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INTRODUCCION




I.- TEGUMENTO

Ia.- Estructura

El cuerpo de un insecto se encuentra recubierto por una estructura que ac-
tlla a manera de exoésqueleto, denominada tegumento.

El tegumento, dadas sus propiedades, y por ser la estructura mas ex-
terna del cuerpo cumple variadas funciones de alta importancia para la vi-
da del insecto. Entre ellas se cuenta: mantener la forma del cuerpo y ac-
tuar como barrera para la pérdida de agua y la entrada de organismos pa-
tdégenos. Por su rigidez es resistente a la abrasibén, aunque presenta zonas
flexibles que permiten el movimiento en puntos de articulacidn. Las capas
mas internas sirven como reservorio de sustancias alimenticias durante el
ayuno y la muda. Forma estructuras sensoriales y respiratorias (traqueas).
Finalmente, dada su ubicacidn estratégica, se considera al tegumento el
primer punto de interaccidn con ciertas sustancias tdxicas, como por ejem-
plo,\un insecticida de contacto ( 1 ).

El tegumento se encuentra formado por una cuticula externa ( acelular )
y una epidermis simple subyacente ( Figura 1 ).

La epidermis es la encargada de la secrecidn de los componentes cuti-
culares durante la muda, asi como de la resorcidn de la vieja cuticula.
Estd formada por un epitelio simple, en general cilindrico o clibico, cuya
morfologia varia segin la actividad celular. Las cé&lulas epidérmicas emi-

ten proyecciones citoplasmaticas, contenidas dentro de los canales de po-
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ro, que atraviesan endo, exocuticula y cuticulina. Se acepta que el depd-
sito de cera de la cuticula se realiza a través de estos canales.

Dentro de la epidermis existen células diferenciadas con funciones
especificas como son: glandulas dermales, que emiten finos conductos a tra-
vés de la cuticula y secretan la capa de cemento de la epicuticula; oeno-
citos, que se encuentran adosados a la cara basal del epitelio y pueden
ser transportados al cuerpo graso; células tricdgenas que forman setas o
pelos y células tormdgenas que envuelven a las anteriores y permiten la
articulacidn de la seta. ( 2 ) . Ademds, ha sido descripto otro tipo de
células. denominadas células tenddn. encargadas del anclaje de la cuticu-
la a la epidermis. ( 3 ).

Por debajo .de la epidermis aparece una membrana basal delgada.

La cuticula se considera formada por varias capas, de acuerdo con di-
ferencias en composicidn y funciones: la epicuticula ( externa ) y la pro-
cuticula ( interma ).

La epicuticula se subdivide a su vez en tres subcapas, que del exte-
rior al interior son:

- capa de cemento: formada por proteinas polimerizadas por puentes
hidroquinénicos ( proteinas curtidas ) que le dan coloracidn.

- capa de cera : de composicién variable segin las especies, pero en
general formada por hidrocarburos, &acidos grasos libres, &steres de n-al-

coholes y dcidos saturados e insaturados y colesterol libre. Dentro de es-



ta capa existe una zona denominada de lipidos orientados formada por una
mono o bicapa lipidica bien ordenada. Dada su gran hidrofobicidad, esta
capa evita la pérdida de agua y por lo tanto, la desecacidn.

-cuticulina: formada por lipoproteinas polimerizadas. Es resistente
a degradacidn enzimatica, por &cidos minerales y solventes orgénicos. Es
adem3s coloreada.

La procuticula es la capa mas prominente dentro de la cuticula. Re-
presenta la cuticula "quitinosa", dado que en su composicidén aparece fun-
damentalmente quitina, polimero de acetilglucosamina. Sin embargo, dentro
de la procuticula aparecen dos subcapas denominadas exo y endocuticula,
con diferente proporcién de quitina cada una. Por ejemplo, la endocuticu-
la de Periplaneta posee un 60 % de quitina respecto de su peso seco, mien-
tras que la exocuticula sdlo contiene un 22% ( 2 ). En general, la endocu-
ticula presenta un contenido mayor de quitina respecto de la exocuticula.

El material no quitinoso de la procuticula es proteico. Sin embargo
existen diferencias cualitativas entre las proteinas de exo y endocuticu-
la. En el caso de la exocuticula se trata de una proteina curtida denomi-
nada gislﬁgegigg. Esta proteina se forma durante el proceso de escleroti-
zacidn de las capas externas de la procuticula, posterior a la muda. Duran-
te este proceso se generan enlaces covalentes en los cuales el N de gru-
pos -NH2 y el S de grupos -SH de las cadenas proteicas se unen a niicleos
aromaticos quindénicos. Dado que esta reaccidn ocurre con grupos hidrofili-
cos, la cuticula, luego de la esclerotizacidn, es menos hidrofilica, es

decir gue la exocuticula es una estructura menos hidrofilica que la endo-



cuticula (4).

El alto contenido de quitina y la ausencia de esclerotizacidn hacen
a la endocuticula una estructura eldstica. La exocuticula por su bajo conte
nido en quitina y su alto grado de esclerotizacidn aporta al tegumento

su rigidez caracteristica.

Ib.- Actividad enzimatica en tegumento.

Ib 1.- Metabolismo de compuestos enddgenos

El tequmento de los insectos es bioquimicamente activo. Esta actividad
se relaciona, en su mayor parte, con los procesos de resorcidn, sintesis

y esclerotizacidn de la cuticula. Como ejemplo, podria citarse que han

sido descriptas[ggifiziffg que aparecen durante la muda y durante perio-

dos de intermuda (3). En el fluido de muda, ‘Sintetizado al menos

en parte por las células epidérmicas, aparecen‘proteasask encargadas
i < . T

de degradar proteinas de endocuticula (5) (6). Se conocen varlas\pollfe-

q noloxidasaa, presentes en distintas especies, de localizacidn variable

dentro del tegumento, que intervienen en el proceso de esclerotizacidn(4).
—m—— - —T—— T ———

La actividad metabdlica del tegumento no estd restringida a los pe-
riodos de muda Unicamente. Se sabe que, tanto el depdsito de endocuticu-
la como su resorcidn pueden ocurrir fuera de periodos de muda. En parti-
cular puede relacionarse con factores alimentarios, como es el caso para

Hemipteros hematéfagos del género Rhodnius en los cuales hay un depdsi-



to adicional de endocuticula luego de la ingesta y una resorcidn asocia-

da con el ayuno (1).
Se han detectado\fffffigg§len el tegumento en relacidn con la sinte-

sis de la capa cerosa y su reparacidn. Dependiendo de la especie, pue-

den aparecer en epidermis, procuticula o epicuticyla. En cuticula, en
~_ T \J_/“-"' e

general se asocian con los canales de poro que, se considera pueden
_ -~ i S N N e

~

transportar los componentes de la capa de cera o sus precursores (7)(8)
(13).
Existen esterasas tegumentales, como las descubiertas en antenas,

e N~ TN T

patas y alas de Trichoplusia ni, capaces de degradar feromonas. Su fun-

R U,

cidn seria prevenir la acumulacidn de estas hormonas en la superficie

del insecto (12).

Ib 2.- Metabolismo de insecticidas.
Adem3s de la actividad enzimadtica relacionada con la degradacidn y

sintesis de compuestos enddgenos, existen en el tegumento enzimascapaces
T t——————— ——

de metabolizar sustancias exdgenas. Esto no es sorprendente si se con-
7

sidera que el tegumento es la primera barrera defensiva en la interac-
cidén del insecto con el medio ambiente. En particular, han sido citados
ejemplos de metabolismo degradante, asl como activante de insecticidas

ﬁ/\/\'/\—/\/\/w_,-\ = .
de contacto. Sternburg y Kearns (9) descubrieron transformacidn de

S~

DDT a DDE por la cuticula de langosta. Quraishi informdé una conversidn



similar por el tegumento de pupa de mosca (10). Ahmed y Gardiner supu-
sieron una activacién de malatidén a malaoxdn (metabolito tdxico) por el
tegumento de Schistocerca gregaria (11) como causa de una sintomatolo-
gia mas tipica de envenenamiento al aplicar el insecticida por tdpico
respecto de por inyeccidn.

Un caso particular dedegradacidén a nivel del tegumento es el observa-
do en Calliphora erythrocephala en relacidn con el metabolismo del l4c-
dieldrin. En sus primeros trabajos (14) Singh observd, luego de analizar
los productos obtenidos en el lavado con acetona, que una parte del diel
drin topicado es degradado a nivel de las ceras epicuticulares. Sin em-
bargo, la naturaleza de los metabolitos obtenidos fue diferente de la
que se detectd dentro del insecto. Esto llevd a suponer la posible con-
tribucidn de otros organismos en este metabolismo, en particular de la
microflora bacteriana del tegumento. Estudios posteriores (14 bis) de
caracterizacidn de la microflora y utilizando antibidticos especificos
como‘pretratamiento de las moscas topicadas, permitieron corroborar el
rol, al menos parcial de estos microrganismos en el metabolismo cuticu-
lar del dieldrin.

Resumiendo, podria decirse que el tegumento es una estructura con
capacidad metabolizante de compuestos enddgenos, de feromonas y de com-
puestos exbgenos, como por ejemplo, insecticidas. A esta actividad con-

tribuyen enzimas intrinsecas del insecto, asi como, en algunos casos en



zimas producidas por microrganismos de la flora tegumental.

Ib 3.- Actividad esterdsica.
Las esterasas son enzimas que hidrolizan ésteres, con la adicidn de

Ho0 para dar alcoholes o fenoles y &cidos (15).

(0] (o]
| |

R— C—OR' H)0 &—= R—C—OH R'OH

Ha existido en general gran confusidn para definir el status de las
esterasas. Esto se debe a la gran diversidad y baja especificidad de sus
tratos hidrolizados por estas enzimas,lo gque dificulta su clasificacidn.

Un intento de clasificacidn seglin el tipo de sustrato hidrolizado es

el de Gomori (18). Segiin este autor, las esterasas pueden dividirse en
~—"\_,,_\’\/\./\__,_‘_’/\_/-—--——\
dos grandes grupos:

! Aliesterasas: |hidrolizan ésteres de alcoholes libres de nitrdgeno.

Incluye las lipasas que hidrolizan grasas y aceites y las esterasas pro-

piamente dichas, que actllan sobre ésteres simples.

ColinesterasasA hidrolizan preferentemente &steres de colina; acetil-
| N S—
colina las colinesterasas verdaderas y butirilcolina las llamadaspseudo-

colinesterasas
Sobre la base de su comportamriento frente a inhibidores O.P.,
) A TozEe et

— — - "\’A‘/\’/\_ﬂ/
Aldridge (19) (20) distingue dos tipos de enzimas con actividad esterasi-

ca:



B - esterasas: Inhibidas por O.P. en una reaccidn progresiva y dependien
te de la temperatura.
A - esterasas: Hidrolizan rapidamente los inhibidores que acilan las B-es

terasas.
Hay un tercer grupo de enzimas, llamadas posteriormente C - estera-
sas, que no interaccionan con O.P., ni siendo inhibidas ni hidrolizan-

dolos. Es obvio que este grupo abarca una heterogénea coleccidn de en-

zimas.

r
g

]
‘Holmes y Masters (21) clasifican a las esterdsas en cuatro grupos,

seglin sus reacciones caracteristicas con una variedad de inhibidores y

sustratos:

ArilesterasaA: hidrolizan preferentemente &steres aromaticos y no

son inhibidas por O.P. ni por eserina, pero si por reactivos de grupos
-SH como el p-cloromercuribenzoato.

Carboxiesterasas: hidrolizan preferentemente ésteres alifaticos y no

——— e e —ean

son inhibidas por eserina pero si lo son por O.P..

! - - . .
Colinesterasas: actiian sobre ésteres de colina a mayor velocidad que

sobre ésteres alifaticos y aromidticos, y son inhibidas por O.P. y eseri-

na.

" Acetilesterasas: hidrolizan &steres aromidticos, pero no son inhibi-

——
das por O.P., eserina o reactivos de grupos -SH.

Hasta el momento, la clasificacidn de Holmes y Masters parece ser la

mas precisa.



Los insecticidas de uso mas corriente en la actualidad son los deno-
minados "insecticidas de segunda generacidn". Se reconocen cuatro grupos:
organoclorados, organofosforados, carbamatos y piretroideos. Organofosfo
rados, carbamatos y piretroideos son susceptibles de ser atacados por es

terasas, por contener en su molécula uno o mads grupos éster.

El ataque por esterasas conducg, en general a productos menos toxi-
cos, asl como mds hidrosolubles, por lo tanto mas facilmente excretables.
Es decir, estas enzimas intervienen en la detoxificacidn del compuesto.

Por otra parte, las esterasas puedén reqular fenémenos tales como
la selectividad insecto-mamifero (como fue demostrado por Krueger y
O'Brien para el malatidn (16)) o resistencia (17).

A nivel del tegumento, como ya se citara, han sido desciptas estera-

sas, pero no se ha demostrado su intervencidn en el metabolismo de insec

ticidas.



II.- PENETRACION DE INSECTICIDAS.

IIa.- Mecanismo de ingreso de insecticidas de contacto.

En la interaccidén de un insecto con un insecticida, la penetracién es
el primer paso toxicocinético que condiciona la cantidad de compuesto ca
paz de alcanzar el sitio de accidn. A pesar de la importancia de este
proceso, no ha sido dilucidado alin en forma concluyente el mecanismo
por el cual un insecticida penetra al medio interno del insecto.

Existen dos teorfasque explicarian el proceso de penetracidén. La ge

T T N - e S e -

neralmente mas aceptada, asume que la penetracidn ocurre a través del

"~ -

tegumento. La hemolinfa recibe el compuesto y lo transporta dentro del
organismo, en particular, hasta su s;tio de gpcién.

Polles y Vinson determinaron la velocidad de penetracidn del en-
drin a través del tequmento aislado de Heliothis virescens en contac-
to con hemolinfa. Encontraron velocidades semejantes a las determinadas
"in vivo" y adem3s la cantidad de insecticida penetrado a 24 hs., exce-
did la necesaria por inyeccidn para producir sintomatologia (35).

Burt y Lord (36) y Burt et al (37) establecieron que la hemolinfa de
cucarachas (P. americana) tratadas por tdpico con una LDgy de diazoxdn &
una LDgs de piretrina I contiene suficiente cantidad de insecticida pa-
ra explicar los disturbios observados en el SNC.

Seglin esta teoria y considerando la heterogeneidad del tegumento, un



insecticida aplicado sobre la cuticula entraria en contacto con la capa
- e TN ’

cerosa, para luego alcanzar la procuticula, mids polar y de alli la hemolinfa.
) - T T N N g - ————————

\ La penetracidn estar@ entonces regulada por fendmenos de particidn y de-
N \ A ~ ~ .

Lfenderé de la polaridad del compuesto que penetra, como fuera observado
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por Olson y O'Brien (22). Estos autores encontraron una correlacidn in-
versa entre lipofilicidad del compuesto y velocidad de penetracidn cuan-
do los insecticidas se topican en acetona, solvente que introduce el
compuesto dentro de la capa cerosa. Por otra parte, cuando se trata de
soluciones acuosas existe una relacidn directa entre lipofilicidad y ve-

locidad de penetracidn (23). En este caso el fendmeno limitante seria la

o e T N et N N P S N\, e N < T ~—-

particién entre fase acuosa-capa cerosa.
Sel e e e = 7.:_/‘\//\7 — \ marnn e o

La seqgunda teoria, sustentada principalmente por Gerolt (24) (25) (26) \

(27), sugiere que el insecticida aplicado_por tdpico se mueve lateralmen
"\"\——v\/\ - - S T TN -

N~—————— \

te en el tegumento y alcanza su sitio de accidn (SNC) via el sistema tra
- s aarate

e e © T

queal. Este sistema es continuo con el tegumento y alcanza todos los te-
— -
jidos del insecto permitiendo el intercambio gaseoso. Existen observacio
ciones que avalarian esta teoria, aunque en general, la interpretacidn
de ias mismas puede considerarse ambigua y no compartida por la mayoria
de los autores que han trabajado en el tema.

Gerolt (24) observd que los tiempos de volteo para moscas topicadas
con dieldrin o dichlorvos son menores si la topicacidn se realiza cerca
del SNC que si se realiza lejos del SNC. Esto podria explicarse conside-

rando un transporte por triquea, antes que por hemolinfa si se asume

que el flujo por hemolinfa es suficientemente rapido. Sin embargo, mu-



chos son los factores que podrian intervenir determinando estas diferen-
cias en tiempo de volteo y no necesaria y {inicamente la distancia de mi-
gracidn superficial durante la penetracidn del compuesto.

En otro de sus experimentos, Gerolt (24) demostrd que el tiempo de
volteo no se ve afectado por la inveccidén de aceite de oliva en la hemo-
linfa previa a la penetracién de dieldrin, DDT, metil-paratidn o chlor-
fenvinphos. Esta observacidn arqumentaria en contra de la hemolinfa como
transportadora de estos xenobidticos, suponiendo una mavor afinidad de
estos insecticidas liposolubles por el aceite de oliva, respecto de la
hemolinfa acuosa. Sin embargo, Olson (28) demostrd que la hemolinfa (en
contraste con el agua) compite favorablemente por el dieldrin con el
aceite de oliva. La presencia de proteinas "carrier" en la hemolinfa
justifica las diferencias observadas con soluciones acuosas diferentes
de la hemolinfa.

Si los insecticidas son transportados al sitio de accidn por la he-
molinfa, es dable esperar que un bloqueo en su circulacidn produjera di-
ferencia en su tiempo de accidn. Gerolt tested é&sto realizando una liga-
dura a nivel de la "cintura", lo que reduce notablemente la circulacién
de la hemolinfa. La inexistencia de diferenciassignificativas en el tiem
po de volteo, al topicar en abdomen, respecto de los controles fue consi
derada una prueba en detrimento del papél transportador de la hemolinfa.
Sin embargo, &sto puede aceptarse sdlo en el caso en que el flujo por he

molinfa fuera el paso limitante en la toxicocinética del compuesto. En



relacidn con ésto Yeager y Munson (29) observaron que la cauterizacidn
del vaso dorsal inhibe la aparicién de sintomas de intoxicacidn por DDT
en cucarachas.

Los experimentos anteriormente citados pretenden desestimar el rol
de la hemolinfa en el transporte de xenobidticos. Otros experimentos in-
tentan apovar el transporte lateral por tegumento y lastraqueas como via
de ingreso:

Larvas de moscas expuestas a dieldrin radiactivo acumularon este com-
puesto especialmente en traqueas respecto de otros drganos como tubo di-
gestivo, cuerpo graso, tibulos de Malpighi y hemolinfa. Resultados seme-
jantes fueron obtenidos por Matsumura (30) con Periplaneta americana y
malatidn. En este caso, la mayor actividad especifica también correspon-
did a las traqueas. Sin embargo, otros investigadores no lograron detec-
tar acumulacidn en traqueas luego de la aplicacidn por tdpico de va-
rios insecticidas sobre moscas adultas (31) (32) (33).

Uno de los estudios mas concluyentes realizados por Gerolt se refie-
re a sus experimentos con moscas a las que se les colocd un anillo de ce
ra alrededor de la "cintura". Este anillo actuaria como sumidero de in-
secticidas en su migracidn lateral aunque no deberia alterar mayormente
el ingreso a través del tegumento. Estas moscas topicadas en el abdomen
fueron insensibles a dieldrin, mientras que el tdpico en el tdrax donde
aparecen los espiridculos, poros de ingreso de las traqueas, no mostrd

diferencias con las moscas control. Resultados semejantes fueron observa



dos con Blatella germanica siempre que los espiridculos abdominales fue-
ran sellados (34).

Se ha podido demostrar por otra parte, difusidén lateral de methomyl
aplicado por tdpico sobre el abdomen de mosca, y recuperado en tdrax (34).

Podrian citarse muchos otros experimentos capaces de avalar con ma-
yor o menor grado de certidumbre alguna de las dos teorias. Sin embargo,
ninguno es suficientemente concluyente como para desechar totalmente la
teoria opuesta.

Probablemente, ambas teorias representen una sobresimplificacién
del mecanismo y no sean en realidad tan antagdnicas y excluyentes como
han sido consideradas durante mucho tiempo.

Los resultados obtenidos hasta el momento avalan con mayor fuerza el
(onae e ed

ingreso a través del tegumento, gEﬁEEQtQ\gue\li_dif?siéfm}ateral del com‘;ﬁéﬁi;;
puesto aumenta la superficie de intercambio, favoreciendo por lo tanto J
la penegzgcién. Por otra parte, consideran69 la continuidad estructural
del .tequmento tragueal con el del resto del cuerpo del insecto, esta di-
fusidn lateral podria permitir el ingreso a_Eray§§>Qg traqueas como meca
nismo secundario.

Las pruebas experimentales aportadas por Gerolt resultan en muchos
casos ambiguas y encontradas con las citadas por otros autores, y no per
miten suponer que su teoria explique el mecanismo principal de ingreso.

En cambio, una interpretacidn mas global del fendémeno, considerando las

semejanzas estructurales entre triqueas y el resto del tegumento permi-
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ten considerarla un mecanismo accesorio al ingreso a trdves del tegumen-

to con transporte por hemolinfa.

ITb.- Sitios de penetracidn

El tegumento no es uniformemente permeable en toda su extensidn. Por
el contrario, varios autores han informado de la existencia de estructu-

- —

ras tegumentarias de permeabilidad diferencial aumentada. Entre ellas fi
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guran: sensilias, membrana articular de la base de la sensilia, conjunti
vas y canales de poro.

Las sensilias tarsales que aparecen en ciertas moscas adultas y abe-
jas parecen ser el punto de ingreso facilitado, que las hace mas sensi-
bles a residuos de tdxicos, en relacidn con otros géneros que no las po-
seen como Epilachna y Oncopeltus. La cuticula que cubre la sensilia es
mas delgada que la del resto del tegumento. Probablemente ésta sea la
causa de su mayor permeabilidaq“(60).

A nivel de las membranas articulares que rodean la base de la sensi-
lia, el citoplasma de la célula epidérmica subyacente se encuentra casi
en contacto con el exterior. Esto las haria especialmente permeables, co
mo fue demostrado por Wilcoxon y Hartzell (60).

Ciertos autores consideran estas estructuras los Gnicos puntos de in
greso del insecticida. Tal es el caso de Wigglesworth (61) quien postula

que sensilias, membranas articulares y conjuntivas son los {inicos porta-
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les de ingreso en Rhodnius adulto y estadios ninfales avanzados, mien-
tras que para periodos inmediatamente post-muda la penetracidn seria ge-
neralizada en todo el tegumento. Sin embargo, ain cuando existan puntos
de ingreso favorecido, no necesariamente debe suponerse que &stos sean
los Gnicos portales de ingreso. Seria mads aceptable pensar en té&rminos
de una penetracidn diferencial a través de estas zonas.

Los canales de poro y las gldndulas dermales también han sido con-
siderados puntos preferenciales de ingreso. Sin embargo, no puede gene-
ralizarse este hecho, ya que existen especies altamente sensibles a in-
secticidas de contacto como las larvas mosquitos, cuya cuticula no pre-
senta canales de poro. Algo semejante ocurre con el &caro Tetranychus
urticae Koch descripto por Gibbs y Morrison (60).

Originariamente algunos autores interpretaron la importancia de es-
tos canales en relacidén con la penetracién de soluciones acuosas pero
no de aceites o sustancias liposolubles (60). Sin embargo, hoy se sabe
que los canales de poro estan atravesados por filamentos de cera y no
parece existir ninglin obstidculo para el pasaje de sustancias no polares,
sino por el contrario éste se veria favorecido (1).

En lineas generales, podriamos decir que existen en el tegumento es-
tructuras que, por sus caracteristicas de composicidén quimica y/o dispo-
sicidn, ofrecen menor resistencia al ingreso de insecticidas a través su

yo.



IIc.- Cinética de penetracidn.

La cuantificacidn del proceso de penetracidén requiere una expresidn
cinética del mismo. Esta cuantificacidn generalmente se realiza asumien-
do que el tdxico penetra a través del tegumento y es transportado por la
hemolinfa.

El método mds comiin implica topicar el insecto con una determinada
cantidad del tdxico radiactivo y realizar luego a diferentes tiempos, la
vados externos con un solvente como acetona, metanol o hexano para deter
minar la cantidad de compuesto remanente en el "exterior". En realidad,
estos solventes remueven la capa de cera epicuticular, con lo cual, lo
que en realidad se mide es la penetracidn hacia las capas internas del
tegumento (38).

La cinética de penetracidén a través del tegumento podria en ciertos
casos predecirse por la ley de difusidn de Fick, lo que conduciria a con
siderar la penetracidn como una reaccidén de primer orden (38). Podria re
cordarse que una reaccidn de primer orden es aquella cuya velocidad es pro
porcional a la concentracidn de un @nico reactivo (39).

Esto se muestra en la ecuacidn (1)

Ec (1) -gz =k C en la que C es la cantidad de com-

puesto remanente en el exterior a un tiempo t y k es la constante de pe-

netracidn en las condiciones definidas para la determinacidn.
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Si se acepta que k es independiente de C y que no existe transporte
inverso hacia el exterior la integracidn de la ecuacidén (1) lleva a la

siquiente expresidn:

1n(L)= v+ Ec (2)
Co kt

en la que Co es la cantidad de compuesto aplicado originalmente (38).

Graficando el 1n de la fraccidén de insecticida remanente en el exte

rior vs t se obtiene una recta de pendiente -k. Fl T71/2 definido como el

tiempo necesario para que la cantidad de tdxico en el exterior original-

e P T TN —— T N e e

mente topicado se reduzca a la mitad;ggj entonces: (40)
T 1/2 = 0.693/k Ec (3)

En muchos casos, las curvas experimentales obtenidasson rectas y

pueden explicarse sin problemas en los-t&rminos antes mencionados. Es el ca

so del DDT en cucarachas Madeira o del dieldrin, dimetoato y paraoxdn pa-
ra P. americana (41) determinados por Olson y O'Brien. (figura 2a).

Buerger (40), por otra parte, desarrolld un modelo tedrico para expli-

car estas cinéticas lineales. En su modelo, considera al tegumento forma

do por una serie de comportamientos arbitrarios, paralelos entre si. En

cada uno de ellos la velocidad de transporte es proporcional a su concen

tracidn. Asume ademds, que todos los comportamientos, excepto los extre-

mos externo e interno se encuentran en estado estacionario y que la con

centracidn dentro del insecto es despreciable, de tal modo que el trans-
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porte inverso desde el interior del insecto hacia el exterior también

lo sea. Esta Gltima consideracidn sdlo seria posible en el caso de un me
tabolismo muy activo del compuesto. Por otra parte Olson (45) demostrd
difusidén inversa de DDT en P. americana.

En otros estudios se obtienen curvas de penetracién bifasica, o inclu
so mas complejas. Podria citarse lo observado en Phaedon cochleariae con
piretroideos (42) o en Periplaneta americana con los isdmeros del HCH
(43) (figura 2, by o).

Varias son las interpretaciones que se han dado para cinéticas de pe
netracidn no rectas. Matsumura (44) encuentra una curva bifasica para la
penetracidn de malatidn en P. americana. A través de sus estudios demues
tra una primera etapa de penetracidén rapida, asociada con una acumulacién
del compuesto en cuticula. Este malatidn es capturado por proteinas de cu
ticula extraibles con agua a 90°C. Descontando este primer paso de absor-
cidn, la penetracidn puede explicarse en los términos de la ley de Fick,

Olson (45) explica la penetracidn multifidsica del DDT en P. america-
na, asumiendo que no se trata de una simple funcidn de primer orden, si-
no de un agregado de eventos de primer orden que ocurren como consecuen-
cia de la heterogeneidad estructural del tegumento.

Welling (40) propone un modelo de 2 compartimientos cuticulares pa-
ra explicar la cinética de penetracidn de insecticidas a través del tegu
mento (figura 3). El primer compartimiento representa la parte mas exter

na de la cuticula de la cual el téxico es extraible por lavado con sol-
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vente. El segundo representa la cuticula mads interna, de la cual el t&xi
co no es extraible por lavado con solventes. Este segundo compartimiento
contacta con el interior del insecto. Seglin este modelo, las variaciones
de concentracidn de compuesto en el tiempo pueden ser descriptas por

un par de ecuaciones diferenciales de primer orden. Un grafico semiloga-
ritmico de C vs tiempo, en general, no es entonces una linea recta sino
una curva,suma de 2 exponenciales. Sin embargo, cuando existe alglin paso 1i
mitante hay 2 casos limite en que esta curva se aproxima a una linea rec
ta: 1) si la transferencia de masa del compartimiento 2 al interior del
insecto es paso limitante y la cantidad de compuesto contenido en el com
partimiento 2 es despreciable. 2) si la transferencia de masa del compar
timiento 1 al 2 es paso limitante.

Un caso particular se describe cuando la salida del compartimiento 2
es limitante y ademds la cantidad de compuesto contenido en el mismo no
es despreciable. En este caso, la curva se caracteriza por una caida
abrupta lineal inicial seguida por otra linea recta cuya pendiente se co
rresponde con la constante de penetracidn desde compartimiento 2 al inte
rior del insecto.

Este modelo presupone también la constante de penetracidn indepen-
diente de la concentracidén de compuesto y la no existencia de difusidn

inversa desde el interior del insecto hacia el compartimiento 1.

En lineas generales, los modelos ideados para explicar las cinéticas

de penetracidn consideran al tegumento formado por un nimero dado de com
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partimientos. El intercambio de compuesto entre ellos determina la velo-

cidad de penetracidn. Probablemente, estos intercambios sean particiones

entre subestructuras tegumentales de diferente polaridad.

i
i
\
—_—— —

II4.- Parametros que condicionan la velocidad de penetracién.

Los parametros que regulan la velocidad de penetracidn de un compues
to pueden dividirse en 3 grandes grupos:
a) Relacionados con las caracteristicas del compuesto que penetra.
b) Relacionados con las condiciones en lasque se aplica el compuesto.
c) Relacionados con las propiedades del tegumento como barrera.

C:;D La polaridad del compuesto, ha sido demostrado, influye sobre la

velocidad de penetracidn.

Olson y O'Brien (22), estudiando la penetracidn en P. americana de
KoHPO4, H3PO4, dimetoato, paraoxdn, dieldrin y DDT en acetona observaron
que\compuestos con menor coeficiente de particidn aceite de oliva/H,0 pe

netran con mayor velocidad que aquellos con mayor coeficiente. Por lo f“%

 r

tanto, la polaridad se relaciona directamente con la velocidad de pene-

- — N e -

tracion.

Otros autores encontraron en condiciones semejantes resultados con-
cordantes con los de Olson y O'Brien. Tal es el caso para los isdmeros
del hexaclorociclohexano estudiados en gorgojos (46).

Resultados aparentemente opuestos fueron obtenidos para la penetra-



tracidn de urea, alcoholes y compuestos relacionados a través del tegu-
mento aislado de langosta (23). Sin embargo, en este caso, la topicacidn

se realizd utilizando soluciones acuosas de los compuestos. En el caso

e

de la topicacidn con -‘acetona, este splvgn;g @esorganiza la capa ge ce-
ra de la epicuticula, con lo cual los compuestos son introdpcidos direc-
tamente dentro de ella. La penetracidn se vera favorecida, bajo esas con
diciones, para compuestos mds polares y capaces de introducirse en la
procuticula proteica y polar. Cuando la topicacidn se realiza en H5O,

P N e i U U
el factor limitante corresponde a la particién del compuesto entre el
- - m——— T N———
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solvente de tdpico y la capa cerosa que primariamente se le opone. Por

a
e — e A~

lo tanto, una menor polaridad favorecerid el ingreso.
Los datos de Olson y O'Brien (22) fueron utilizados por Penniston et

al (47) para cuantificar la relacidn entre penetracidn a través del tegu

mento v polaridad como una ecuacidn parabdlica:

log T 1/2 = 0.124 (log P)° + 0.36 (log P) + 1.492 Ec (4)
r = 0.998
donde, T 1/2 es la vida media de penetracidn y P el coeficiente de parti
cién aceite de oliva/agua.

Esta cuantificacién parabdlica con sus coeficientes, conduce a pen-
sar en una polaridad intermedia Sptima, para la cual T 1/2 se haria mini
mo.

Estos resultados han sido interpretados fisioldgicamente consideran-

do el transporte pasivo de compuestos a través de membranas lipofilicas.
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Cuando la polarldad dlsmlnuye las moléculas pene*ran mids ficilmente las
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membranas 11p1d1cas, pero, por_ otro lado, a mayor polaridad, mas facil-

o R -~ R B i D UM —_

mente pueden abandonar esta barrera. De aqui que deba existir una polari

N ] A~ . —
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dad 6ptima para la cual el pasaje a través de la membrana sea maximo.
TS . :
Otro parametro a considerar es la viscosidad del compuesto que ingre
sa. Licastro et al (48) determinaron una relacidn lineal directa entre

el log 1/Kp y la viscosidad relativa del compuesto trabajando con dietil

fenil fosforotionatos p-sustituidos en T. infestans. Esta relac1on inver

sa entre viscosidad y velocidad de penetracidn hace pensar en la impor-

—————

tancia que la migracidn superficial y la percolacidn a través de canales
pueden tener en el mecanismo de penetracidn, dada la dependencia directa
con la viscosidad que estos fendmenos tienen.

/?%;;)Ademés de lascaracteristicas del compuesto, las condiciones en que se
g :

A~

lo topica influyen sobre su velocidad de penetracidn.

La primera variable a considerar es la dosis. Algunos investigadores
han‘observado que, aumentando la dosis, la velocidad de penetracidn rela
tiva (medida como una fraccidn de la dosis administrada) decrece (49) (50)

Analizando la penetracidn del DDT, Hewlett (51) concluyd que la rela
cidn entre la cantidad de insecticida absorbido (W) a un tiempo dado des
pués de la aplicacidén por tépico y la dosis externa (d) estd representa-

do por la siguiente expresidn:

W=a(1-e%3 g (5
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por loque a medida que la dosis aumenta, la cantidad de comruesto absor
el o\ Skl £

—_——— e m—————— ——

La proporcidn de_so}vgp?g(igsecticida, para los isdmeros del HCH, es
también importante. Kurihara (53) observd que, cuando la cantidad de sol
vente aumenta, a una dosis fija, o la dosis disminuye a un volumen de
solvente fijo, la velocidad inicial de penetracidn aumenta, sugiriendo
que el solvente juega un rol importante como vehiculo del insecticida.

Es decisivo, asimismo, el tipo de solvente en que se administra el com-

N o~ - TNl — ——

puesto. Hadaway et al (52) encontraron en moscas tse-tse que la tasa de
penetracidn de organoclorados y organofosforados difiere segiin el sol-
vente que se utiliza. La penetracidén del DDT, a 4 hs, por ejemplo, fue
del 75% si el solvente es diisobutilcetona y del 25% si el solvente es

acetona.

T TN — o ——T e ~—— e

incrementa 1la tox}g}dad. El DDT en solucidn de benceno es de 4 a 6 veces
mas tdxico para Macrosiphum sp. que la suspensidn acuosa. El agregado de
aceites a la rotenona aumenta notablemente su toxicidad. En muchos casos,
soluciones en aceite de chlordane son tdxicas para insectos que no son
afectados por suspensiones o polvo del mismo insecticida (15). Ahmed y
Gardiner (54) demostraron que el malatidn diluido en aceites minerales
es mas tdéxico que el malatidn concentrado aplicado por tdpico en langos-

ta.

Estas diferencias de toxicidad han sido correlacionadas con diferen



cias en la velocidad de penetracidn generada por el agregado del aceite
a la formulacidn. En relacidn con &sto, otros autores determinaron direc
tamente la tasa de penetracidn. Sawicki (49) compard la formulacidn del
diazoxon en acetona y n-dodecano y determind que la velocidad de penetra
cidén inicial es mayor cuando se utiliza el hidrocarburo de alto punto de
ebullicidn.

Licastro (48) demostrd que el agregado de aceites parafinicos de alto
punto de ebullicidn acelera la penetracidn del paratidn en T. infestans.

Por otra parte, hay evidencias de que una excesiva ?antidad de acei-

e

te en la formulacidén tiene un efecto negativo sobre la penetragiégf(24)

o ——

producido probablemgq?e por la captura del ipsgggig}égkggi/la gran masa
N e e ——
de aceite.

Las propiedades del solvente o del "carrier" importantes en la modu-
lacién de la velocidad de penetracidn son: su volatilidad, viscosidad,
tensidn superficial y liposolubilidad. Las tres primeras determinan el
5re§ sobre la cual se dispersa un volumen dado de solvente. Es dable es-
perar gque una mayor area de intercambio conduzca a una mayor velocidad
de penetracién.

La liposolubilidad, se relaciona con la solubilidad del insecticida
en el "carrier" pero ademids con la solubilidad de las ceras epicuticula-
res, lo que conduce a una diferente disrupcién de esa capa (40).

En relacidn con el mecanismo por el cual diferentes solventes aumen-

tan o disminuyen la penetracidn de insecticidas, recientemente, Schouest



- 29 -

(55) estudid por microscopia electrdénica de barrido el grado de cristali
zacidn del compuesto en relacidn con el solvente utilizado. Encontrd,
que la aplicacidn de dicarbasulf en una mezcla de acetona-kerosene aumen
ta su toxicidad hacia moscas y disminuye notablemente la cantidad de
cristales formados. Probablemente la menor volatilidad del solvente re-
tarde la precipitacidn del dicarbasulf favoreciendo la penetracidn.

(:::j)El tercer factor de importancia que modula la penetracidn es el con-
junto de caracteristicas del tegumento como barrera:

Ha sido demostrada por algunos autores la importancia que la capa li-
pidica tiene sobre la velocidad de penetracidn. Benezet y Forgash (31)
observaron en mosca doméstica que la abrasidn de lipidos cuticulares con
acido silicico origind una disminucidén en la penetracidn del malatidn.
Mas atin, las diferencias en velocidad de penetracidn existentes entre ce
pas resistentes y susceptibles desaparecid luego de la abrasidn.

Sin embargo, en P. americana, la remocidn de lipidos por abrasidn
con -acido silicico o talco o por "frotado" con cloroformo, aumentd la pe
netracién de paratidén y malatidn (22) (44).

Concordantes con lo anterior son los trabajos de Patil y Guthrie
(57) (58) . Siguiendo los primeros trabajos de Weismann (56) en los que se
demostrd que un mayor contenido lipidico aumenta los valores de LDsg, en
moscas resistentes al DDT, estos autores examinaron 1los lipidos cuticu-
lares de moscas susceptibles y resistentes. Observaron diferencias cuan-

ti y no cualitativas en estos lipidos y sugirieron un cambio en la pene-



tracidn cuando se introducen fosfolipidos andmalos.

El grado de esclerotizacidn, asi como el grosor de la cuticula inflg
yen también sobre la penetracidn.

O'Kane (59) demostrd que las dreas débilmente esclerotizadas que apare
cen sobre la cabeza de cucaracha, son mas permeables a la nicotina que
las &reas mas rigidas.

En general se acepta que la penetracién’§i§miggxg*ggiPdo el grosor
- e —— - -
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de la cuticula aumenta. Asi, larvas y ninfas se hacen menos permeables a
- . SN 4 T -

— i

medida que progresa el estadio y el tegumento se engrosa (60) .

P ——

Sin embargo, existen cuticulas muy delgadas y ademds altamente imper
meables. Usando varias soluciones acuosas se observd, analizando larvas
de dipteros, que por ejemplo la cuticula impermeable de Corethorus plumi
cornis tiene solamente 2 p de grosor, mientras que la cuticula altamente
permeable de Chironomus plumosus tiene mas de 7 p.

Probablemente, el grado de esclerotizacidn tenga mayor peso que el
S e . B e - -

grosor cuticular en su influencia sobre

-

la cinética de penetracidn.

~-~

Objetivo de este trabajo:

Dado que los insecticidas constituyen un grupo de sustancias quimicas

sin las cuales la sociedad no podria subsistir, una estrategia obvia pa-
ST T e AR
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ra el control de insectos es acelerar la blisqueda de compuestos quimicos

biodegradables y selectivos que mataran al insecto, pero que no presenta



ran efectos nocivos para otros organismos o el medio ambiente (62). Sin
duda, un anidlisis racional del sistema acelera la obtencidn de nuevos y
mejores métodos de control. En este sentido los conocimientos basicos
sobre la fisiologila y la biogquimica del insecto, asl como los mecanismos
que regulan la interaccidn del tdxico con el insecto permiten dirigir la
estrategia de control.

En particular, es sabido que el tegumento es la estructura mas dis-
tintiva de los Artrbpodos (63). Es también la primera barrera que se in-
terpone en la penetracidn del insecticida. Es de suma importancia enton-
ces, conocer el inicio de la toxicocinética del insecticida, condiciona-
do en gran parte por el tegumento.

El objetivo general de este trabajo ha sido analizar la primera in-
teraccién entre insecticidas organofosforados y el Triatoma infestans,
principal vector de la Enfermedad de Chagas .en nuestro pais, analizan-
do el mecanismo de penetracidn y .la capacidad del tegumento en la degra-
dac%én de estos compuestos.

En consecuencia se estudid la actividad ester@sica presente en el te-
gumento de T. infestans adulto, su localizacidn, su dependencia de edad
y estado nutricional del insecto, ademas de la caracterizacidn electrofo
rética y mediante inhibidores especificos. Se determind también el rol
de estas enzimas en la degradacidn de compuestos organofosforados.

En relacidn con el mecanismo de penetracidn se analizd la existencia

de sitios preferenciales de penetracidn y su correlacidn con particulari



°
dades de la estructura tegumental. Asimismo se considerd el efecto que
"carriers" de alto PM ejercen sobre la cinética y el modo de ingreso de
estos compuestos.

Estos estudios, ademas del conocimiento bdsico que aportan, podrian
ser utilizados en el futuro para el mejoramiento de las formulaciones
de insecticidas utilizados en la lucha contra el vector del Mal de Cha-
gas, a través de cambios cuali-cugEEiEQE;yg§_ggg_ﬁgxg;gsigfén la pene-

tracién al insecto y disminuyeran la degradacidén a nivel del tegumento.
T T m— —— T — T N - T —_—— T T~

El Triatoma infestans y la Enfermedad de Chagas.

La finica endemia transmitida por insectos que tiene importancia
epidemioldgica en nuestro pais, por el alto nimero de individuos infec-
tados, es la enfermedad de Chagas, dolencia americana que se extiende
desde México hasta el norte de la Patagonia. Segin un informe técnico
de la Organizacidn Mundial de la Salud del afio 1960 (64), se calcula
que en toda América existen 35 millones de personas expuestas a la en-
fermedad y de entre ellas 7 millones estan infestadas.

Esta enfermedad es ocasionada por un protozoario, el Tripanosoma
eruzi, que cumple su ciclo de vida alternando entre dos huéspedes: un
mamifero y un insecto vector. Estos insectos pertenecen a la subfamilia
Triatominae (Reduviidae, Hemiptera), son de hdbitos hematéfagos y se

los conoce vulgarmente, en nuestro pais, con el nombre de "vinchuca"



Existen varias especies de Triatominos capaces de transmitir la en-
fermedad en diferentes zonas. Sin embargo, en la Argentina, la especie
domiciliaria responsable de esta transmisidn es el Triatoma infestans.

La vinchuca, originalmente no infectada, se infecta con el Tripano-
soma cruzi al alimentarse de sangre de mamiferos enfermos. Luego puede
transmitir el protozoario a otro individuo sano en sucesivas ingestas.
Este insecto es hemimetdbolo y en su ciclo de vida aparecen 5 estadios

~——

ninfales sucesivos, que se desarrollan a partir del huevo y que conducen

al adulto. Todos los estadios ninfales y el adulto son hematdfagos y
L e o e e T TN L - - ————y

transmisores de la enfermedad.

e

Sin duda, el conocimiento racional de nuevos y mejores métodos de
control del insecto podria conducir en el futuro a controlar esta enfer-
medad.

La (nica manera, viable hasta el momento de controlar la enfermedad,
es la interrupcidn del ciclo de vida del pard@sito por la eliminacidn del
insecto vector. En este sentido, se realizan campafnas de desinsectacién
de viviendas utilizando insecticidas capaces de matar al Triatoma infes-

tans adulto, asi como a sus estadios ninfales y huevos (65).



MATERTALES Y METODOS




Material bioldgico:

Se utilizaron insectos adultos o ninfas V de la especie Triatoma infes-
tans pertenecientes a una colonia criada en nuestro laboratorio desde el
afio 1979, mantenida en c@mara de cria, a 30°C y con una humedad relativa

del 50 - 60 %.

ACTIVIDAD ESTERASICA EN TEGUMENTO

Disecciones:

Se utilizaron insectos adultos con un_dia de ayuno, excepto en los ex-
perimentos relacionados con el estado nutricional.

Los insectos fueron decapitados por corte y se eliminaron apéndices lo-
comotores y alas. En todas las experiencias se utlllzo el tegumento abdo-
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mlnal dorsal, que se dlseco con bisturf realizando un corte a nivel de la
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pleura recorriendo el borde abdominal libre. Finalmente se levantd poste-
roanteriormente el tegumento, a 1;_;éz ;;; se eliminaron los restos de te-
jido graso adheridos. Por corte se separd el tegumento del resto del insec-
to.

Una vez aislados, los tegumentos fueron lavados exhaustivamente en bu-
ffer Fosfato de sodio 0.07 M, pH 7.8, para eliminar posibles contaminacio-

nes con contenido intestinal.

En algunas exper1enc1as se utilizaron cutlcula y epidermis por separa-
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do. Estas dos fracciones son facilmente separables entre si. La epidermis

4

se extrajo por raspado con una aguja de la superficie interna del tegumen-
to. Aparece como una estructura membranosa, translucida,incolora, no que-
bradiza y extraible como una unidad en cada segmento. El resto del tegumen-

to, la cuticula, es de apariencia quebradiza y coloreada.

Procedimiento histolégico:

Los tegumentos o cuticulas de insectos adultos fueron fijados en solu-
cidn de Bouin ( 66 ) durante 15 hs., deshidratados en etanol 96°durante
3hs. y en etanol absoluto por 2 hs.

La inclusidn se realizd en parafina ( punto de solidificacibén: 57-60°C
Merck, Alemania Occidental ) y los cortes de 6-8 p se realizaron utilizan-
do un Micrbtomo Lipshaw. La coloracidén de hematoxilina-eosina se efectud
seglin la té&cnica de Mayer ( 66 ).

Las observaciones se llevaron a cabo utilizando un microscopio Nikkon

modelo SKe adicionado con accesorios para microfotografia.

Preparacidn de homogenatos:

Los homogenatos, ya sea de tegumento, cuticula o epidermis, se realiza-
ron en buffer Fosfato de sodio 0.07 M, pH: 7.8, utilizando un micropotter

de vidrio esmerilado de 1 ml y fueron filtrados por lana de vidrio. Todos



los homogenatos se prepararon conteniendo 10 unidades anatdmicas por ml

de buffer.

En las experiencias realizadas previo lavado con Tritdn X 100, se uti-
1i2z6 una solucidn estéril 1 % de este detergente. Los insectos fueron la-
vados exteriormente luego de retiradas las alas. En estos casos la extrac-

cidn se realizd en condiciones de esterilidad.
Sustratos e inhibidores:

El acetato de tiofenilo ( PTA ) se prepard de acuerdo con la técnica de
Booth y Metcalf, 1970. Los siguientes reactivos fueron obtenidos de Sigma
Chemical Co. ( E.E.U.U. } : Bromuro de acetiltiocolina ( ATC ), ioduro de
butiril tiocolina ( BTC ), acetato de o -naftilo (A -NA ) y fisostigmina

( eserina ).

El O0,0-dietil,O-p-nitrofenilfosfato ( paraoxdn ) se adquirid en Aldrich

( E.E.U.U. ).

El [140 ]-paratién ( 0,0- ['-]4C] - dietil p-nitrofenilfosforotiona-
to ), 19 mCi/mmol, 1.3 umol/ml utilizado es de Rmersham ( Inglaterra ).
El [14C]-ma1at16n ( S-1,2-di (etoxicarbonil) etil 0,0—[]4CJ -dimetil fos-
foroditioato,5.16 mCi/mmol, 3.1 umol/ml utilizado es de Pathfinder lLabora-

tories Inc. ( E.E.U.U.) .

En todos los casos se utilizaron solventes de calidad pro-analisis o

la mejor disponible comercialmente.



Determinaciones enzimaticas:

Las determinaciones enzimaticas de esterasas se realizaron a 25°C segiin
el método cinético de Ellman ( 67 ) adaptado para insectos en nuestro la-
boratorio ( 68 ),utilizando 150 nl de hqmogenato_como_fuente.de enzima.
Como sustratos se utilizaron soluciones de ATC y BTC 12 mM y PTA 20 mM.

En el andlisis del efecto de inhibidores especificos se preincubd el
preparado enzimatico con eserina 10-5 M o eserina 10_5 M mas paraoxdn 10~
M durante 15 minutos a 25°€ y luego se determind la actividad esterasica.

Las variaciones de absorbancia en el tiempo se determinaron con un es-
pectrofotdmetro Varian 634 de doble haz, 1 nm de slit, con registrador a-
coplado.

Las concentraciones de proteinas se determinaron por el método de Folin-

Ciocalteau ( 75 ) con el mismo aparato.

Electroforesis:

La electroforesis se realizd sobre geles de poliacrilamida en buffer
Tris-glicina ( pH: 8.3 ) utilizando un aparato Bio Rad ( 70 ). Se utilizd
poliacrilamida al 7 % para obtener un pequeno tamano de poro durante la
separacidén. Se aplicd una corriente de 4 mA por tubo durante 2 hs. a 5 °C.

-~ La separacidn electroforética se realizd con homogenatos de epidermis,
sembrandose 150 y 300 pl.

Los zimogramas se realizaron utilizando «-NA por 1 h segln la técnica



de Jameson et al ( 70 ).

La técnica de tincidn para productos de carboxiesterasas se realizd por
una modificacidén del método colorimétrico de Talcott ( 71 ) de manera de
adaptarlo a electroforesis en gel de poliacrilamida ( 72 ).

Este método colorimétrico se basa en una reaccidn acoplada de hidrdli-
sis del sustrato ( carboxiésteres etilicos , en este caso malonato de eti-
lo ) con la reduccidn del colorante de p-iodonitrofeniltetrazolium segin

el siguiente esquema:

. oxi - . s .
1) Malonato de etilo + H_O Carbox est€= Malonato de etilo monoacido +

2 rasas Etanol

2) Etanol + NAD Alcohol dehidro- _ , . .i.1dehido + NADH
genasa

3) NADH + violeta de p-iodonitrofeniltetrazolium oxidado NADH diafora-,
( INT )

NAD + INT reducido

El violeta de p-iodonitrofeniltetrazolium reducido tiene un pico de ab-
sorbancia a 500 nm.

En la adaptacidn realizada, antes del tefiido, los geles se sumergieron
en buffer Tris-ClH 0.3 M, pH: 8.5 durante 1 hora a 25 °C. Luego se incuba-
ron en una solucidn preparada inmediatamente antes de usar conteniendo:

9.6 ml de una solucidn del colorante de tetrazolium ( 44 mg INT en 100 ml



de buffer Tris-ClH 0.3 M pH: 8.5 ) 0.2 ml de una solucidn de NAD 18 mM,
0.2 ml de una solucidn de alcohol dehidrogenasa con 25 U/ml, 0.05 ml de
una solucidén de NAD -diaforasa 0.1 U/ml y 0.025 ml de uma solucidn 150

mM de malonato de etilo.

La incubacidn se realizd a temperatura ambiente durante una noche para
permitir un desarrollo completo del color y luego los geles fueron trans-
feridos a tubos limpios conteniendo agua destilada ( no es necesario deco-

lorar )

Se realizaron controles en ausencia de sustrato dado que los homogena-

tos podrian aportar alguna coloracidén inespecifica.

DEGRADACION DE COMPUESTOS FOSFORADOS

Se incubaron 500 ul de homogenato de epidermis con 5 ul de una solucidn

. 14 2 .
acetdonica de [ (o X - paration durante O, 1 y 2 hs a 30 °C. A cada tiem-

po se tomaron alicuotas de 100 ul y se realizd la extraccidn con C13CH:bu—
ffer pH 7.8 ( 3:1 ) de modo de separar los productos de hidrdlisis ( hidro-
solubles ) del paratidén y paraoxdn que permanecen en la fase clorofdormica.

14 - 3 s - 3 - - .
En el caso del [ C]— malatidn la incubacidn se realizd en iguales condi-
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ciones que las anteriores. La extraccidn se realizd con C13CH a pH 2 de

modo de separar los productos de hidrdlisis por fosforotriesterasas, que
permanecen en fase acuosa a pH 2, de los de carboxiesterasas que, a ese

pH pasan a la fase clorofdrmica ( 73 ),



Se tomaron alicuotas de cada fraccidn, cuya radiactividad fue medida
en un Contador de Centelleo Liquido Beckman LS-7000 ( E.E.U.U. ), usando
Aguasol-2 ( New England Nuclear, E.E.U.U. ) como solucidn centelladora.

En ambos casos se realizaron incubaciones control en ausencia de homo-
genato para descontar autohidrdlisis.

La identificacidon de o vy ?; monoacidos del malatidn se realizd por
cromatografia en capa delgada ( TLC ) con un sistema de solventes formado
por 0.5 % acido acético glacial en acetona y posterior localizacidn de las
manchas por autorradiografia. Se utilizaron placas radiogradficas 3M y el

tiempo de exposicidn fue de dos semanas.

CINETICA Y MECANISMO DE PENETRACION DE ORGANOFOSFORADOS - EFECTO DE CARRIERS

Reactivos utilizados:

Material radiactivo:

El material radiactivo utilizado, ademas del ya citado, fue el siguien-

te: Dotriacontano - 16-17[14C] , Pathfinder Lab. Inc. ( E,E.U.U. ) AE:

7.8 mCi/mmol diluido para su uso a una AE: 0.43 mCi/mmol, y una concentra-

cidon de 8 umol/ml.[14c} polietilenglicol 4000, Amersham ( Inglaterra ),
e ——————

AE: 40 mCi/mmol diluido para su uso a una AE: 3.6 mCi/mmol, y una concen-

tracidén de 1.25 umol/ml.



Material no radiactivo:

El malatidn fue una donacidn de American Cyanamid.
Carriers parafinicos: aceite parafinico mineral HVI 95 y su fraccidn
de bajo punto de ebullicidén ( 220-~280 ) ( Shell, Argentina )
Polietilenglicoles : Carbowax 20 M, Carbowax 600, Carbowax 400 y Ftala-
to de octilo fueron adquiridos a Varian, E.E.U.U.
Se utilizaron solventes de calidad pro-anilisis o la mejor disponible

en el mercado.
Cinéticas de Penetracidn:

Las cinéticas de penetracibn de {14Cj]— malatibn y [14C]—_ma1ati6n
adicionado con "carriers " se realizaron por la técnica de "wash - off "
( 48 ).

~Se utilizaron individuos adultos, hembras, de 2 meses de edad, 8 dias
de ayuno y un peso aproximado de 200 mg.

Se topicd un volumen fijo de 10 ul sobre tegumento dorsal a nivel de
los Gltimos tergitos, luego de retiradas las alas. La dosis de [14C1— ma-
latidn topicada también fue fija y de 0.3 nmoles / insecto (= 2400 dpm/
insecto )

La topicacidn se realizd en solucidn acetBnica, con o sin formulacidn

con carriers
En la formulacidn con "carriers" se utilizaron dos dosis diferentes:

50 pg "carrier"/g de insecto y 250 pg "carrier"/g de insecto.Los "carriers"



utilizados fueron:
a) parafinicos ( no polares ): Aceite parafinico HVI- 95 ( de alta visco-
sidad ) y su corte de destilacidn 220-280 °C ( 220-280 ) ( de baja visco-
sidad )
b) Polietilenglicoles ( polares ): Carbowax 20 M ( 20 M ); Carbowax 600
( C 600 ) y Carbowax 400 ( C 400 ) ( desde una mayor viscosidad a una me-
nor )
c) Ftalato de octilo ( polaridad intermedia )

El porcentaje de penetracidnacada tiempo ( 25°C ) se determind por la-
vado externo con acetona mas malatidn ( 4 mg/100 ml ), respecto del tiem-
po 0. Para determinar la recuperacidn y el porcentaje de compuesto inter-

no se homogenizd en acetonitrile:H O ( 3:1) mis malatién 10 mg/100 ml. En

2
el cadlculo de recuperacidn se contabilizd tambi&n lo obtenido por lavado
con metanoldel recipiente en que se mantuvieron los insectos ( 74 ).

Para el recuento de la radiactividad se evaporaron las muestras acetd-
nicas y metandlicas y se contaron en un Contador de Centelleo Liquido LS
7000 ( Beckman, E.E.U.U. ) usando Aquasol 2 (New England Nuclear, E.E.U.U.)
Las muestras de homogenizacidn se contaron tomando una alicuota del total
e incluyéndola en solucidn centelladora.

k3 - 3 s - 14 " . n . .

Las cinéticas de penetracidn de| Ct "carriers" se determinaron también
por la técnica de " wash-off" ( 48 ) en condiciones semejantes a las uti-

. s A . 14 .2 : ' 3 "
lizadas para las cinéeticas de [ C]- malatién + "carriers". Como "carrier'

- 114 . . . .
no polar se usoO [ C | - dotriacontano en solucidn acetdnica. Se topicaron



250 ug {14C] - dotriacontano / g insecto contenido en 10 ul de solucidn
acetdnica.Solucidén de lavado: acetona + squalano 4 mg/100 ml. Solucidn de
homogenizacidn: C13CH + squalano 10 mg/100ml. Solvente de lavado de reci-
pientes : C13CH.

Como "carrier" polar se usd [14C] - carbowax 4000 en solucidn acetdni-
ca. Se topicaron 250 ug [14C1 -carbowax 4000 / g insecto contenido en 10
ul de solucidn acetdnica. Solucidn de lavado: acetona + carbowax 4000 4 mg/

100 ml. Solucidn de homogenizacidn: C1_CH + carbowax 4000 10 mg/100 ml.

3
Solvente de lavado de recipientes: C13CH.

El recuento se realizd luego de la evaporacidn de las muestras y uti-
lizando iguales condiciones que en los casos anteriores.

En todos los casos las determinaciones para cada tiempo se realizaron

con pool de 3 insectos y por duplicado.
Estudios autorradiograficos:
los estudios autorradiogrdficos se realizaron segilin el siguiente esque-

1- Eliminacidn de alas del insecto.

2- Tdpico dorsal de la solucibén radioactiva correspondiente.
3- 0;1 o 2 hs de penetracidn del compuesto a 25 °C.

4- Lavado o no con acetona 3 veces x 2 ml cada vez.

5- Diseccidn del tegumento completo y exposicidn en oscuridad sobre placas



radiograficas 3M.

6- Revelado con revelador y fijador 3M para placas radiogrdficas. Los tiem-
pos de exposicidn y los de revelado se standardizaron de manera de hacer
comparables los resultados,

Para disecar el tegumento se realizaron cortes a nivel de la unidn en-
tre tergo y pleura. Se levantd el tergo y se retiraron los organos inter-
nos. Se realizaron cortes a nivel de la unién entre esterno y pleura.

Una vez separados tergo, esterno y ambas pleuras se realizaron pequenos
cortes laterales de modo de llavar esas estructuras a un sistema plano.

Antes de exponer cada parte del tegumento a la placa autorradiografica
se eliminaron los restos de tejido graso que pudieran haber quedadc asocia-

dos con la cara interna.

“Estudios histoldgicos:

Los estudios histoldgicos se realizaron en forma semejante a la descripta

en el item anterior, utilizando adultos .o ninfas V de avanzada edad segiin

los casos.



RESULTADOS Y DISCUSTION




I- ACTIVIDAD ESTERASICA
Ia- Estructura del tegumento:

Con el fin de estudiar la actividad enzimatica en tegumento se separaron
por raspado dos zonas caracteristicas como se describe en materiales y mé-
todos. Fue de interés determinar a qué capas constitutivas del tegumento
corresponderian ambas fracciones aisladas. Se procedid entonces a realizar
una histologia del tegumento entero y del tejido esclerotizado al que pre-
viamento se le separd el tejido blando. los resultados obtenidos se mues-
tran en las Figuras 4, 5 y 6, En todos los casos se pueden observar dos ca-
pas cuticulares caracteristicas que aparecen con diferente coloracidn: una
externa coloreada segiin la zona del corte, de amarillo y marrdén, v una
intema rojiza. Probablemente la capa externa corresponda a la epi vy exocu
ticula siendo el color observado el caracteristico de esta zona, visible
externamente en el insecto. Por lo tanto, la misma no habria sido tefiida
por ninguno de los dos colorantes probablemente debido a una composicidn
predominante de compuestos neutros (esclerotina). La capa interna aparece
fueftemente tefiida por la eosina que es un colorante basdfilo, lo que per-
mite suponer que corresponde a la endocuticula. Su componente fundamental
es la quitina,un polimero de acetilglucosamina (2), cuya estructura basi-
ca (grupos aminos) permitirfa la combinacidn con la eosina para formar la
sal insoluble coloreada (66).

En la Figura 4 correspondiente al tegumento entero, internamente a la cu
ticula se observa un epitelio formado por cé&lulas con morfologia variada.

En contacto con la cuticula aparece una capa celular formada por células
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Figura 4: Corte sagital de tecgumento abdominal dorsal de
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Figura 5: Corte sagital de tegumento abdominal dorsal de 7. 77]
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Figura 6: Corte sagital del tegumento ab8ominal dorsal de T. <nfestans
A
adulto después de haber sido extraida la epidermis (100x).

EXO : Epi mas exocuticula

ENDO : Endocuticula
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planas, que en algunos cortes aparecid continua y separada del resto del
epitelio. Esta podria corresponder a un tipo especializado de células epi
dérmicas descriptas por algunos autores como células tenddn, cuya funcidn
seria ligar la cuticula al resto de la epidermi; (3). Mas internamente
aparecen células con nlicleo esférico, heterogéneas con respecto a su mor-
fologia. Esto podria reflejar los diferentes tipos celulares que se sabe
aparecen en la epidermis relacionados con funciones celulares especificas.
En muchos cortes, por ejemplo el correspondiente a la Figura 5, la epi-
dermis aparece separada de la cuticula. Sin embargo, la distribucidn v
morfologia celular se mantienen, lo que hace suponer que la epidermis se
separa con facilidad de la cuticula durante el corte. La linea de separa-
cidn parece encontrarse a nivel de las celulas tenddn. Para tratar de de-
terminar si &sta podria ser también la linea de separacidn entre el teji-
do esclerotizado y el tejido blando se realizaron tinciones sobre prepara
dos histoldgicos de tejido esclerotizado aislado. Como se observa en la
Figura 6 el tejido esclerotizado no contiene células de ninguno de los ti
pos. determinados en el tegumento entero, sino que aparece formado Gnica-
mente por las capas cuticulares: epi mas exocuticula y endocuticula. La
estructura de la epi-exocuticula aparece sin embargo discontinua; lo que
podria explicarse considerando su inelasticidad caracteristica en rela-
cidn con las tensiones sufridas durante la extraccidén del tejido blando.
Los resultados anteriores permiten suponer que el tejido blando comprende
ria la epidermis y su membrana basal (la gque no ha podido ser observada,
probablemente debido a su pequefio espesor), mientras que el tejido escle-

rotizado representaria la cuticula.
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Ib - Actividad esterdsica - localizacidn. :f

\

$

Se determind en homogenatos de tegumento aislado usando PTA como sustra-
to obteniéndose una A.E. de 29.3 nmoles de PTA/h x unidad anatdmica.

La mayor parte de esta actividad enzimatica fue medida en la epidermis
como se observa en la Figura 7 que describe localizacidn de la actividad e
influencia del ayuno en la misma.

Debido a que se publicara una contribucidn de actividad enzimatica cuti-
cular aportada por organismos de la microflora en trabajos realizados en
Calliphora erytihrocephala (14 bis),se intentd evitar una contaminacién si-
milar en nuestros estudios. Para tal fin se lavd exhaustivamente la super-
}icie externa del tegumento con una solucidn de Triton X-100 1%.

No se observaron diferencias significativas en la actividad enzimatica
cuticular luego de este tratamientoé lo que sugiere la irrelevancia de una
posible contribucidén microbiana en la actividad ester@sica cuticular medi-

da en T. infestans.
Ic - Actividad ester@sica - Influencia de la edad.

En la Tabla 1 se resumen los datos obtenidos de actividad enzimatica te-
gumental de insectos adultos de diferentes edades. Los resultados alli ex-
puestos muestran un gran incremento en la actividad una semana después de
la muda. Posteriormente los resultados se estabilizan decayendo ligeramen-
te con la edad.

Trabajos previamente publicados (76) (77) informan acerca de la presencia
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Figura 7: Relacidn entre la actividad esterdsica tegumental y el estado nu
L )

tricional del insecto. localizacidn de estas esterasas.
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Los resultados son promedio de dos determinaciones.

*nmoles de PTA hidrolizado/h x unidad anatdmica.
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Tabla 1: Actividad esterdsica tegumental determinada en insectos de diferen

te edad.
Dias después de Actividad *
.1a muda Enzimatica.
1 - 7 0.35 ¥ 0.35
10 - 20 52 * 5.6
40 - 50 44.8 * 14.4
60 - 70 28.4 1 12.4
90 - 100 29.6 * 8.8

*nmoles PTA hidrolizado / h x unidad anatdmica.

los resultados son promedio de dos determinaciones independientes.



de hormonas juveniles y mecanismo® regulatorios en tegumentos de insectos.
El hecho de que el proceso regulatorio es en buena medida mediado por este-
rasas, justifica la influencia de la edad sobre la actividad esterdsica tegu

mental observada en T. infestans..

Id - Actividad esteradsica - Influencia del ayuno.

En un seguimiento de la actividad esterasica tegumental, utilizando indi-
viduos en diferentes estados nutricionales se observaron los resultados que
se resumen en la Figura 7. Un andlisis de la misma nos indica que en epider
mis la dependencia de la actividad con el ayuno del insecto es mas acentua-
da que en cuticula. En ambos casos se determind que la actividad deja de
ser detectable luego de varios dias de ayuno (22 dias para la epidermis y
13 para el tejido esclerotizado). En la misma Figura se muestran los resul-
tados obtenidos en una experiencia similar llevada a cabo con tegumento com
pleto. Tambié&n en este caso se observd dependencia de la actividad con el
tiempo de ayuno, la cual se hizo no detectable a los 22 dias.

Los resultados obtenidos sobre la influencia de la edad en la actividad
esterdsica sugieren que los profundos cambios de actividad observados con el
ayuno son fundamentalmente debidos al estado nutricional del insecto. Esta
influencia del estado nutricional es justificable teniendo en cuenta gue el
tiempo transcurrido luego de’la ingesta determina notables cambios demostra
dos en diferentes especies de insectos (78).

Probablemente, uno de los cambios mas notables, observado en R. prolizus,
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corresponde a caracteristicas de plasticidad, cuyo mecanismo podria ec:ar

regulado por variaciones de pH, fuerza idnica y otras condiciones del tegu-
mento (79). Hillerton en esta misma especie observd que inmediatamente lue-
go de la ingesta se deposita una capa adicional de endocuticula que se redu
ce con el tiempo de ayuno. Estos complejos procesos asociados a insectos he
matdfagos que como el T. infestans se alimentan esporaddicamente, involucran
una serie de procesos hormonales y enzimaticos que podrian justificar nues-
tra observacidn de decremento de actividad esterlsica con el tiempo de ayu-
no. Sin embargo, el decremento en la sintesis de ceras y la reabsorcidn de

endocuticula como una reserva alimenticia durante el ayuno (78) podria ser

considerado como un factor mads importante en el decaimiento de la actividad

esterasica tegumental.

Ie ~ Caracterizacidn de la actividad esteriasica.

Para establecer bioquimicamente la presencia de diferentes tipos de estera

sas, se ensayd la actividad de homogenatos de tegumentc completo frente a
R iy

distintos sustratos e inhibidores especificos. Fueron utilizados el PTA, ti-
pico sustrato de esterasas en general, el ATC de acetilcolinesterasas, y el
BTC, de butirilcolinesterasas. Como inhibidores se ensayaron la eserina que
inhibe especificamente colinesterasasy el paraoxdn que inhibe colinesterasas
y carboxiesterasas. Homogenatos de tegumento presentaron actividad frente a

PTA y BTC pero fueron inactivos frente a ATC, 1o que descarta la presencia

de acetilcolinesterasas. La degradacidn de PTA fue inhibida en un 20% en



presencia de eserina 10_5 M, y 50% con paraoxdn 10-5M. La actividad frente
a BTC se inhibid completamente con eserina y eserina mds paraoxdén ( Tabla
2).

De acuerdo a los resultados obtenidos que se resumen en la Tabla 2 y
teniendo en cuenta la clasificacidn de esterasas de Holmes y Masters ( 21 )

se puede estimar que la act1v1dad enzimatica comprende aproximadamente un

e ——— e _

20 % de but1r11collnesterasas, 30 % de carboxiesterasas y un remanente a-

- —

T ———— . —— e e

——

trlbulble a arilesterasas y acetilesterasas.

S
A los fines de profundizar la caracterizacidn se efectud la electrofo-

resis en gel de pollacrllamlda de homogenatos de epidermis. En los zimo-

NN NG e . N ) . e
— ~ —— \,\ — C—
gramas obtenidos que se muestran en la Figura 8 sélo se pudo observar una
e srato R

banda de alta movilidad, activa frente al«-NA y al malonato de etilo. El
hecho de evidenciar claramente s8lo una banda probablemente se debe, o a
una superposicidn de esterasas de alta movilidad electroforética o, a la
baja actividad esteradsica de los homogenatos, lo que haria que ciertas ban-
das no alcancen el limite de sensibilidad del método.

‘Los resultados obtenidos muestran la complejld;é;del sistema esterasi-

co tegumental del Triatoma infestans . La presencia de diferentes tipos

de esterasas sugieren mas de un rol para estas enzimas.De acuerdo con los

antecedentes bibliogradficos,las esterasas tegumentales podrian estar in-
volucradas en el proceso de muda, en la sintesis de ceras, la ya menciona-
da regulacidn de JH, el metabolismo de lipidos, la degradacidn de feromo-
nas acumuladas superficialmente, etc. (2 ) (1) (76) (77 ) (12).

Asimismo, estas enzimas estdn involucradas en el metabolismo de com-

“\-
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Tabla 2: Caracterizacidn de la actividad enzimatica tegumental.

1)

~

D ,‘Ly."\d. 6 {L\&
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los resultados son promedio de tres determinaciones independientes.
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Figura 8: Esquema de los zimogramas de esterasas epidérmicas.
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puestos exdgenos, como por ejemplo, los insecticidas ( 16 ) ( 17 ).
e T T (’\ Py

P St

Resultd interesante explorar esta posibilidad v los resultados que

se obtuvieron se describen en el préximo punto.
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II - DEGRADACION DE COMPUESTOS FOSFORADOS

Fue de sumo interé&s establecer un posible rol de las esterasas descrip-
tas en el item anterior en la degradacidn de insecticidas organofosfora-
dos. Esta posible biotransformacidn representaria un metabolismo detoxi-
ficante localizado en tegqumento. Hasta lo que sabemos no hay trabajos
publicados sobre degradacidén de insecticidas mediada por esterasas tegu-

mentales.
IT a - Paratidn

los homogenatos de epidermis mostraron actividad hidrolitica hacia
14C— paratiodn.
Como se observa en la Figura 9 la actividad especifica determinada de
la pendiente de la recta correspondiente en el grafico fue de : 0.032
nmoles 14C- paratidn/h x unidad anatdmica.

La técnica utilizada para medir la actividad hidrolitica del paratidn

sugiere la siguiente degradacibn:

&S o'%c.n Esterasas
W < 25
O_N O —-P
2 N tegumentales
OC2H5

Y

. IKM) ‘,a 3 ‘Lam\oj o "‘7""“
14
O C_H
ﬁ e 25
O.N OH HO —-P
2 \\‘OC H
25
a % V_\\n:'uia('b{F\V)
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. P 14 . = 14 .~
Figura ©: HidroOlisis de C-paration y C-malatidn por homogenatos de

epidermis.
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Los resultados son promedio de dos determinaciones independientes.

*nmoles de sustrato hidrolizado /h x unidad anatdmica.
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Como se observa en la Figura 9 las mediciones de hidrdlisis del
paratidén mostraron radiactividad acuosa a tiempo 0. Esta radiactividad
s - . ;2 14
inicial en la fase acuosa podria ser interpretada como unidn de C-pa-
ratidn no degradado a proteinas hidrosolubles. Este fendmeno ya fue
descripto en mediciones de actividad esterisica realizadas en el afi-

do Myzus persicae ( 80 ).
IIb - Malatidn

Cuando se incubd 14C—rnalatic’)n con homogenatos de epidermis la acti-
vidad especifica fue de 0.082 nmoles de 14C-ma1atic‘>n hidrolizado/h x
unidad anatdmica, obtenida de la recta correspondiente ( Figura 9 ).

En este caso la técnica utilizada ( ver Materiales y Métodos ) mos-
trd la ausencia de ruptura del enlace P —S-—C mediada por fosfo-
rotriesterasas. Toda la degradacidn parece corresponder a actividad
de carboxiesterasas cuyos metabolitos son o y (:‘, monoacidos de acuer-

do a :
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La autorradiografia de la separacidn

cromatografica en capa delgada

de los metabolitos radiactivos confirmd la presencia de ¢ y (3 monoaci-

dos. Este tipo de degradacidn ha sido ampliamente descripta en otras es-

pecies de insectos ( 73 )

en tegumento.
),)3[9

( 81 ) aunque nunca se encontrd estas enzimas



II c - Caracteristicas de las esterasas que degradan fosforados.

Los resultados obtenidos acerca de la hidrdlisis del paratidn y mala-
tidn v las caracteristicas de las esterasas tegumentales sugieren un per-
fil para la actividad degradante de fosforados. En efecto, la observada
ruptura de la unidn P—O-arilo en paratidn y la ausencia de ruptura
P— S—alquilo en malatidn hacen suponer la presencia de fosforotrieste-
rasas arilespecificas. Asimismo,y en la degradacidn de malatidn se obser-
vd la presencia de carboxiesterasas tequmentales. Esta presunta combina-
cidn de esterasas es coherente con lo observado en la separacidn enzi-
matica por electroforesis en gel de poliacrilamida. Efectivamente, fue
observada una tnica banda cuya revelacidon la mostrd activa frente a
o-NA ( actividad arilestera@sica )y, frente al malonato de etilo ( acti-

vidad carboxiesterasica ).

II d- Relevancia de la detoxificacidén tegumental.

La bibliografia no es muy abundante en lo referente a metabolismo de
insecticidas a nivel del tegumento de insectos. Han sido descriptos al-
gunos casos de metabolismo degradante como el pasaje de DDT a DDE en lan-
gosta y en pupa de mosca ( 9 ) ( 10 ). Es llamativo que no haya mas es-
tudios en esta adrea dada la importancia de esta degradacidn como prime-
ra barrera defensiva de insectos tratados con insecticidas de contacto.

En Triatoma irnfestans ha sido reconocida la trascendencia de la activi-
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dad esterasica como mecanismo defensivo frente a la agresidn con insec-
ticidas fosforados ( 82 ).

No cabe duda que la verdadera relevancia de la detoxificacidn tegumen-
tal estd ligada a los sitios de ingreso del insecticida a través del te-
gumento del insecto. En efecto, zonas muy limitadas de ingreso reducirian
el rol de este camino metabdlico en el proceso global de intoxicacidn.
Por tal motivo fue de inter&s estudiar la forma de ingreso de los insec-
ticidas en Triatoma infestans y los resultados obtenidos a este respec-

to se describen en el punto siguiente.
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III - SITIOS DE PENETRACION
IITa - Estudios autorradiograficos en insectos adultos:

Fue de interé@s establecer si la penetracidn de insecticidas liposolu-
bles a través del tegumento se realiza inespecificamente en toda su super-
ficie, o si por el contrario, existen sitios preferenciales de ingreso. Pa
ra tal fin se analizd por autorradiografia, previo lavado externo con ace-
tona v diseccidn, la cara interior y la exterior del tegumento de insectos
adultos luego de 1 y 2 horas de penetracidn de paratidn radioactivo topi-
cado en solucidn acetdnica.

En las Fiquras 10 y 11 se observan las zonas de radiocactividad encon-
tradas en la cara interna v externa del tegumento, que corresponden a acu-
mulacidn de paratidn marcado. Las Figuras mencionadas indican que la acumu
lacibn se correlaciona con las membranas intersegmentales y con la unidn
del tegumento dorsal con el ventral.

En las Figuras 12 y 13 se esquematizan las observaciones bajo lupa de
la autorradiografia que muestran la acumulacidn de 14C—paratién en cara in
terna y externa del tegumento disecado. Comparativamente, en las mismas Fi
guras se observa el detalle fotografico de la membrana intersegmental.

La observacidn de las Figuras 12 y 13 permite apreciar que en la ca-
ra externa cada banda de radioactividad correspondiente a una membrana in-
tersegmental aparece dividida y formada por dos mds pequefias paralelas,

sin radioactividad revelada entre ambas. En cambio en la cara interna a ca



Figura 10: Autorradiografia del tegumento dorsal de adulto post tdpico con

4 124
C-paratidon y lavado con acetona (3.3x).
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Figura 11: Autorradiografia del tegumento lateral de adulto post tdpico

1 "
con C-paratidon y lavado con acetona (3.3x).
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12a - Membrana intersegmental que une el 5° v 6° segmento abdominal
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12b - Representacidn grédfica de la autorradiografia.
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ura 12: Detalle de la membrana intersegmental (cara interna) y esguema
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de la distribucidn de C-paration revelado por au.orradiografila.
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Figura 13: Detalle de la membrana intersegmental (cara externa) y esquema

. : i 14 i ; s
de la distribucion de C-paratidon revelado por autorradiografia.

5 13a - Membrana intersegmental que une el 5° y 6°segmento abdominal (10x).
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13b - Representacidn grafica de la autorradiografia.




da membrana intersegmental le corresponde una tnica banda de menor inten-

sidad.

IIIb - Estudios autorradiograficos en ninfa V.

Sobre ninfa V de avanzada edad se realizaron a modo comparativo estu-

. . - . s~ 14 . - . .
dios autorradiograficos de penetracidn de C-paratidn similares a los rea
lizados en insectos adultos. En este caso, el perfil de distribucidn del

4 . 2 .

C-paratidon en tegumento fue muy diferente al observado en adultos como
se muestra en la Fiqura 14. En efecto, la autorradiografia muestra una dis
tribucidn mas uniforme en todo el tegumento, sugiriendo que en ninfas V no

habria sitios preferenciales para la penetracidn.

IIIc - Estructura del tegumento de adultos.

Se realizaron estudios histoldgicos sobre cortes sagitales y transver
sales de abdomen de insectos adultos. Los resultados obtenidos, luego de
la tincidn de hematoxilina-eosina se observan en las Figuras 15 y \16. Las
mismas muestran en detalle la membrana intersegmental y la unidn entre te-
gumento dorsal y ventral, respectivamente. Como ya se describiera en el
punto Ia esta tincidn permite reconocer la exocuticula amarilla de la endo
cuticula rojiza. En las mecionadas Figuras se puede apreciar que, tanto la
cuticula correspondiente a la membrana intersegmental como la de la unidn

dorso-ventral se encuentran formadas fundamentalmente por endocuticula.



Figura 14: Autorradiografia del tegumento dorsal de ninfa V post topico

14 i
con C-paratidn y lavado con acetona (3.3x).
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Figura 15: Corte sagital de abdomen (tegumento dorsal) de Triatoma in-—

festans adulto. (100x).
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Figura 16: Corte transversal de abdomen de Triatoma infestans adulto (100x).

- A Frer .
Coloracion hematoxilina -eosina.

A = Unidn de tegumento dorsal y ventral.




1113 - Estructura del tegumento de ninfa V.

Un estudic histoldgico similar al realizado sobre insectos adultos se
efectud sobre ninfas V de edad avanzada.

Los resultados obtenidos luego de la tincidn con hematoxilina-eosina
se pueden observar en la Figura 17. El andlisis de la misma indica que en
este caso toda la cuticula aparece proporcionalmente mas rica en endocuti-

cula que lo que se observara en adultos.

IIle - Correlacibn entre estudios autorradiograficos e histoldgicos.

Los estudios autorradiograficos realizados en tegumentos de insectos
adultos sugieren zonas mds eficientes de penetracidn, que de acuerdo con
las Figuras 10 y 11 corresponden a la membrana intersegmental y a la unidn
dorso-ventral. Estos posibles puntos preferenciales de ingreso correspon-
den a zonas menos rigidas que permiten la expansidn del tegumento (2). El
estudio histoldgico de estas zonas mostrd, como ya se describiera, que las
mismas son ricas en endocuticula (Figura 15 y 16). En el caso de las nin-
fas V toda la cuticula mostrd ser rica en endocuticula y esto se correla-
ciond con la observacidn autorradiografica de que la penetracidn estaria
favorecida en toda la superficie del tegumento.

Tanto los resultados histoldgicos y autorradiograficos obtenidos en
adultos y ninfas V parecen indicar que la penetracifn ocurre con mayor efi
ciencia a través de endocuticula. Esta hipdtesis avalaria los sitios prefe

renciales de ingreso de paratidn en adulto y la inespecificidad del ingre-



Figura 17: Corte sagital de abdomen de ninfa V de Triatoma infestans (40x).

Coloracidn de hematoxilina-eosina.

A = Cuticula.
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so a través del tegumento de ninfas V.

En el caso de adultos la diferencia de la marca que se observa en las
autorradiografias de membrana intersegmental de cara interna y externa po-
dria ser debida a la morfologia de esta membrana especialmente en lo que

respecta al repliegue de la endocuticula. (Fiquras 12 y 13).

IIIf - Cinética de penetracién.

Se mididé comparativamente entre ninfas V y adultos la velocidad de pe
netracidén de 14C-paratién mediante la técnica de "wash-off" ya descripta.
Los resultados obtenidos se resumen en la Tabla 3. En la misma se observan
los porcentajes de penetracidén en funcidén del tiempo y muestran un mayvor
ingreso de insecticida en ninfas V que alcanzd a un 58.6% a 4 horas frente
a 23.4% para adultos.

Los resultados de la Tabla 3 demuestran una mayor eficiencia de pene-
tracidén en ninfas V. Lo observado estd en concordancia con nuestros resul-
tados autorradiograficos e histoldgicos y avalan la hipdtesis expuesta
acerca de un ingreso favorecido de insecticidas liposolubles a través de

endocuticula.



P . . 14 . - .
Tabla 3: Cinética de penetracidn de C-paratidén en ninfas V y adultos de

Triatoma infestans.

$* penetracidn.
Tiempo (hs). P
Adultos Ninfas V.
2 10.9 } 3.2 31.1 3 0.003
4 23.4 8.9 58.6 <t 6. 0.003

resultados son promedio de al menos tres

determinaciones independientes.
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IV - EFECTO DE CARRIERS

9
Con el fin de evaluar la influencia de las propiedades fisico-quimi-
cas, como también la dosis, de diferentes carriers sobre la velocidad y mo
do de penetracidn, se utilizaron.como tales, aceites parafinicos no pola-

res v polietilenglicoles (polares).

IVa -Efecto de la dosis de carrier sobre la velocidad de penetracidn.

En el caso de los carriers de baja polaridad (220-280 y HVI-95) la
dosis utilizada en la formulacidn no parece tener gran influencia sobre
la velocidad de penetracidn del 14C-malati6n (Tabla 4).Cuando se utilizan
carriers polares (C20 y C400), los datos en Tabla 4 sugieren una tendencia
a la disminucién en la velocidad de penetracidn del 14C—malatién al aumen
tar las dosis de carriers. Por otra parte, a dosis bajas se observa una
gran dispersidn en los valores de porcentaje de penetracidn. Considerando
los datos obtenidos del estudio autorradiografico que se discute en los si
guientes puntos, &sto podria deberse a una ocupacidn irreqular de los si-
tios de penetracidn por el carbowax. Este fendmeno se haria mas notable a
bajas dosis o tiempos cortos de penetracidn. Aln asi, los carriers pola-
res, en general, reducen la velocidad de penetracidn del 14C-malatién res-

pecto del control (Tabla 4).

IVb - Efecto de la polaridad y viscosidad del carrier sobre la velocidad

de penetracidn.
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- 14 - .
Tabla 4: Porcentaje de penetracion (a 2 horas) de C-malatidon para formulacio

nes con diferentes dosis de carriers.

DOSIS DE CARRTIER
CAPRIER
50 ug/g* 250 ug/g*

ﬁ 220 - 280 25.7 * 4.3 30.8 + 1.4
3
O
y
9| HVI - 95 29.1 ¥ o.s 20.0 ¥ 0.6
w| ~ C20M 25.5 ¥ 10.4 7.1 Y 0.9
&
5 +
€l ¢ 400 14.9 * 10.6 9.3 * 2.1
CONTROL (sin carrier): 24.8 : 0.6.

*Dosis de carrier en ug de carrier/g de vinchuca.

Recuperacidn promedio: (85.4 1 7)s.
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Los resultados que se muestran en la Tabla 5 sugieren, pare el caso
L J
de los carriers no polares, que un aumento en la viscosidad del carrier
C . .z . . 2 14 "

produce una disminucidn en la velocidad de penetracidn del C-malation.

Este particular efecto de la viscosidad del carrier fue previamente
informado por nuestro laboratorio para el caso particular de la penetracidn

14 . -
del C-paration (48).

En la relacidn con los carriers polares, la velocidad de penetracidn

14 . o . . . . .
del C-malatidn, aparece como independiente de la viscosidad del carrier
Considerando la polaridad relativa de los carriers testeados se observa
una relacidn inversa con la velocidad de penetracién, es decir a mayor po-

laridad menor penetracidon. La polaridad se midid a través de la sumatoria

de las constantes de Mac Reynolds (83).

P .2 1
IVc - Cinética de penetracion de 4C-carriers.

En la Tabla 6 se muestran los resultados obtenidos al determinar la
. - . e 14 - 3
cinética de penetracidon de C-Dotriacontane (elegido como representante
. 14 . .
de los carriers no polares) y C-carbowax 4000 (elegido como ejemplo de
carrier polar).
» - 14 » -
La extraccidn de C-carriers por lavado con acetona parece ser mas
. 14 . .
eficiente en el caso de C-Dotriacontane. Sin embargo, a 1 hora de penetra
cidn, los valores de porcentaje de penetracidn para ambos carriers se esta-
bilizan y no se observa una cinética clara. Este fendmeno podria explicarse
. . .o 14 - .
considerando un posible binding de C-carrier a cuticula ocurrido durante

la primera hora de penetracidn, o bien, por una penetracidn r&pida seguida
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-” 1 s o .
Tabla S: Porcentaje de penetracidn de 4C-malatlon formulado con carrier
de distinta polaridad y viscosidad.
$ penetracion Polaridad
CARRIER?* ivak*
1 hora 2 horas relativa
hAceite de 20 *  10.7 0.8 * 1.4
baja viscosidad -
(220 - 280) 1.0
hceite 15.6 * 6.6 20,0 * 0.6
HVI - 95
Ftalat
ato 1.7 * 0.3 13.9 3.4 6.0
de octilo
Carbowax 6.5 1 4.6 9.3 * 2.1
400
Carbowax + +
600 6.7 1.7 16.5 B 5.2 16.4
Carbowa
arbowax 4.6 Y 0.2 7.1t 0.9
" 20M
Control 18.2 + 5.9 2.8 t o.6

* 250 ug carrier/g vinchuca.
** Medida por constantes de Mac Reynolds.

Recuperacidn promedio: (93.6 + 8)s.




Tabla 6: Porcentaje de penetracidn de

14 .
C-carriers.

CARRIER 1 hora 2 horas 4 horas

1c-doctria + +
= 4.9 T 4.9 {5.8 * 0.3 6.9 I 0.9

contane.
14

C-carbo- |57 5 + 5.4 |22.0 ¥ 0.6 [23.8 *+ 4.1
wax 4000.
Recuperacidn:
14 . +

C-dotriacontane = (102.4 I 0.6) %.

4c-carbowax 4000 = (90.5 *0.7s.
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por una saturacidn del compartimiento intermo. los resultados obtenidos
» - . - 3 7 14 »
por autorradiografia de tegumento previo tdpico con C-carrier y lavado

con acetona, que se discuten en el punto siguiente, avalan la primera teo-
ria para el carrier no polar, ya que buena parte de la radioactividad que-
da retenida en tegumento y aparece en la autorradiografia. Para el caso
del carbowax (carrier polar), la segunda posibilidad parece mas adecuada

ya gue se observa muy poca radioactividad retenida en tegumento al reali-

zar el estudio autorradiografico correspondiente.

IVd - Estudios autorradiogrdficos de distribucidn.

14 .
1) C - carriers.

Las autorradiografias de tegumento correspondiente a las Figuras 18,
19, 20 y 21 se obtuvieron luego del tdépico dorsal "in vivo" del carrier co
rrespondiente y diseccidn sin previo lavado con acetona. El andlisis de

las mismas demostrd una mayor migracidn superficial en tegumento dorsal pa

ra 14C—carbowax respecto de 14C-Dotriacontane. En este 4ltimo caso parece
existir una barrera neta de migracidn superficial representada por la mem-
brana intersegmental. Asimismo, para el 14C—carbowax, aparece radioactivi-
dad netamente asociada a la membrana intersegmental, fendmeno no observado
para el 14C—Dotriacontane (Figura 18 y 19). Esto podria atribuirse a la ma
yor afinidad del 14C—carbowax por esta parte de la cuticula debido a su
rigueza en endocuticula, el componente mi3s polar de la cuticula.

Las Figuras 20 y 21 permitieron comprobar que la migracién superfi-

. . 14 .
cial hacia el tegumento ventral es mayor en el caso del C-Dotriacontane




b bt bbbkl ol B EL L

o3
r

igura 18: Autorradiografia del tegumento dorsal (cara externa) de 7.

estane adulto obtenida luego de la topicacidn dorsal con
C-C4000, diseccidn y exposicidn sin previo lavado con acetona.

(1 hora de penetracidn a 25° C). (5x).
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Figura 19: Autorradiografia del tegumento dorsal (cara externa) de T.
festans adulto obtenida luego de la topicacidn dorsal con
C-Dotriacontane, diseccidn y exposicidn sin previo lavadoc

acetona. (1 hora de penetracidn a 25° C) (5x).
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de los tegumentos dorsal y ven

stans adulto obtenida luego de la topicacidn dor-

14 . : - —_— : . .
con C-C4000, diseccidn y exposicidon sin previo lavado con

tona (1 hora de penetracidn a 25° C) (3.3x).




Figura 21:

Autorradiograf®a de los tegumentos dorsal

na) de 7. festans adulto obtenida luego

14 . ; o
sal con C-Dotriacontane, diseccion y e

con acetona (1 hora de penetracidn a

COL cac ]
sin px
(:3.:3%)s




14
respecto del C-carzcowax.

=1 . - . .

Las autorradiografias correspondientes a lag Figuras 22 y 23 se ob-
tuvieron en condiciones semejantes a las anteriores, pero previo a la di-
seccidn, se realizd el lavado con acetona en iguales condiciones a las
utilizadas para Geterminar la cinética de penetracidn.

Practicamente toda la radioactividad superficial asociada a tegumen-

14 .
to se extrae con acetona en el caso de C-carbowax, mientras gue para
4 . . . .
C-Dotriacontane aparece radioactividad asociada a tegumento gque no es

- 14 .
extrailble por este solvente. Por otra parte, el C-carbowax asociado a
membrana intersegmental también es removido por el lavado con acetona, va

que no se observa marca luego del mismo (comparacidn entre Figuras 18 v 22).
14 .o .
2) C - malatidn + carriers.

Las autorradiografias correspondientes a las Figuras 24 y 25 se obtu-
N - . "e . " 14 .~
vieron luego del tdopico dorsal "in vivo" de C-malatidn formulado con car
bowax 20M (carrier polar) & 220-280 (carrier no polar) y diseccidn sin pre
. 14 .~ : X .-
vio' lavado con acetona. El C-malatidn reproduce, en su distribucidn su-
. 14 . .
perficial, lo observado para los C-carriers respectivos. Entonces, al
formular con carrier no polar aparece una barrera en la migracidn por tegu
mento dorsal representada por la membrana intersegmental. La migracidn su-
perficial por tegumento dorsal estd favorecida en el caso de la formulacidn
con carbowax, mientras que la migracidn superficial por tegumento ventral
es mas notable al formular con hidrocarburo.

l.as autorradiografias de tegumento aislado luego del lavado con ace-



Figura 22:
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Autorradiografia del tegumento dorsal (cara externa) de 7. in-

festans adulto obtenida luego de la topicacidn dorsal con

14 . - —
C-C4000, lavado con acetona, diseccidon y exposicidn (1 hora

de penetracidn a 25° C) (5x).
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=97 '
Autorradiourafia de los tegumentos dersal y ventral ara Cer
na) de I. zinfestans obtenida luego de la topicacidn doursal con
14 2 = P >
C-malation formulado con C20M, diseccidn v exposicidn sin pre
vio lavado con acetona (1 hora de penetracidn a 25° C) (4x).

Autorradiografia de los tegumentos dorsal y ventral (cara exter-

Y

na) de 7. infestans obtenida luego de la topicacidn dorsal con

14 T 2 : 2 g s ;
C-malatidon formulado con 220 - 280, diseccidn v exposiciOn sin

previo lavado con acetona (1 hora de penetracidn a 25° C) (6x).




. .. 14 . - 14
n: Gleéraclieron similares para el caso del C-malation (control) vy C-

malatidn + 220-280, exceptc que en la formulacién con hidrocarpuro la mi-
gracidén hacia tegumento ventral es mas acentuada. En estos casos, en tegu-
mento dorsal la mayor concentracidn de compuesto radioactivo aparece en
membranas intersegmentales. (Figura 26 y 27).

Cuando la formulacidn se realizd con carbowax 20M las autorradiogra-
fias revelaron sdlo marca difusa en tegumento dorsal, no asociada en parti
cular con membrana intersegmental. Esto avala nuestra hipdtesis de que las
membranas interseumentales podrian ser sitios preferenciales de penetra-

cidn considerando que el agregado de carrier polar disminuye notablemente

la velocidad de penetracidn.



a de los tegumentos dorsal v ventral (car

adulto obtenida luegc de la topicacién dor-

formulado con 220-280, lavado con acetcna,

m
ct
i~
Q
(

posicidn (1 hora de pen

Figura 27: Autorradiografia de los tegumentos dorsal y ventral (cara exter-
na) de T. infestans obtenida luego de la topicacidn dorsal con
A

14 & g % 5 . 2 :
C-malatidon (control), lavado con acetona, diseccidn y exposi-

cidén (1 hora de penetracidn a 25° C) (3.3%).
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V - RESUMEN Y CONCLUSIONES.

El proceso de penetracidn de insecticidas a través de tegumento repre
senta el primer paso en la intoxicacién de un insecto. El estudio del mis-
mo y de las variables que influyen sobre su cinética tiene gran importan-
cia en el entendimiento del modo de accidén de insecticidas v en la optimi
zacidon de su efecto letal sobre plagas. Por tal razén se cornsiderd de inte
rés realizar estos estudios en T. infestans, el vector mas importante de
la Enfermedad de Chagas en la Argentina.

En la primera parte de este trabajo se estudid el metabolismo degra-
dante de insecticidas fosforados en tegumento dada su importancia como pri
mer mecanismo bioquimico de defensa del insecto frente a la agresidn con
insecticidas.

Los resultados obtenidos indicaron lo siguiente:

1 - El tegumento de T. infestans adulto presenta actividad esteradsica atri
buible a carboxiesterasas, butirilesterasas y aril mas acetilesterasas.

2 - Se encontrd que la actividad enzimatica se localiza principalmente en
epidérmis. Para este estudio de localizacidn se identificd previamente cada
parte constitutiva del tegumento mediante histologia.

3 - La edad del insecto influye sobre la actividad de esterasas, observan-
dose un pico de actividad una semana después de la muda.

4 - Esta actividad resultd dependiente del estado nutricional del insecto,
decreciendo con el avuno.

5 - Las esterasas tegumentales resultaron activas en la degradacidén de in-



secticidas fosforados. En el casc del paratidn la cdegradacidn fue atribui-
da a arilesterasas con actividad fosforotriester8sica que catalizarian la
ruptura P-0O-arilo.

En cambio para el malatidn no se observd ruptura debida a fosforotries
terasas pero si degradacidén del grupo carboxiéster promovida por carboxies
terasas. Mediante autorradiografia luego de la separacidn cromatocrafica
en placa delgada se identificaron el 0(y'/3-nmnoécidos del malatidn como

los metabolitos provenientes de la ruptura catalizada por carboxiesterasas.

L2 relevancia de esta via metabdlica degradante presente er. tegumento
estd condicionada por la forma en que el insecticida ingresa. En efecto,
si la penetracidn ocurre a través de todo el tegumento este metabolismo
seria m3s operativo que si el ingreso ocurre por sitios preferenciales.
Por tal razdn se considerd de interés estudiar las vias de penetracidn de
insecticidas a través del tegumento de T. infestans. De los resultados ob-
tenidos se concluye lo siguiente:

1 - La membrana intersegmental y la unidén dorso-ventral del tegumento apa-
recen como puntos preferenciales para el ingreso de insecticidas liposolu-
bles en T. 7nfestans adultos.

2 - Ambos sitios mostraron, a través de estudios histoldgicos, tener un ma
yor contenido relativo de endocuticula.

3 - Las ninfas V no parecen presentar sitios preferenciales de ingreso de
insecticidas de acuerdo a los estudios autorradiograficos realizados.

4 - La estructura del tegumento de ninfas V resultd mds rica en endocuticu

la que la de insectos adultos de acuerdo a los estudios histoldgicos reali



-zados.
14 °
5 - La cinética de penetracidn de C-malatién realizada en forma comrara-
tiva entre ninfas V y adultos indicd una mayor velocidad en el caso de nin
fas V.
Lo expuesto permite concluir que existiria una correlacidn entre efi-
ciencia de penetracidn y estructura del tegumento. En efecto, los tegumen-

tos o las partes del mismo con mayor proporcidn de endocuticula serian mis

permeables a los insecticidas liposolubles.

Las conclusiones expuestas sobre el proceso de penetracidn permitie-
ron tener un conocimiento del mismo, aungue no acerca de la forma de modi-
ficarlo a los fines de mejorar el control de la plaga. Con el objeto de
complementar este trabajo a través de un aporte en esa direccidn, se estu-
did el efecto de carriers sobre la velocidad y forma de penetracidn de in-
secticidas.

Las conclusiones obtenidas fueron las siguientes:

1 - La cinética de penetracidn del 14C—malatién en T. infestans adulto

fue ﬁodificada por diferentes carriers influyendo las propiedades dé los
mismos sobre este efecto.

2 - Un aumento en la polaridad del carrier produce una reduccidén en la ve-
locidad de penetracidn. Esto podria deberse a una acumulacidn del carrier
polar en las membranas intersegmentales, cuya estructura es mas polar. Es-
te fendmeno generaria en los sitios preferenciales de ingreso de insectici
das un verdadero "tapdn lipofébico" que dificultaria la penetracidn de

compuestos lipofilicos como el malatidn.



3 - Un z2urmente en la viscosidad de los carriers produce una reduccidn en
la velocidad de penetracidn. Este fendmeno es mas notable en el caso de
los carriers no polares, resultado ya observado previamente en nuestro la-
boratorio. Se podria explicar esta influencia a través de dos hipdtesis:
Si la penetracidn en parte, ocurre a través de un proceso de percola-
cidén se justificaria la mayor velocidad para los fluidos de menor viscosi-
dad. Por otra parte, el proceso primario de distribucidn sobre la superfi-
cie del tegumento que influye sobre la velocidad de penetracidn estaria fa

vorecido en los carriers de baja viscosidad.

Como resultado de este trabajo ha mejorado el conocimiento sobre la
interaccidn entre insecticidas y tegumento de insectos. En general ésto se
puede considerar un aporte al campo de la toxicologia en insectos. Siendo
nuestro sistema modelo el T. Znfestans, las conclusiones expuestas pueden
ser consideradas un punto de partida que permita mejorar el control median
te insecticidas de esta plaga, cuya relevancia desde el punto de vista de

la salud piblica es ampliamente conocida.
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