infestans en el intradomicilio (+1), en el peridomicilio (+P),
en ambos lugares al mismo tiempo (+IP) o en la suma total de intradomicilio y

peridomicilio (+T). Las variables de rociado que dieron cuenta de la presion de seleccion
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ejercida por el insecticida piretroide aplicado, fueron el nimero de eventos de rociado
(frecuencia) o el nimero de casas rociadas (CR) durante el periodo analizado.
Se evaluaron tres grupos de variables predictoras:

e Lasumatoriay el valor promedio durante los 11 afios analizados de CE, +I, +P,
+IP, +Ty CR.

e Teniendo en cuenta la alta variabilidad en el nimero de casas (C) entre parajes,
también se evaluo el valor de CE, +I, +P, +IP, +T, CR relativizado por el nimero
de casas (la sumatoria durante los 11 afios analizados/el numero de casas del
paraje).

e Considerando la alta variabilidad en el nimero de casas evaluadas (CE) entre
parajes, se probo el valor de +I, +P, +IP, +T, CR relativizado por el nimero de
casas evaluadas (la sumatoria durante los 11 afios analizados/el nimero de casas

evaluadas del paraje).

De las tres catagorias, la mejor para los modelos fue la segunda. Los valores
relativizados por el nimero de casas explicaron mejor la distribucion de la variable
respuesta, con modelos de mejor ajuste y coeficientes significativos. Por lo tanto, se
muestran en la Tabla 8 los predictores relativizados y, de ahora en mas, cuando se
mencionan CEy, +lr, +Pr, +IP;, +T;, CRr en el modelado de los GRses, se hara

referencia a ellos.
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Grupo Nombre Significado Promedio (d.e.)
Biol Temperatura media anual 22,17 (0,26)
Bio2 Media de la temperatura mensual (max- min) 13,63 (0,17)
Bio3 Isoterma (B102 / BIO7) (* 100) 54,40 (0,26)
Bio4 Temperatura estacionalidad (desviacion estdndar * 100) 403,66 (2,02)
Bio5 Temperatura maxima del mes més célido 34,49 (0,23)
Bio6 Temperatura minima del mes mas frio 9,43 (0,20)
Bio7 Temperatura rango anual (BIO5-B106) 25,06 (0,35)
Bio8 Temperatura media del trimestre mas hiumedo 26,56 (0,18)
Temperatura . . . .
Bio9 Temperatura media del trimestre mas seco 17,03 (0,20)
y- o Biol0 Temperatura media del cuarto més célido 27,14 (0,19)
disponibilidad ) )
d Bioll Temperatura media del trimestre mas frio 16,90 (0,16)
e agua
Biol2 Precipitacion anual 868,95 (82,34)
Biol3 Precipitacion del mes mas hiumedo 136,33 (11,32)
Biol4 Precipitacion del mes mas seco 15,24 (3,71)
Biol5 Precipitacion Estacionalidad (Coeficiente de variacién) 59,86 (4,88)
Biol6 Precipitacion del trimestre mas himedo 356,52 (18,57)
Biol7 Precipitacion del trimestre mas seco 53,38 (11,00)
Biol8 Precipitacion del trimestre mas céalido 337,57 (11,21)
Biol9 Precipitacion del trimestre mas frio 75,19 (13,67)
C NUmero de casas del paraje 160,58 (107,76)
Extension NUmero de casas evaluadas durante 2005- 2015/
CE; ) _ 2,57 (2,20)
nimero de casas del paraje
Numero de casas positivas en el intradomicilio durante
+1, ) _ 0,48 (0,38)
2005- 2015/ namero de casas del paraje
Numero de casas positivas en el peridomicilio durante
+P, ] 0,22 (0,24)
2005- 2015/ namero de casas del paraje
Infestacion Numero de casas positivas en el intra'y en el
+IP, peridomicilio durante 2005- 2015/ nimero de casas del 0,18 (0,16)
paraje
NUmero total de casas positivas durante 2005- 2015/
+Tr ) . 0,88 (0,61)
nimero de casas del paraje
NUmero de casas rociadas durante 2005- 2015/ nimero
CR, ) 2,21 (1,81)
Rociado de casas del paraje
Frec Numero de eventos de rociados durante 2005- 2015 3,62 (1,80)
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Tabla 8. Variables explicatorias ambientales y su significado. El subindice indica que el
predictor se probd relativizado por el nimero de casas del paraje en el modelo. El valor
promedio y el desvio estandar (d.e.) se calcul6 para todos los parajes a lo largo de los 11

afos analizados.

Descripcion afio por afio

El estudio de la asociacion entre los GRsos Yy las variables ambientales se realizo
mediante modelos lineales generalizados (GLM) con distribucion de errores Poisson y
funcion de enlace log. Como solo se contaba con un valor de GRsp para cada poblacion
durante todo el periodo analizado, la unidad de andlisis fue el paraje donde se recolecto
cada poblacion. Por este motivo, el afio no fue tenido en cuenta en los GLM y solo se
realiz6 un analisis descriptivo afio por afio de los valores de infestacion y de rociado
provistos por el PNC. Los parajes analizados fueron 21 porque se eliminé a Bella Vista
debido a la falta de informacion de control quimico.

En la descripcion afio por afio, se realizaron dos abordajes diferentes:

e Para explorar la variabilidad en la infestacion y el rociado entre los 21 parajes a
lo largo del periodo analizado: se calcularon los valores promedio de las
variables explicativas CE, +1, +P, +IP, +T y CR.

Esto se logré a partir de la sumatoria de los nimeros de casas (evaluadas, positivas
en intra, peridomicilio, en ambos lados, en el total, rociadas) de los 21 parajes,

dividido el namero de parajes, que fue 21 en los 11 afios analizados (Tabla 9).
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Grupo Variable Obtencion del promedio por afio
Sumatoria del nimero de casas evaluadas ese afio en los 21 parajes/
Extension CE 21 parajes
Sumatoria del nimero de casas positivas en el intradomicilio ese afio
! en los 21 parajes/ 21 parajes
Sumatoria del nimero de casas positivas en el peridomicilio ese afio
+P en los 21 parajes/ 21 parajes
Infestacion
Sumatoria del nimero de casas positivas en el intra y peridomicilio
P ese afo en los 21 parajes/ 21 parajes
Sumatoria del nimero total de casas positivas ese afio en los 21
T parajes/ 21 parajes
Sumatoria del nimero de casas rociadas ese afio en los 21 parajes/ 21
Rociado CR parajes

Tabla 9. Obtencidén de promedios por afio de las variables explicatorias: CE: casas

evaluadas, +l: nimero de casas positivas en el intradomicilo, +P: numero de casas

positivas en el peridomicilio, +IP: niUmero de casas positivas en el intra y peridomicilio,

+T: ndmero total de casas positivas, CR: numero de casas rociadas.

e Paraanalizar la magnitud de la infestacién y del rociado dentro del area estudiada,

se calcularon los porcentajes que representaban los nimeros de casas de las

variables explicativas CE, +1, +P, +IP, +T y CR en un total de 2263 casas del

foco resistente de General Glemes.

La proporcion se obtuvo a partir de la sumatoria de los valores de numero de casas

(evaluadas, positivas en intra, peridomicilio, en ambos lados, en el total, rociadas)

de los 21 parajes, dividido el nimero de casas totales, que fue 2263 en los 11 afios

analizados. Luego, el porcentaje se logré al multiplicar por cien la proporcion

obtenida (Tabla 10).
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Grupo Variable Obtencidn del porcentaje por afio

(Sumatoria del niumero de casas evaluadas ese afio en los 21 parajes/

Extension CE 2263 casas)*100
" (Sumatoria del nimero de casas positivas en el intradomicilio ese
afio en los 21 parajes/ 2263 casas)*100
P (Sumatoria del nimero de casas positivas en el peridomicilio ese afio
Infestacion en los 21 parajes/ 2263 casas)*100
(Sumatoria del nimero de casas positivas en el intra y peridomicilio
P ese afo en los 21 parajes/ 2263 casas)*100
T (Sumatoria del nimero total de casas positivas ese afio en los 21
parajes/ 2263 casas)*100
CR (Sumatoria del numero de casas rociadas ese afio en los 21 parajes/
Rociado 2263 casas)*100

Tabla 10. Obtencién de porcentajes por afio de las variables explicatorias: CE: casas
evaluadas, +l: nimero de casas positivas en el intradomicilo, +P: numero de casas
positivas en el peridomicilio, +IP: nimero de casas positivas en el intra y peridomicilio,

+T: ndmero total de casas positivas, CR: numero de casas rociadas.

Modelado de la resistencia

Los GLM se realizaron utilizando los paquetes Ime4 (Bates et al. 2013) y MASS
(Venables y Ripley 2002) del software R (R Core Team 2013). En todos los casos, los
modelos de Poisson mostraron sobredispersién, por lo que se supuso una distribucion
binomial negativa de los datos para el analisis (Zuur et al. 2009).

Todas las variables explicativas fueron estandarizadas. Se utilizaron diagramas X-
Y para identificar el comportamiento cuadratico y se corroboré luego si la inclusion de
un término cuadratico mejoraba los modelos (esto sucedid cuando: p-valores de los
coeficientes cuadraticos < 0,05, p-valores de las pruebas de razon de verosimilitud (LRT)
< 0,05, valores bajos de AIC). Se realiz6 un analisis preliminar de Tree para identificar
las variables explicativas que generaban agrupaciones. Esta prueba (una extensién a un
numero n de variables del enfoque de clasificacion cruzada simple) clasifica los objetos
en las celdas, de modo que los objetos en dichas celdas son similares entre si, pero
diferentes de los objetos en otras celdas. La similitud se juzga por la puntuacion en una

variable dependiente o de criterio dada (Armstrong y Andress 1970). Antes del modelado
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multivariado, se realiz6 un andlisis preliminar univariado para cada predictor. Luego, se
probd la colinealidad entre ellos generando una matriz de correlaciones de pares
utilizando el coeficiente de correlacion de rango de Spearman. Si dos variables estaban
correlacionadas > * 0,80, las variables que explicaban menos en el univariado se excluian
del modelado final. Una vez que se identificd el conjunto de variables explicativas sin
colinealidad y con efecto univariado significativo, se realizé un procedimiento manual
paso a paso para evaluar las variables restantes (Zuur et al. 2009). Las reglas de decision
para agregar variables se basaron en pruebas de razon de verosimilitud (LRT) de modelos
binomiales negativos al comparar los modelos anidados en cada paso.

La colinealidad entre variables explicativas en cada modelo estimado se verifico
utilizando el factor de inflacion de varianza (vif) del paquete car de R, considerando solo
las variables con vif <5 (Zuur et al. 2010). La seleccion del modelo se baso en los criterios
de informacion de Akaike. Los residuos estandarizados se representaron en funcion de
los valores ajustados (para comprobar la falta de ajuste de los residuos) y la normalidad
se verifico graficamente (cuantiles de datos contra cuantiles normales). Finalmente, se
agregaron las coordenadas geogréaficas en busca de cualquier poder explicativo adicional

para verificar que no quedara ninguna tendencia espacial (Legendre 1993).

Resultados del capitulo 4
Descripcion afio por afio

El anélisis exploratorio descriptivo de las variables ambientales mostré que las
acciones de control del PNC se distribuyeron a lo largo del periodo analizado, excepto en

2015 cuando no aparecieron registros en la base de datos.

Los valores promedio mostraron variabilidad entre los 21 parajes analizados,
tanto en los valores de infestacion medidos por el PNC (Figura 33A), como en las
acciones llevadas adelante por el mismo (casas evaluadas y casas rociadas, Figura 33B)
alo largo de los 11 afios analizados. El promedio de casas positivas fue en todos los casos
inferior al promedio de casas evaluadas (CE), infiriendo que en ningun caso la totalidad
de las casas evaluadas resultd positiva. EI promedio de casas rociadas (CR) fue similar a
las casas evaluadas (CE), lo que pone de manifiesto el cumplimiento del protocolo del
PNC que establece que el insecticida debe aplicarse en casas con y sin presencia de

insectos.
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A. Valores de infestacion durante el periodo de 11 afios
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Figura 33. Valor promedio de los 21 parajes analizados para cada afio y error muestreal
para: A. valores de infestacion: +I = nimero de casas positivas en intradomicilio, +P =
numero de casas positivas en peridomicilio, +IP = nimero de casas positivas en intra 'y

peridomicilio, +T = nimero total de casas positivas, B. CE: casas evaluadas, CR = casas

rociadas.
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Por otro lado, los porcentajes que representaron tanto los valores de infestacion,
como las casas evaluadas y rociadas dentro de las 2263 casas totales del foco también
fueron variables (Tabla 11). En el foco resistente, el porcentaje promedio de casas
positivas en el intradomicilio (+1) fue de 2,26%, el porcentaje de casas positivas en
peridomicilio (+P) fue de 1,26%, el porcentaje de casas positivas en intradomicilio y
peridomicilio al mismo tiempo (+IP) fue del 1%, y el porcentaje total de viviendas
positivas (+T) fue de 4,52%.

Sin embargo, teniendo en cuenta que el porcentaje de casas evaluadas (CE) fue
bajo en el foco resistente (13,43% en promedio), se relativizaron los valores anteriores
por el numero de casas evaluadas. Estos valores de porcentajes de casas positivas en el
intra, en el peri, en ambos, en el total y rociadas dentro de las casas que se evaluaron se
muestran en la Tabla 11 como “% de las casas evaluadas™ para cada afio descripto. Los
mismos permitieron obtener cifras méas representativas de la situacion: 16,83% para +I,
9,24% para +P, 7,26% para +IP y 33,66% para +T para todo el periodo.

El porcentaje total de casas positivas relativizado por el nimero de casas
evaluadas es similar al indice de infestacién que se calcula en las acciones del PNC. El
protocolo establece que, si el indice (estimado a partir del nimerovde casas positivas
totales sobre el nimero de casas evaluadas) supera el 5%, debe rociarse la totalidad del
paraje. Considerando que para todo el foco el porcentaje de casas positivas fue 33,66% y
el porcentaje de casas rociadas fue inferior a 100%, se analizé la tabla de datos original y
se vid que en algunos parajes y en algunos afios el postulado se cumplid, mientras que en

otros no.
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Afo CE +I +P +IP +T CR
2005 Ndmero de casas 247 52 24 8 84 141
% del foco resistente 1091 23 1,06 0,35 3,72 6,23
% de las casas evaluadas 21,05 9,72 3,24 34,01 57,09
2006 NUmero de casas 78 34 5 20 59 68
% del foco resistente 345 15 022 088 261 3
% de las casas evaluadas 4359 6,41 25,64 75,64 87,18
2007 NUmero de casas 183 67 8 15 90 122
% del foco resistente 809 296 035 0,66 398 5,39
% de las casas evaluadas 36,61 4,37 8,2 49,18 66,67
2008 NUmero de casas 842 198 63 90 351 797
% del foco resistente 37,21 8,75 2,78 3,98 1551 35,22
% de las casas evaluadas 23,52 7,48 10,69 41,69 94,67
2009 NUmero de casas 16 6 1 0 7 15
% del foco resistente 0,71 0,27 0,04 O 0,31 0,66
% de las casas evaluadas 375 625 0 43,75 93,75
2010 NUmero de casas 387 40 65 32 137 385
% del foco resistente 171 1,77 2,78 1,41 6,05 17,01
% de las casas evaluadas 10,34 16,8 8,27 354 99,48
2011 NUmero de casas 358 52 53 21 126 281
% del foco resistente 1582 23 234 093 557 1242
% de las casas evaluadas 14,53 14,8 5,87 352 78,49
2012 Ndmero de casas 37 7 5 5 17 17
% del foco resistente 163 031 022 0,22 0,75 0,75
% de las casas evaluadas 18,92 13,51 13,51 45,95 45,95
2013 NUmero de casas 361 40 14 11 65 288
% del foco resistente 1595 1,77 062 049 287 12,73
% de las casas evaluadas 11,08 3,88 3,05 18,01 79,78
2014 NUmero de casas 833 67 75 48 190 734
% del foco resistente 36,81 296 3,31 2,12 84 3244
% de las casas evaluadas 8,04 9 576 22,81 88,12
2015 Sin acciones de control registradas
Promedio  NUmero de casas 303 51 28 22 102 258
% del foco resistente 1343 2,26 126 1 452 11,44
% de las casas evaluadas 16,83 9,24 7,26 33,66 85,15
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Tabla 11. Namero absoluto de casas, porcentaje (%) que representan del foco resistente
(n= 2263 casas) y porcentaje (%) que representan de las casas evaluadas (considerando
las casas evaluadas por afo) durante 2005-2015. Variables explicatorias: CE: casas
evaluadas, +I: nimero de casas positivas en el intradomicilo, +P: nimero de casas
positivas en el peridomicilio, +IP: nimero de casas positivas en el intra y peridomicilio,

+T: numero total de casas positivas, CR: nimero de casas rociadas.

Modelado de la resistencia

El anélisis exploratorio de Tree sugirio que la variable niamero de casas del paraje
(C) dividio los GRses en dos grupos. Asi, cuando el nimero de casas del paraje fue inferior
a 30, el valor promedio de la variable respuesta GRso fue 1106. Por otro lado, cuando el
namero de viviendas fue superior a 30, se registraron valores bajos de GRsgs. La Figura
34 muestra la ubicacion geografica de los 22 parajes (incluido Bella Vista), el GRsg

correspondiente y una representacion de la magnitud de C.

General Gliemes, Chaco

Referencias:

ﬁ GRsp~ (susceptible)
C>30

1<GRsp< 10 (baja

resistencia)
C> 30

C>30

C< 30

ﬁGRSOMOO (alta resistencia)

# GRs>100 (alta resistencia)

Figura 34. Ubicacion geogréafica, GRso y nimero de casas (C) en los parajes de General
Guemes.
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Los analisis univariados mostraron que las variables de temperatura Biol, Bio7,
Bio10, Bioll y las variables de precipitacion Biol5 y Biol8 se asociaron negativamente
con los GRses. Ademas, la variable numero de casas (C) se asocié negativamente con
GRsp, mientras que las variables relativizadas “nimero de casas evaluadas” (CE,) y “casas
rociadas” (CR/) se asociaron débil y positivamente con el GRso. En todos los analisis, la
asociacion fue significativa (p-valor < 0,05, excepto CE, y CR,, que mostraron una
significancia cercana a 0,06). Debido a la alta correlacion entre CE, y CR, (r = 0,98), se
descartd la dltima para el analisis. En relacién a la frecuencia de rociado, el analisis
univariado no mostro asociacion, pero a modo descriptivo, es importante mencionar que
todos los parajes recibieron al menos un evento de rociado durante el periodo estudiado
(2005-2015) y solo Colonia Castelli tuvo el valor maximo observado, con ocho eventos
de rociado. Este predictor, que podria considerarse como un indicador de la presién de
seleccion ejercida sobre el paraje, presentd un valor medio de 4 y una moda de 5.

Los modelos basados sélo en indicadores de temperatura, extensién, infestacion o
rociado no fueron estadisticamente significativos (Tabla 12). Por otro lado, un modelo
basado Unicamente en variables de precipitacion fue significativo, pero explicé solo el
43,5% de la devianza. Los modelos que incluyeron variables de temperatura y
precipitacion a la vez mostraron una gran explicacion (alrededor del 65%). Al agregar las
variables de extension C y CE;,, la potencia explicativa aumenté a alrededor del 70%,
mostrando una diferencia significativa con los modelos reducidos (p -valor del LRT <
0,05).

Categoria Variables g.l. Devianza AIC  P-valor
significativas explicada LRT

Modelo nulo 20 0% 245,91

So6lo precipitacion Biol5, Biol8 18 43,50% 234,29 0,0006***

Temperatura y precipitacion Bio7, Biol5, Biol8 17 63% 225,46 0,001**
Bio7, Biol8 18 62,20%* 224,24 1,49 0***
Bio7, Bioll, Biol8 17 65,74%" 2239 8gb***

Sélo temperatura, extension, Sin modelos

infestacion o rociado significativos

Temperatura, precipitacion y Bio7, Bioll,

extension del paraje Biol8, C 16 70,97% 222,04 0,049*
Bio7, Biol8, CE, 17 69,39% 221,26 0,026*
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Tabla 12. GLM con distribucion binomial negativa para GRso con diferentes predictores.
g.1.= grados de libertad, AIC= criterios de informacidn de Akaike, LRT= prueba de razén
de verosimilitud. Las variables explicativas (H, Bioll, Bio7, Biol8, CE,) estan en escala
del predictor lineal. Codigos de significancia: * = 0,05, ** = 0,01, *** = 0,001.

El primer GLM completo para GRso (es decir, que integro predictores de
temperatura, disponibilidad de agua con informacion provista por el PNC) explicd
70,97% de la devianza con un AIC de 222,04 (Tabla 12). Incluy6 dos indicadores de
temperatura asociados negativamente (Bio7 y Bioll), un indicador negativo de
precipitacion (Biol8) y un indicador positivo de extension del paraje (C) como variables
explicativas (Tabla 13). Un segundo modelo que incluyé Bio7 y Biol8 (asociadas
negativamente) y CE, asociada negativamente también fue significativo (Tabla 13) y
explicd 69,39% de la devianza con un AIC de 221,26 (Tabla 12). Las variables de
extension explicaron una pequefia porcion de la varianza, como mostraron Ssus
coeficientes (relacion 1:3 con indicadores de temperatura y precipitacion) y esto podria

explicar el cambio de los signos de las correlaciones en relacion con la prueba univariada.

Primer modelo Segundo modelo

Parametro g.l. Valor de z Parametro g.l. Valor de z
Intercepcion 3,96 1 14,53*** Intercept 4,00 1 14,43***
C 0,90 1 2,32** CE; -1,14 1 -2,43**
Bioll -0,54 1 -1,44* Biol8 -3,43 1 -6,70***
Bio7 -3,37 1 -7,89*** Bio7 -4,31 1 -7,23%**
Biol8 -3,77 1 -8,03***
Devianza residual 23,18 16 Devianza residual 23,52 17
Devianza nula 79,83 20 Devianza nula 76,83 20

Tabla 13. GLM para el GRso. g.1.= grados de libertad. Las variables explicatorias (C,
Bioll, Bio7, Biol8, CE,) estan en escala del predictor lineal. Valores de significancia=
*= 0,05, **= 0,01, ***=0,001.

Aunque por los diagramas X-Y se pudo inferir la ausencia de términos

cuadraticos, se confirmd mas tarde al incorporarlos en los GLM reportados y corroborar
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gue éstos no mejoraron (p-valores de los coeficientes cuadraticos > 0,05, p-valores de los
LRTs > 0,05, valores altos de AIC).

Finalmente, los LRTs comparando modelos con y sin coordenadas geograficas no
fueron significativos. Estos modelos, que incluyeron la latitud y la longitud como
predictores, presentaron altos valores de vif, descartando una tendencia espacial en la
zona caracterizada (resultados no mostrados en tablas).

Discusion del capitulo 4

Este capitulo presenta el primer estudio de la asociacion de la resistencia a
piretroides en T. infestans con variables de temperatura y disponibilidad de agua junto
con las acciones del Programa Nacional de Chagas (PNC). Se llevo a cabo sobre el foco
resistente estudiado a lo largo de la presente tesis, ubicado en la ecorregion argentina del
Gran Chaco, el rea principal donde el control vectorial no ha sido totalmente exitoso. Se
vio que las acciones del PNC se distribuyeron a lo largo del periodo analizado, excepto
en el afo 2015 cuando no fueron efectuadas. El porcentaje de casas rociadas fue variable
y se mantuvo siempre por debajo del 36% durante el periodo de 11 afios. La frecuencia
promedio de rociado en toda la zona a lo largo del periodo fue 3,62, presentando el paraje
Colonia Castelli el mayor nimero de eventos (ocho en total), mientras que La Rinconada
y Pozo Colorado tuvieron sélo uno. Considerando la totalidad del tiempo estudiado, se
obtuvieron modelos que explicaron el 65% de la heterogeneidad toxicolégica en el
Departamento de Giiemes (provincia del Chaco, Argentina) y que estuvieron relacionados
con los indicadores de temperatura y disponibilidad de agua. Al agregar los indicadores
significativos del tamafio del paraje a los modelos seleccionados de temperatura y
precipitacion, el poder explicativo aument6 al 70% de la devianza. Aunque las variables
de tamafio explicarian una pequefia parte de la varianza total en comparacion con las
variables de temperatura y disponibilidad de agua, este aumento fue significativo,
destacando su relevancia y peso dentro de la caracterizacion del foco resistente.

Si bien este abordaje es asociativo, con una variable respuesta cuantificada
experimentalmente y predictores extraidos de estadisticos y bases de datos bioclimaticos,
permite proponer tres indicadores de temperatura y disponibilidad de agua como buenos
descriptores del fendbmeno de resistencia a piretroides del Departamento de Giiemes.
Estas variables, que presentaron una asociacion negativa con los GRsp, fueron Bio7,

Bioll y Biol8. Similarmente, Bustamante Gomez et al. (2016) encontraron una relacién
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entre la dosis letal de piretroides que mataba al 50% de la poblacion evaluada (DLso) y
las variables ambientales Bio2, Bio3, Bio9, Biol5 y Biol8 (la ultima con una relacion
positiva, a diferencia del coeficiente negativo del modelo informado en este capitulo). Sin
embargo, la escala espacial fue diferente y los datos de susceptibilidad y resistencia a
piretroides (resultado de una busqueda bibliografica en trabajos publicados a lo largo de
25 afios), fueron obtenidos por diferentes laboratorios e incluso en algn caso con otro
piretroide como la B-ciflutrina. Sus predictores explicaron la distribucion geogréafica de
las DLso altas y bajas en toda la zona endémica de Argentina y Bolivia, con una
concentracion de las poblaciones con DLsg mas altas en la frontera de los dos paises. El
objetivo del modelo fue predecir la distribucién potencial de las poblaciones con los
valores més altos de DLso, pero no fue capaz de detectar la ocurrencia de 5 de las 13
poblaciones en la parte sur del Departamento de Gliemes, sitio donde se ubica el foco
resistente estudiado en el presente trabajo de tesis. Posteriormente, la relevancia de este
foco en la comprension de la distribucién y evolucién de la resistencia a los piretroides
en T. infestans se puso de manifiesto en el relevamiento toxicologico presentado en el
capitulo 1, donde se informo la presencia de 17 poblaciones resistentes, 6 de ellas con
niveles que superan el 1000.

Los valores altos del rango de temperatura anual (Bio7) podrian resultar en un
ambiente mas heterogéneo y llevar a los insectos a niveles elevados de estrés fisioldgico.
Recientemente, Rolandi y Schilman (2018) informaron que las variaciones térmicas
diarias afectaban rasgos ecoldgicamente relevantes asociados a la historia de vida en el
triatomino Rhodnius prolixus y propusieron como hip6tesis que un entorno térmico
variable tiene costos energéticos mas altos que un entorno estable. Aunque el estudio
citado manipul6é experimentalmente las fluctuaciones de temperatura y us6 una escala
temporal diferente, se podria proponer el mismo principio (es decir, mayor costo
energético debido a un ambiente térmico variable) para explicar como la variacion
térmica a lo largo de un periodo determinado podria promover una variacién en los GRso
de las poblaciones de T. infestans. Ademas, Brito et al. (2017) examinaron la hipotesis de
que la temperatura ambiental podria imponer restricciones fisioldgicas en la
supervivencia y el crecimiento poblacional de triatominos, o afectar el rendimiento del
vuelo dispersivo. Aungue encontraron evidencia para respaldar esta hipotesis, sugirieron
que los resultados deberian considerarse como indicios de hipotesis especificas acerca de

los efectos de la temperatura sobre el fitness (valor adaptativo) y la dispersion de los
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insectos que se puedan probar luego con disefios experimentales especificos. Teniendo
en cuenta que la dispersion promueve recolonizacion de vinchucas en las viviendas, las
hipdtesis que la vinculan con la temperatura se vuelven mas que relevantes para el control
vectorial.

Ademas, dado que la temperatura corporal del insecto cambia con su entorno, la
temperatura ambiental puede afectar el control del vector de la enfermedad al influir en
la efectividad o toxicidad del insecticida (Glunt et al. 2013). Los valores bajos de
temperatura media del trimestre mas frio (Bioll) podrian llevar a un ambiente mas frio
que promueva la mayor eficacia de los piretroides, lo que conduciria a una fuerte presién
selectiva para los insectos resistentes preexistentes y, por lo tanto, a niveles de resistencia
elevados. La relacion entre la temperatura y la toxicidad del insecticida en insectos se ha
estudiado ampliamente y se ha examinado de manera exhaustiva en muchas especies
(Scott 1995, Boina et al. 2009, Muturi et al. 2011, Glunt et al. 2014). En particular, es
bien sabido que los insecticidas piretroides tienen una alta efectividad a bajas
temperaturas en condiciones experimentales (Alzogaray y Zerba 1993, Khan y Akram
2014). A bajas temperaturas, las neuronas expuestas a piretroides reciben una alta
concentracion del insecticida debido a la reduccion de la biotransformacién, y son mas
sensibles al estimulo resultante debido a una duracién prolongada del potencial de reposo
en estado estable (Harwood et al. 2009). En esta tesis, la humedad y temperatura se
controlaron durante la determinacién experimental de los GRso, pero las condiciones
ambientales que se deben considerar al momento de proponer las hip6tesis son aquellas
presentes en el momento en que fueron rociados los insecticidas. Si bien esta tesis estudio
un periodo de 11 afios, las condiciones ambientales en las qué ocurri el proceso selectivo
en el campo, siguen siendo una incognita. Es decir, este estudio asociativo utilizo
variables bioclimaticas como indicadores de temperatura del supuesto momento de
seleccion de la resistencia con insecticidas piretroides, aunque no se debe descartar la
posibilidad de que esta seleccion podria haber ocurrido antes. Este sesgo deberia ser
considerado en investigaciones futuras para tener una comprension mas profunda de
coémo la temperatura a la que se aplican los piretroides a campo afecta la promocion de la
resistencia y, por lo tanto, utilizar este conocimiento para mejorar el control vectorial.

Con respecto a los indicadores de disponibilidad de agua, la asociacion negativa
entre los GRsg y la precipitacion del trimestre mas calido (Bio18) podria explicarse por el

efecto residual diferencial del insecticida. Se podria pensar que los altos valores de
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precipitacion llevarian a un bajo efecto residual del insecticida, promoviendo un efecto
sub-letal a nivel poblacional, es decir una dosis que no mata la totalidad de los insectos
susceptibles presentes, y que ejerceria una presion de seleccion baja. Por otro lado, los
valores bajos de precipitacion podrian conducir a un alto efecto residual del insecticida,
manteniendo la efectividad durante un periodo extenso que podria matar a la totalidad de
insectos susceptibles y ejercer una presion selectiva mas intensa sobre los individuos
“verdaderamente” resistentes, si es que estan presentes en la poblacién rociada. Cada uno
de estos tipos de seleccion (esto es, seleccion con dosis baja y alta) promoveria la
evolucion de poblaciones resistentes con diferentes caracteristicas tanto a nivel genético
como a nivel toxicoldgico. La dosis baja o sub-letal seleccionaria individuos dentro de la
distribucion “natural” de susceptibilidades individuales por lo que se espera que la
resistencia esté determinada por muchos genes (i.e. resistencia poligénica) y que genere
bajos niveles de resistencia. Por otro lado, las dosis altas seleccionarian individuos por
fuera de la distribucion “natural” de susceptibilidades individuales (es decir, seleccionaria
insectos con una extraordinaria baja susceptibilidad o “verdaderamente” resistentes) por
lo que se espera que la resistencia esté determinada por un gen (resistencia monogénica)
0 Unos pocos genes y que genere alto niveles de resistencia (McKenzie 1996).

En una escala espacial més detallada, se ha propuesto que la actividad residual de
la deltametrina es més alta en el intradomicilio que en el peridomicilio, éste ultimo muy
expuesto a la degradacion bajo condiciones ambientales tales como temperaturas
extremas, la lluvia o el sol (Vazquez Prokopec et al. 2002). Sin embargo, en este estudio,
esta diferencia no se consider6 porque el nivel de resistencia se calcul6 a partir de un
grupo de insectos recolectados en el intra y peridomicilo. Este lineamiento esta respaldado
por el estudio de Germano et al. (2013), el cual informé que la condicion toxicoldgica de
susceptibles o resistentes en el paraje La Esperanza no estaba asociada con la ubicacion
de los insectos dentro de las casas. Por otro lado, la resolucion espacial de las variables
ambientales (1 km?) no permitid explicar las condiciones microambientales. Por lo tanto,
seria necesario aumentar la resolucion espacial si se quisiera estudiar las diferencias entre
intradomicilio y peridomicilio (ademéas de obtener determinaciones separadas de los
GRs0s).

Ninguna de las dos variables de rociado fueron significativas por si solas ni
tampoco al ser agregadas a los modelos seleccionados de temperatura y disponibilidad de

agua. Esto podria explicarse por una presion selectiva homogénea a través del area de
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estudio. La frecuencia de rociado presentd un valor promedio de cuatro durante el periodo
de 11 afios analizado y Colonia Castelli tuvo el valor mas alto observado, con ocho
eventos de rociado, probablemente por su proximidad a la ciudad cabecera de J.J Castelli,
la capital de la zona estudiada. Este predictor cuantifica la cantidad de veces que el paraje
recibid eventos de rociado con piretroides durante el periodo 2005-2015. Los parajes que
recibieron acciones de PNC durante el periodo analizado tuvieron solo un evento de
rociado por afio (nunca mas de uno por afio) lo que permite proponer que la presion
selective fue relativamente baja.

Las variables de infestacion no predijeron la heterogeneidad toxicoldgica. Con
respecto a los promedios de infestacion durante el periodo de 11 afios estudiado, el
porcentaje de casas positivas en el intradomicilo durante 2005-2015 fue de 16.83%. Si se
adicionan las casas positivas tanto en intra como peridomicilio, el porcentaje aumento a
24,09%. Este resultado contrasta con lo reportado en Bolivia (Espinoza Echeverria et al.
2017). Los autores estimaron una infestacion doméstica promedio de 2,9% entre 2009 y
2014 en 73 comunidades en el municipio de Toro Toro (Bolivia). Del mismo modo,
Espinoza et al. (2014) encontraron que el indice de infestacion domestica entre 2004 y
2011 fue de 2 a 3% en el Departamento de Cochabamba (Bolivia) después de la
intervencion quimica. En un estudio que buscé evaluar la efectividad de una nueva
herramienta aspersora en Mendoza, Carbajal de la Fuente et al. (2017) describié una
infestacion intradomiciliaria del 3,9%, peridomiciliaria del 40,7% y total del 53,9%. Estos
valores se redujeron sustancialmente luego de las intervenciones, tanto con la tecnologia
tradicional de spray de compresién manual como con el equipamiento aspersor montado
en vehiculos. De manera similar, Gaspe et al. (2018) detectd una reduccién de infestacién
domiciliaria del 31.9 al 0.7% a los 10 meses del rociado en Pampa del Indio (Chaco).
Todos estos estudios refuerzan la idea que las acciones de los programas de control
mantienen tasas bajas de infestacion en diferentes areas de la zona endémica. Los valores
mostrados en el presente capitulo se acercan a los reportados por Gaspe et al. (2015),
quienes determinaron una infestacién doméstica del 31,9% en un area de Gran Chaco
caracterizada por la ausencia de campafas recientes de control con insecticidas. Por lo
tanto, el informe epidemiologico aqui presentado, realizado a partir de informacion de 11
afios en una zona endémica de incidencia y transmision de la enfermedad de Chagas,

refuerza la importancia de un manejo vectorial adecuado.
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En el presente capitulo, también se evalud la asociacion entre los GRso y el tamafio
del paraje. Aquellos con un bajo numero de casas tendrian un nimero menor de insectos
que los parajes mas grandes. De esta manera, la fuerte relacion negativa podria explicarse
por la variacion en la diversidad genética que presentan parajes grandes y chicos y por el
hecho de que, ante el mismo evento de surgimiento del alelo resistente en la poblacion
(i.e. mutacién o migracion), en parajes chicos la frecuencia del alelo resistentes sera
mayor que en parajes grandes. En algunos parajes pequefios, el alelo resistente podria
perderse, mientras que, en otros, el alelo resistente aumentard su frecuencia mas
rdpidamente o0 en menor nimero de generaciones y es mas probable que se fije comparado
con parajes grandes. Todo esto conduciria a GRsps altos en algunas poblaciones pequefias.
En los parajes con muchas casas, por el contrario, se espera que la diversidad genética sea
mayor. El alelo resistente podria estar presente (nuevamente por mutacion o migracion),
pero va a ser necesario un nimero mayor de generaciones para ser fijado comparado a
poblaciones pequefias, por lo que se esperaria que los GRsp sean mas bajos. Por otro lado,
teniendo en cuenta la reduccién en el tamafio efectivo de la poblacion que provoca el
rociado con insecticidas, las poblaciones se aislarian méas y se subdividirian en demos
mas pequefios, haciendo que el impacto de los efectos estocasticos sea mas fuerte (Van
Dongen et al. 1998). Dado que la presion selectiva parece haber sido homogénea en todos
los parajes, las poblaciones pequefias podrian verse mas afectadas por estos eventos
estocasticos que las poblaciones grandes, generando (como se menciond anteriormente)
mayores niveles de resistencia.

Recientemente, un estudio en dos parajes rurales de Pampa del Indio (Chaco,
Argentina), evalud la hipdtesis sobre los origenes probables de los triatominos
recolectados a los 4, 8 y 12 meses después del rociado con insecticidas por medio de 10
microsatélites (Piccinali et al. 2018). Varios alelos que presentaban baja frecuencia antes
del rociado no fueron detectados en la muestra luego del mismo, lo que sugiere una
pérdida de variabilidad genética en el area de estudio. Esto proporciona evidencia de que
los rociados disminuyen las poblaciones de insectos generando un cuello de botella que
elimina alelos poco frecuentes y estructura ain mas las poblaciones. Este hallazgo es
compatible con la hipdtesis de que la reinfestacion de los domicilios en el Chaco argentino
se relaciona principalmente con focos residuales, y esta apoyado por las observaciones a
campo, el analisis espacial y los estudios morfométricos (Gurtler et al. 2004, Cecere et al.
2004, 2006, Porcasi et al. 2006, Arrom et al. 2013, Gurevitz et al. 2013, Hernandez et al.
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2013). Por lo tanto, la estructuracion genética podria ser mayor en los parajes pequefios
y, teniendo en cuenta que el nimero de casas positivas en el peridomicilo (+P) fue en
promedio 9,24%, es importante aumentar la vigilancia peridomiciliar para prevenir
eventos de reinfestacion desde estas zonas Yy retrasar asi el desarrollo de la resistencia a
piretroides.

Otra explicacion posible de la asociacion negativa entre los GRsos y el nimero de
casas podria deberse a la eficiencia de las acciones de rociado. Es posible que en los
pueblos pequefios (C< 30) sea mas facil cubrir toda el area, lo que llevaria a una presion
selectiva mas fuerte y efectiva. Esta hipdtesis podria apoyarse en la correlacion negativa
que se vio entre el nimero de casas de los parajes y el nimero de casas evaluadas (CE).
En parajes pequefios, el numero de casas evaluadas es mayor. Por otro lado, CE mostro
una alta correlacion positiva con el predictor de rociado relativizado nimero de casas
rociadas (CR). Aunque se elimind CR para el analisis debido a sus altos valores de vif, se
plantea como posibilidad que una pequefia parte de la varianza de los GRsos sea explicada
por esta variable, lo que sugiere que cuando el nimero de casas rociadas en el paraje es
mayor, la resistencia también es mayor.

El presente capitulo presenta modelos que explicaron el 70% de la heterogeneidad
toxicologica. Este podria considerarse un buen resultado para un estudio asociativo sin
un disefio experimental pensado previamente. Con respecto al 30% de la varianza
restante, podria explicarse por algunas variables ambientales que no fueron consideradas,
como predictores sociales 0 demograficos o tal vez alguna otra variable a nivel micro
geografico. La resistencia a los insecticidas es un fendmeno genético definido por la
supervivencia de los insectos a concentraciones de insecticidas que son letales para los
insectos susceptibles (McKenzie 1996). Teniendo en cuenta esta definicion tradicional,
no se debe descartar la posibilidad de que el insecticida no actle de la manera esperada
y, como se describié con anterioridad, ejerza un efecto sub letal en lugar del esperado y
deseado efecto letal.

Para concluir, la presion selectiva de los insecticidas paraceria haber sido
relativamente homogénea y con baja frecuencia. Por lo tanto, las acciones de control
quimico por si solas no parecen ser la causa principal de la heterogeneidad toxicologica
descripta en el capitulo 1 de esta tesis. Ademas, este capitulo lleva a proponer que las
variables vinculadas con la disponibilidad de agua, la temperatura y los indicadores de

tamafo del paraje podrian afectar o modular la presion ejercida por el insecticida. Para
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avanzar en la demostracion de la relacion causal, se necesitaria un modelo mecanistico
que integre la dinamica y la genética poblacional, la accién toxica del insecticida ylas
variables ambientales. Ademas, se podrian llevar a cabo experimentos con insectos del
area resistente criados en diferentes condiciones ambientales para obtener informacion
mas detallada sobre el papel que desempefian estas condiciones. Una tercera pregunta que
se desprende de los resultados de este capitulo es: ¢la variabilidad genética es lo
suficientemente alta como para generar heterogeneidad toxicologica entre parajes?
Nuestra investigacion futura se centrara en profundizar el conocimiento del rol de
las mutaciones Kdr y la estructura genética de las poblaciones para comprender mejor
algunos pardmetros de la dindmica y la genética poblacional. De esta manera, seguir
avanzando en un enfoque integral podria ayudar a comprender y generar herramientas
adecuadas para disminuir la incidencia de esta enfermedad desatendida en el area

endémica del Gran Chaco.
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CONCLUSIONES Y

CONSIDERACIONES FINALES

“Cuando creiamos que teniamos todas las respuestas,
y

de pronto, cambiaron todas las preguntas’

Mario Benedetti

Teniendo en cuenta los resultados obtenidos en esta tesis, se resumen las

principales conclusiones:

1)

2)

3)

4)

5)

Este es el primer estudio donde se aborda de manera multidisciplinaria
(toxicologia, bioquimica, biologia molecular y ecologia) el problema de la
resistencia a insecticidas piretroides en poblaciones de T. infestans.

El relevamiento toxicologico permitidé comprobar que la susceptibilidad a
deltametrina se encuentra extendida a lo largo del area endémica de la enfermedad
de Chagas. La resistencia, por el contrario, sigue estando confinada al corazén del
Gran Chaco argentino. En el Departamento de General Giiemes, se encontraron
los niveles de resistencia més altos hasta el momento, con GRses > 1000. Por otra
parte, los parajes con insectos mas resistentes fueron susceptibles a fenitrotion,
remarcando su importancia para el control a campo de estas poblaciones. Se
destaca la necesidad de continuar el monitoreo de resistencia para poder detectar
tempranamente, en caso que existan, otros focos resistentes. Con ese objetivo, las
proximas investigaciones estaran orientadas a generar mapas de riesgo de la
resistencia que puedan detectar su evolucion temprana.

El foco resistente de General Gliemes present6 alta heterogeneidad toxicoldgica,
con poblaciones susceptibles, de resistencia baja y de resistencia alta, todas ellas
muy cercanas espacialmente.

Se detectd, en el foco estudiado, la detoxificacion enzimatica incrementada por
parte de las oxidasas (citocromo P450) y esterasas como mecanismo contributivo
a la resistencia.

La resistencia seria explicada en gran parte por la mutacion puntual L9251 que

afecta el sitio de accion de los piretroides en el canal de sodio dependiente de
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6)

7)

8)

voltaje. Se encontré una asociacion positiva entre la frecuencia de este alelo en
homocigosis y el nivel de resistencia.

El andlisis de la informacion de las acciones de control del Programa Nacional de
Chagas demostro que, en el area geografica donde se ubica el foco de alta
resistencia estudiado en esta tesis, los rociados estuvieron distribuidos a lo largo
del periodo comprendido entre el 2005 y el 2015. Las variables que se usaron
como indicadores de la presion de seleccion por parte del insecticida, no aportaron
explicacion a la heterogeneidad toxicoldgica descripta. Sin embargo, las variables
de temperatura y de precipitacion parecerian afectar la presion selectiva del
insecticida. Finalmente, el tamafio de paraje contribuiria a la variacion de los
GRso.

La asociacién que indica que a un menor nimero de casas por paraje se observen
mayores niveles de resistencia, llevo a proponer diferentes hipotesis sobre la
evolucidn de la resistencia en la zona. Dado que ellas implican que las distintas
poblaciones partirian de diferentes acervos genéticos, los proximos estudios se
orientan a caracterizar su variabilidad genética por medio de microsatélites.
Debido a los resultados hallados en el presente trabajo, se pudo generar
informacion que fue puesta a disposicion del Programa Nacional de Chagas para
usarse de base en el manejo de la resistencia aplicado en el paraje Pampa
Argentina. En este lugar, se esta llevando a cabo un estudio microgeografico de
resistencia casa por casa, combinado con un abordaje comunitario y un rociado

selectivo piloto con un insecticida con un principio activo diferente al de los

piretroides.
Lic. Georgina Fronza Dr. Gastéon Mougabure Cueto Dr. Ariel Toloza
(Tesista) (Director) (Director asistente)
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