BIBLIOTECA CENTRAL LUIS F LELOIR

BibliOteca Digital BIBLIOTECA CENTRAL]EJLOIR

F c E N - U B A FACULTAD DE CIENCIAS EXACTAS Y NATURALES UBA

Tesis de Posgrado

Inhibicién alimentariay
alteraciones poblacionales
producidos por el bloqueo de la
recepcion sensorial en Triatoma
infestans

Vassena, Claudia Viviana

1996

Tesis presentada para obtener el grado de Doctor en Ciencias
Biolégicas de la Universidad de Buenos Aires

Este documento forma parte de la coleccién de tesis doctorales y de maestria de la Biblioteca
Central Dr. Luis Federico Leloir, disponible en digital.bl.fcen.uba.ar. Su utilizacién debe ser
acompafiada por la cita bibliografica con reconocimiento de la fuente.

This document is part of the doctoral theses collection of the Central Library Dr. Luis Federico
Leloir, available in digital.bl.fcen.uba.ar. It should be used accompanied by the corresponding
citation acknowledging the source.

Cita tipo APA:

Vassena, Claudia Viviana. (1996). Inhibicién alimentaria y alteraciones poblacionales producidos
por el bloqueo de la recepcion sensorial en Triatoma infestans. Facultad de Ciencias Exactas y
Naturales. Universidad de Buenos Aires.
http://digital.bl.fcen.uba.ar/Download/Tesis/Tesis_2889_Vassena.pdf

Cita tipo Chicago:

Vassena, Claudia Viviana. "Inhibicién alimentaria y alteraciones poblacionales producidos por el
blogueo de la recepcién sensorial en Triatoma infestans". Tesis de Doctor. Facultad de Ciencias
Exactas y Naturales. Universidad de Buenos Aires. 1996.
http://digital.bl.fcen.uba.ar/Download/Tesis/Tesis_2889_Vassena.pdf

UBA

Universidad de Buenos Aires

EXACTAS:

Facultad de Ciencias Exactas y Naturales

Direccidn: Biblioteca Central Dr. Luis F. Leloir, Facultad de Ciencias Exactas y Naturales, Universidad de Buenos Aires. Contacto: digital@bl.fcen.uba.ar

Intendente Giiiraldes 2160 - C1428EGA - Tel. (++54 +11) 4789-9293



http://digital.bl.fcen.uba.ar
http://digital.bl.fcen.uba.ar
http://digital.bl.fcen.uba.ar/Download/Tesis/Tesis_2889_Vassena.pdf
http://digital.bl.fcen.uba.ar/Download/Tesis/Tesis_2889_Vassena.pdf
mailto:digital@bl.fcen.uba.ar

UNIVERSIDAD DE BUENOS AIRES
Facultad de Ciencias Exactas y Naturales

“Inhibicién Alimentatia y Alteraciones Poblacionales Producidoe pot el

Bloqueo de Ia Recepeién Sencotial en Trigtoms infestans”

Claudia Viviana Vassena

Director de Tesis: Dra. Maria Inés Picollo
Lugar de Trabajo: Centro de Investigaciones de Plagas e Insecticidas
CIPEIN-CITEFA/CONICET

Tesis presentada para optar al titulo de Doctor de la

Universidad de Buenos Aires

-1996-






resumen

Inhibicién Alimentaria y Alteraciones Poblacionales Producidos por
el Bloqueo de la Recepcion Sensorial en Triatoma infestans.
C. V. Vaseena

La tendencia actual en el control quimico y racional de plagas es el uso de
compuestos de accidon especifica. Los inhibidores alimentarios preingestivos producen
en insectos bloqueo de receptores sensoriales responsables de la seleccién de la
fuente de alimento. Teniendo en cuenta que dicho bloqueo puede ser producido por
compuestos que reaccionan con grupos -SH de estructuras sensoriales de insectos,
se evalud la inhibicion alimentaria producida por compuestos reactivos de sulfhidrilo
(N-alquil maleamatos de metilo) sobre Triatoma infestans (vinchuca), principal vector
de la enfermedad de Chagas en nuestro pais.

El tratamiento de ninfas V de T. infestans con los compuestos sintetizados produjo
bloqueo total de la percepcion de la fuente de alimento. La efectividad fue mayor para
los isdbmeros cis puros respecto a los correspondientes cis-trans. Cuando predomina
la via de ingreso cuticular, la mayor efectividad fue para los compuestos de cadena
sustituyente mas larga (DI4°=1.9|ixgﬁ para cis octilo vs 16.3ug/i para cis etilo por
aplicacion tépica) (DLso=3.2ug/cm” para cis octilo vs 136.Spg/cm2 para cis etilo por
interposicion de tela tratada). La exposicidon continua de poblaciones experimentales
de T. infestans produjo disminucion poblacional significativa durante 250 dias (para
cis butilo) hasta mas de 400 dias (para cis etilo).

El estudio de la respuesta de vinchucas tratadas a fuentes de estimulo quimico y
térmico demostré correlacion de efecto antialimentario con bloqueo de
termoreceptores. El uso de inhibidores alimentarios en el control de poblaciones de
Triatoma infestans, representan una altemativa promisoria en el control de insectos
plaga con compuestos selectivos de bajo riesgo ambiental.

Palabras claves: Tnatoma infestans, inhibicion alimentaria, bloqueo sensorial,
reactivos de sulfhidrilo, control insectos.

Feeding Inhibition and Experimental Population Reduction Caused
by Receptor Blockage on Triatoma infestans.
C. V. Vaceena

There is an increased interest in managing pest populations with reduced amounts of
specific compounds. Preingestive feeding inhibitors act through sensorial receptors
involved in host selection. As sulfhydryl reagents produce receptor blockage, the
feeding inhibition caused by some of them, the N-alkyl methyl maleamates, was
determined against Tniatoma infestans a principal vector of Chagas’ Disease in
Argentina.

Nymph V exposure to these compounds blocked food selection. Feeding inhibition of
cis isomers was greater than cis-trans isomers. When cuticular via was predominant,
the best effectivity was observed for the longest alkyl chain (LDso=1.9ug/i for cis octyl
vs 16.3ugh for cis ethyl by topical application) (LD,r,¢,=3.2ug/cm2 for cis octyl vs
136.5pg/cm2 for cis ethyl by impregnated gauze interposition).

The continuous exposure of T. infestans expernmental populations produced
significant decrease from 250 days (for cis buthyl) to 400 days (for cis ethyl). Treated
nymph response to thermo and chemical stimulus showed correlation between
antifeeding inhibition and receptor blockage. These results suggest a specific
alternative method to pest insect control.

Key words: Tnatoma infestans, feeding inhibition, sensorial blockage, sulfhydryl
reagents, insect control.
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1. Enfermedad de Chagas.

La enfermedad de Chagas es una zoonosis endémica en América del
Sur y América Central, transmitida por insectos hematéfagos de la subfamilia
Triatominae (WHO/TDR Report, 1989-1990). Los triatominos pertenecen a la
familia Reduviidae. Presentan una amplia distribucidn en Ameérica y su mayor
importancia radica en que son los vectores de Trypanosoma cruzi, protozoo
parasito causal de la enfermedad de Chagas. Se estima que hay alrededor de
18 millones de personas que estan infectadas por Trypanosoma cruzi y que 90
millones corren el riesgo de contraer la enfermedad.

Con el objetivo de interrumpir antes del afno 2000 la transmision de esta
enfermedad la Organizaciéon Mundial de la Salud organizé en los afnos 80 la
llamada “Iniciativa del Cono Sur”. En los seis paises que forman parte de dicha
iniciativa (Argentina, Brasil, Chile, Uruguay, Paraguay y Bolivia) viven algo mas
de 60 millones de personas con alto riesgo de adquisicion de la enfermedad y
donde se contabilizan 11 millones de infectados. De las cifras anteriores se
puede derivar una incidencia de infecciones humanas de 1 millén de casos
nuevos por ano y un total de 45.000 muertes anuales por lesiones cardiacas
irreversibles. El impacto econdmico de la enfermedad es muy alto ya que las
lesiones cardiacas afectan en su mayoria a personas jévenes en edad laboral
productiva. Si utilizamos como un indicador de la carga econémica impuesta
por la enfermedad los afos de vida discapacitante perdidos por los pacientes,
vemos que éstos suman u$s 2.700.000, lo cual coloca a la Enfermedad de
Chagas en el tercer lugar en el mundo entre las enfermedades tropicales
después de la Malaria y la Esquistosomiasis. Mas aun, es la cuarta causa del
total de las enfermedades transmisibles en América Latina y el Caribe después
de las infecciones respiratorias infantiles, las enfermedades diarreicas y el
SIDA (Moncayo, 1994).
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1.1. Sintomas de la Enfermedad de Chagas.

La infeccién con Trypanosoma cruzi tiene un periodo de incubacién de 4
a 10 dias, donde el paciente presenta una parasitemia relativamente alta en
general acompaiiada de fiebre, adenopatia y una llaga o chagoma en la zona
de penetracion del parasito (Schofield, 1994). La manifestaciéon primaria de la
enfermedad a menudo es suave aunque puede ser fatal en nifos, ya que el 50
% muere por miocarditis 0 meningoencefalitis (Moncayo, 1993).

Al estado agudo de la enfermedad se sucede la infeccién inicial y
pasados 2 a 4 meses se entra en la fase crénica. Durante esta etapa los
parasitos penetran y se multiplican en las células de los érganos vitales
causando darios irreversibles en los tejidos, en particular al sistema nervioso
autéonomo y a la musculatura no estriada originando lesiones digestivas o
megavisceras y cardiomiopatias severas (Schofield, 1994). Sin embargo la
complicacién mas importante de la enfermedad se desarrolla dentro de los 10 a
20 anos posteriores a la infeccidén primaria. En estos pacientes la enfermedad
se manifiesta como cardiopatias crénicas que progresan hasta producir la

muerte del enfermo (Moncayo, 1993).

2. Los Triatominos Como Vectores de la Enfermedad de Chagas.

En la actualidad se conocen 118 especies de triatominos, de los cuales
la mitad pueden ser portadores de Trypanosoma cruzi (Schofield, 1985). De
todas ellas Triatoma infestans es el vector mas importante relacionado con la
biologia y la transmision de T. cruzi por su condicidon estrictamente domiciliaria
(Carcavallo, 1987) y el vector mas ampliamente distribuido en areas endémicas
de Argentina, Chile, Bolivia, Brasil, Paraguay, Perd y Uruguay. Tan amplia
distribucion cubre una gran variedad de climas, por ejemplo desde menos de
10°C en el sur de Argentina a 27°C en el Noreste de Brasil, lugares casi
deserticos y lugares con un amplio régimen de lluvias. Triatoma infestans
sobrevive a estas fluctuaciones estacionarias y climaticas ya que encuentra un

excelente microclima en las casas y el ambiente doméstico.
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La mayoria de las especies de triatominos ocupan habitats selvaticos.
Dichos habitats pueden incluir nidos de aves, madrigueras de zarigieyas, nidos
de pequenos roedores y cuevas con murciélagos. Algunas especies también
invaden y colonizan los habitats peridomésticos tales como los gallineros y
corrales de cabras y vacas, asi también como viviendas humanas (Schofield,
1994).

Hay tres especies perfectamente adaptadas a los habitats humanos y
son las que tienen prevalencia en la transmision de T. cruzi al hombre. Dichas
especies son Triatoma infestans, Trnatoma dimidiata y Rhodnius prolixus.
Triatoma infestans en Argentina, Uruguay, Brasil, Bolivia, Paraguay, Chile y
Perd tiene predominio en zonas rurales. Triatoma dimidiata es el principal
vector en Ecuador y América Central y Rhodnius prolixus en Venezuela y
Colombia (Carcavallo, 1987).

Los insectos triatominos usualmente viven en las grietas de las paredes
de las casas, en su mayoria del area rural y periurbana. Durante la noche
emergen de dichas grietas y se acercan al hospedador para succionar su
sangre mientras éste duerme.

El parasito, Trypanosoma cruzi, no se transmite por la picadura del
insecto, sin embargo en el momento en que se esta alimentando, la vinchuca
puede defecar, evacuando los parasitos junto con sus deyecciones. De esta
forma, los parasitos penetran por la herida cuando la persona se rasca. Las
vinchucas contraen la infeccion alimentandose de algun mamifero o ser
humano infectado, y conservan la infeccidon durante toda su vida. A partir de la
década de los anos 1970, la enfermedad se ha urbanizado, a causa de
donaciones de sangre de personas infectadas, provenientes de zonas
endémicas. Se conocen entonces dos formas principales de transmision:
vectorial y transfusional (Moncayo, 1994).

En la Fig. 1 se muestra en forma detallada el ciclo completo de

transmisién (Despommier, et al., 1995).
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Trypanosoma cruzi

INTransmisién al hombre

Ciclo en
vinchuci(

Ingreso por
Mucosas

Tripomastigotas
en sangre

Ingestién del
Parisito

Patologia

Amastigotas en
4

células muscula

res del corazdn

Cardiomegalia Megacolon Megaesofago

Fig. 1. Esquema del ciclo de transmisién de la enfermedad.

2.1. Ciclo de Vida de Triatoma infestans (vinchuca).

La vinchuca pasa por cinco estados ninfales y una etapa adulta
reproductiva. Este desarrollo se completa en 5 a 12 meses, tiempo

relativamente largo en comparacidén con otros insectos vectores.
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Esta chinche hematéfaga en su estado adulto mide 3 cm de largo, posee
color oscuro (marron a negro) y bandas claras amarillentas a lo largo del
conexivo del abdomen. Su cabeza es alargada con un par de ojos grandes, un
par de ocelos y un rostro fuerte doblado por debajo y a lo largo de la cabeza.
Todos los adultos poseen dos pares de alas rebatidos sobre la parte dorsal del
abdomen. El primer par de alas tiene la mitad basal coriacea y la mitad distal
membranosa. Se denomina hemiélitro y es el responsable del nombre del
grupo hemipteros (hemi. mitad, pteros: alas).

Los huevos son ovales y amarillentos, tornando a rojizos a medida que
avanza en su desarrollo embrionario y presentan un opérculo por donde la
ninfa emerge. En nuestro laboratorio y en condiciones favorables de
temperatura y humedad (28°C - 50% HR) las ninfas pequenas eclosionan en
15-17 dias (Zerba y Picollo, 1987).

Las vinchucas son muy eficaces en la busqueda de alimento y son
capaces de detectar al huésped a largas distancias y orientarse hacia él

(Nunez, 1987), pero pueden sobrevivir al ayuno varios meses.

3. Control de la Enfermedad de Chagas en Argentina

Las acciones para controlar la transmisién de la parasitemia en
Argentina tienen como inicio actividades efectuadas por Cecilio Romafna en
Chaco, Carlos Soler en La Rioja y Carlos Bravo en Catamarca en los afios 50.
A partir de 1962 se organiza el Servicio Nacional de Control de Chagas y el
Instituto Nacional de Investigacion de la Enfermedad de Chagas “Dr. Mario
Fatala Chabén”, con el objetivo de efectuar el control de la transmision vectorial
en diez provincias Argentinas y el control de la transmisidn por transfusion
sanguinea. A partir de 1974 todas las provincias fueron incluidas en este
programa (Chuit, 1994).

Como resultados alentadores, entre 1982 y 1993 se observé una
disminucién de alrededor de 75% en los indices generales de infestacion
domiciliar en 13 de las 15 provincias endémicas. La tasa de incidencia anual en
jovenes de 18 anos que realizan el Servicio Militar, bajé de 4,8 % en 1982 a
1,2 % en 1993 (Moncayo, 1994).
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Con respecto al tratamiento de la infeccion primaria se pueden utilizar
quimioterapicos, pero éstos presentan fuertes efectos colaterales y ademas el
diagnaéstico primario de la parasitemia es dificultoso de realizar.

Por otra parte la perspectiva de una vacuna efectiva es aun distante
(WHO/TDR Report, 1989-1990).

Por lo expuesto se puede observar que hasta el presente la forma mas
efectiva de controlar la enfermedad es interrumpiendo la transmision vectorial.
Esta transmision es dependiente de la densidad de insectos y, por lo tanto, la
educacion sanitaria y el uso de insecticidas para interferir el ciclo reproductivo
ayudaria a mantener la poblacién de Triatominos por debajo de los niveles en
los cuales la probabilidad de transmisién de T. cruzi se torne significativa
(Salomon, 1988).

Afortunadamente, los métodos de control basados en tratamientos con
insecticidas han demostrado ser altamente efectivos, no sélo porque reducen la
densidad de la poblacidon de vectores, sino también porque interrumpen la
transmisidon doméstica y por lo tanto la incidencia de la enfermedad (Moncayo,
1993).

La primera dificultad histérica en el control de triatominos, fue el fracaso
del DDT, resultado inesperado ya que en las décadas del ‘40 y "50 este
insecticida parecia ser la panacea que resolvia todos los problemas de plagas
sanitarias. En la actualidad se sabe que el DDT tiene bajo efecto triatomicida a
causa de una via metabdlica degradativa mediada por glutation (Agosin, 1964)
y de una dificultosa penetracion cuticular dependiente del estado nutricional del
insecto (Fontan y Zerba, 1992).

Descartado el DDT, las acciones de control se inician con insecticidas
clorados en |a década del 40 en Argentina y Brasil con el
Hexaclorociclohexano (HCH) y en Venezuela con el dieldrin. Los
cuestionamientos toxicolégicos y ecotoxicolégicos hacia los insecticidas
clorados y la evolucién tecnolégica y comercial en materia de insecticidas
condujo, durante la década del 60, al reemplazo de los clorados por
compuestos anticolinesterasicos como el carbamato propoxur y los fosforados
malation y fenitrotién. En la década del 70 los insecticidas piretroides llegan

como una alternativa segura y efectiva (WHO/TDR Report, 1989-1990),

6
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realizandose las primeras evaluaciones de efectividad del triatomicida
deltametrina en el CIPEIN en la Argentina (Zerba, 1989, 1994).

Dos nuevas herramientas de control han sido desarrolladas: pinturas
insecticidas en Brasil y pote fumigeno insecticida en Argentina (Zerba, 1988).
Los tratamientos a campo utilizando estos nuevos métodos de control se han
llevado a cabo en Argentina, Bolivia, Chile, Honduras, Paraguay y Uruguay
(Moncayo, 1993).

4, Control Quimico.
4.1. Modos de Accion de Insecticidas Neurotoxicos.

El control quimico de insectos se dirigio inicialmente a la interrupcion de
las funciones primarias del sistema nervioso. Con el descubrimiento del DDT y
mas tarde los organofosforados, carbamatos y piretroides se establecid el uso
de estos compuestos quimicos neurotéxicos para la proteccion de la salud y las
cosechas. El uso de neurotdxicos no es novedoso y no sorprende, ya que la
naturaleza ha explotado este recurso por miles de anos, demostrando ser los
neurotéxicos naturales los compuestos mas venenosos de todos [os conocidos.
Esto sugiere que el sistema nervioso es un blanco inequivocamente vulnerable.
Las bases de esta vulnerabilidad se encuentran en el complejo funcionamiento

del sistema nervioso y podremos apreciarlo conociendo mejor su fisiologia.

5. Transmision del Impulso Nervioso.

Uno de los roles fundamentales del sistema nervioso es tomar la
informacién del medio ambiente que rodea al organismo y procesarla para dar
como resultado un determinado comportamiento. Este comportamiento esta
adecuado a sus programas neuronales y bioquimicos y la informacion es

codificada a través de seRales eléctricas y quimicas.

5.1. Transmision Neuronal.

En la membrana plasmatica se encuentran canales proteicos que forman
poros hidrofilicos, que conectan el citosol con el exterior de la célula. Algunos
canales cumplen funciones especificas tales como ser permeables a iones

inorganicos (Na*, K, Ca** y CI).
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Los canales iénicos permiten que los iones difundan rapidamente
siguiendo su gradiente electroquimico a través de la bicapa lipidica, lo que no
significa que el transporte de canales i6nicos no sea regulada.

Dos propiedades importantes de los canales idnicos que los distinguen
de poros simples, es que son selectivos a iones, permitiendo que algunos iones
pasen y otros no, y que no estan abiertos continuamente. En la mayoria de los
casos se abren en respuesta a estimulos especificos. El principal tipo de
estimulo conocido como causa de apertura es el cambio en el voltaje a través
de la membrana (canales dependientes de voltaje), tensidn mecanica por
canales dependientes de estimulacidn mecanica o la uniéon de un ligando

(canales dependientes de ligando) como se observa en la Fig. 2.

cambio de ligando ligando tensidn
voltaje extracelular intracelular mec&nica

cerrado

I R T
Ry

Fig. 2. Dibujo esquematico de los diferentes mecanismos de apertura de

los canales iénicos.

El ligando puede ser un mediador extracelular (neurotransmisor) o un
mediador intracelular (iones o nucleétidos). La actividad de algunos canales
idnicos esta regulada por fosforilacion o desfosforilacion de proteinas. Se sabe
que los canales iénicos son responsables de la excitacion eléctrica de células

musculares y mediadores de estimulos eléctricos en el sistema nervioso.
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Un potencial de membrana se establece debido a una diferencia de
cargas eléctricas a ambos lados de una membrana, producida por un ligero
exceso de iones positivos a un lado de la membrana y a un ligero déficit en el
otro. Esta diferencia de cargas puede ser el resultado de la accion de bombas
electrogénicas activas y difusion pasiva de iones. La bomba Na'-K* ATPasa
ayuda a mantener el equilibrio osmético a través de la membrana celular
manteniendo baja la concentracion intracelular de Na’. Dada la baja
concentracion intracelular de Na®, otros cationes deben balancear el exceso de
aniones fijos correspondientes a moléculas organicas cargadas negativamente.
Este equilibrio esta mantenido por K* el cual es bombeado en forma activa (esto
es con gasto de energia en forma de ATP) al interior de la célula por la bomba
Na‘’-K' ATPasa. También puede moverse libremente por medio de canales de
fuga de K* presentes en la membrana plasmatica.

Estos canales permiten que el K' llegue a un equilibrio donde una fuerza
eléctrica ejercida por un exceso de cargas negativas atrae al K hacia el interior
de la célula equilibrando la tendencia del K a fugar a favor de su gradiente de
concentracion. Ei potencial de membrana es la manifestacion de esta fuerza
eléctrica.

Las senales transmitidas por el axdn en actividad son los potenciales de
accion. Estos potenciales conducen a un rapido cambio en la permeabilidad de
la membrana nerviosa a Na' y K' mediados por canales iénicos (Ruight, 1985).
El potencial de acciéon se inicia con una depolarizacion de la membrana
plasmatica, dada por un cambio de potencial de membrana a valores menos
negativos.

Como veremos mas adelante esto puede ser causado por accion de
neurotransmisores (Bruce et al., 1994).

La membrana plasmatica de células excitables, no sélo neuronas, sino
también células musculares, endocrinas y ovocitos contienen canales iénicos
dependientes de voltaje, que son los responsables de generar potenciales de

accion (Bruce et al, 1994).
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En el nervio o célula muscular esquelética el estimulo que causa
suficiente depolarizacion abre los canales de Na' dependientes de voltaje
permitiendo una entrada pequeifia de Na* a la célula a favor de su gradiente
electroquimico. El flujo de cargas positivas depolariza la membrana con lo cual
se abren mas canales de Na" admitiendo mas Na' que causa una mayor
depolarizacidon. Este proceso continua amplificandose por si mismo durante
una fracciéon de segundos; de esta forma el potencial eléctrico en la region local
de la membrana ha cambiado de su valor de reposo de -70 mV hasta un valor
cercano al potencial de equilibrio del Na* de +50 mV. En este punto cuando la
fuerza electroquimica neta dada por el flujo de Na* es cercana a cero, la célula
podria alcanzar un nuevo estado de reposo con los canales de Na*
permanentemente abiertos, si la conformacién abierta de canales fuera estable.

La célula es resguardada de estos espasmos eléctricos permanentes
porque los canales de Na' tienen un mecanismo automatico de inactivacion, lo
que permite que los canales se recuperen rapidamente mientras que la
membrana esta aun despolarizada. Los canales de Na* permanecen en este
estado inactivo incapaces de re-abrirse, hasta unos pocos milisegundos
después que el potencial de membrana retorna a su valor negativo inicial.

Sumado a la inactivacion de los canales de Na' en algunas células
nerviosas un mecanismo secundario opera para que la membrana plasmatica
activada retomme mas rapidamente a su potencial negativo original y de esta
forma estar lista para transmitir un segundo impulso. Los canales K'
dependientes de voltaje se abren de modo tal que el flujo momentaneo de Na+
es rapidamente interrumpido por el flujo de K*, esto conduce rapidamente a que
la membrana retome al potencial de equilibrio del K' antes de que la
inactivacion de los canales de Na* esté completa (Bruce et al., 1994).

La descripcidbn dada para un potencial de accion incluye sélo una
pequena parte de la membrana plasmatica. La despolarizacién amplificada en
cada sector sin embargo es suficiente para depolarizar regiones vecinas de la
membrana, esto se repite a través de ciclos similares. De esta forma el
potencial de accidn se propaga como una onda que viaja desde el sitio inicial

de despolarizacion.
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5.2. Transmision Sinaptica.

La comunicacién intercelular en el sistema nervioso se lleva a cabo a
través de la transmision sinaptica y ésta es la principal comunicaciéon entre
neuronas y también entre neuronas y células musculares y glandulares.

Toda la transferencia de informacion involucra mecanismos quimicos vy
eléctricos. La terminal de la célula presinaptica esta especializada en
almacenar los neurotransmisores (mensajeros moleculares) en vesiculas y

liberarlos por exocitosis cuando es estimulada (Fig. 3).

_Terminal nerviosa
/

//—Neurotransmisor

= ——Brecha Sindptica

-\ 3 3 v 1]
,—‘HF; Canal idnico _"l !‘

Sinapsis Inactiva Sinapsis Activa

Fig. 3. Esquema de la sinapsis quimica.

Esta terminal presinaptica se separa de la terminal postsinaptica por
medio de una brecha sinaptica de 200 a 500 A (Lund, 1985). Este mecanismo
de transmisién es indirecto ya que el neurotransmisor difunde rapidamente,
cruza la brecha sindptica y produce un cambio eléctrico en la célula
postsinaptica por union con el canal dependiente de ligando. Después de que
el neurotransmisor fue secretado es removido rapidamente por enzimas
especificas que se encuentran el la brecha sinaptica o por re-capturacion
mediada por proteinas transportadoras (Na® dependientes) de
neurotransmisores. La rapida remocion temporo-espacial asegura la precision
de la senal en la sinapsis. Por lo tanto se asegura que no haya influencia del
neurotransmisor sobre células vecinas y limpia la brecha sinaptica antes que el

siguiente pulso de neurotransmisor sea liberado.
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Los canales idnicos activados por neurotransmisores estan
especializados en transformar rapidamente estimulos quimicos extracelulares
en estimulos eléctricos. Los canales estan concentrados en la membrana
plasmatica de la célula postsinaptica y se abren momentaneamente en
respuesta a la union con neurotransmisores moleculares, produciendo un breve
cambio de permeabilidad en la membrana. A diferencia de los canales
dependientes de voltaje responsables de los potenciales de accion, los canales
idnicos activables por neurotransmisores son relativamente insensibles a los
potenciales de membrana y por lo tanto no pueden por ellos mismos producir
amplificacion de excitacion. En lugar de eso producen un cambio local de la
permeabilidad y cambios en los potenciales de membrana. Los canales iénicos
activados por neurotransmisores funcionan como receptores. El sitio de unién
de los neurotransmisores liberados por la membrana presinaptica como los
canales i6nicos son muy selectivos. Esta selectividad determina la naturaleza
de la respuesta postsinaptica (Bruce et al., 1994). Algunos neurotransmisores
liberados por la neurona presinaptica abren canales catidnicos causando un
flujo de Na' que despolariza la membrana postsinaptica hacia el potencial
umbral que descarga el potencial de accidn, otro grupo abre canales de CI" que
suprimen la descarga manteniendo la membrana postsinaptica polarizada, lo
que lleva a la hiperpolarizacion de la membrana (Callec, 1985). De esta forma
es mas dificil despolarizar la membrana y excitar la célula. La importancia de
los neurotransmisores inhibidores es demostrada por los efectos de toxinas que
bloquean su accion, por ejemplo la estricnina se une a los receptores de glicina
y bloquea su accién que provoca espasmos musculares, convulsiones y muerte
(Bruce et al., 1994).

6. Alteraciones de la Transmisidon Nerviosa.

Las neuronas sensoriales transducen diferentes formas de energia
luminosa, mecanica, calérica o quimica provenientes del ambiente en impulsos
nerviosos que se transmiten al sistema nervioso central. Otro tipo de neuronas
generan senales que manejan musculos del sistema motor. La modificacion del
programa motor por la entrada del sistema sensorial es realizada por una

compleja interaccion entre la sinapsis quimica y la conduccion eléctrica y para
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un buen funcionamiento del sistema nervioso es fundamental una buena
relacion temporal entre los eventos eléctricos y quimicos. La mayoria de los
insecticidas neurotoxicos modifican esta relacién temporal lo que da como
resultado lesiones bioquimicas. El mal funcionamiento del circuito neuronal
altera el comportamiento del organismo, presentando hiperactividad, temblores,
movimientos motores incoordinados, convulsiones y finalmente la muerte
(Alzogaray, 1996).

7. Modo de Accion de Compuestos Neurotodxicos en Insectos.

La accién primaria de muchos insecticidas es el resultado de un ataque
a algun sitio de accion, siendo éste una enzima o un receptor (Zerba, 1988).
Las lesiones bioquimicas estan dadas por la interaccion de la molécula
insecticida con enzimas, neurotransmisores o receptores. Por ejemplo, la
interferencia con la funcion de los canales idnicos da como resultado el mal
funcionamiento de axones, dendritas y membrana sinaptica. La interferencia
con receptores de acetilcolina dan como resultado el mal funcionamiento de la
membrana postsinaptica (Lund, 1985).

La mayor parte de los esfuerzos por entender la interaccién blanco-
insecticida en la vinchuca fueron dirigidos a los insecticidas organofosforados,
cuyo blanco es la enzima acetilcolinesterasa (AChE). Esta enzima tiene un rol
fundamental en la transmisidn nerviosa (Zerba, 1988) ya que su inhibicion
resulta en la acumulacion de acetilcolina en la brecha sinaptica, dando como
resultado la estimulacion repetida de los receptores de acetilcolina.
Intentaremos describir someramente el modo de accidbn de algunos

insecticidas.

7.1. Insecticidas que Afectan la Membrana Nerviosa.

E! DDT vy el lindane estan comprendidos en un grupo de insecticidas
llamados hidrocarburos clorados, que se dividen en tres grupos:
e DDT y sus analogos
e |someros de HCH y

¢ Ciclodienos que incluyen aldrin y dieldrin.
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Los primeros signos de envenenamiento por DDT estan dados por
movimientos incoordinados, lo cual evidencia su accion sobre nervios motores.
El DDT produce en insectos temblores en todo el cuerpo, hiperexcitabilidad y
pérdida de movimiento (ataxia) posterior. La paralisis ocurre después de varias
horas de envenenamiento (Narahashi, 1983). Shanes (1949) postulé que el
DDT afecta la transmision axonal porque prolonga las caidas del potencial de
accién. Se encontré que tiene efectos inhibidores directos de varias enzimas,
pero tambien puede producir su aumento. Es conocido el caso del cerebro de
la cucaracha Gromphadorhina portentosa donde el DDT produce un 60 % de
inhibicion de adenil ciclasa y un 29 % de incremento de fosfodiesterasa
(Rojakovich y March, 1976).

En la actualidad se considera que el DDT (y piretroides) actia
prolongando el tiempo de apertura de los canales de Na* durante el potencial
de accidn, lo que produce hiperexitabilidad (Narahashi et al., 1994).

Mas tarde algunos estudios en vertebrados e invertebrados (Matsumura,
y Narahashi, 1971, Campbell et al., 1974; Neufeld y Pritchard, 1979) indicaron
que sélo una proporcidén de actividad ATPasa fue susceptible a inhibiciéon a
pesar de la concentracidon de DDT presente. Esta confusién sobre la posible
inhibicién se debe a la presencia de diferentes tipos de ATPasa. Posteriores
estudios en cerebro de rata, de bovino (Schnieder, 1975) y tejido nervioso de
crustaceos (Almeida y Pritchard, 1980) concluyen que la actividad enzimatica
es reducida pero por un camino indirecto y que solo la interferencia del DDT
con los lipidos de membrana es suficiente para alterar todas las propiedades
de modo tal que logra la inhibicién de la actividad enzimatica.

Los insecticidas ciclodienos como el dieldrin y el aldrin suprimen la
actividad de los canales de CI activables por GABA causando hiperactividad
(Narahashi, et al., 1994).

El y-HCH o lindane es un inconfundible neurotdxico y hay evidencias que
sugieren la perturbacion de la cinética del potencial de accion. En 1974 Uchida
demuestra el bloqueo de la conduccién axonal en corddn nervioso de
cucaracha. En animales y plantas se demostré que puede modificar el flujo de
iones, afectando el transporte de Na® y reduciendo la permeabilidad de la
membrana (Webb, 1979; Schefczik y Simonis, 1980).
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En insectos produce sintomas similares al DDT: temblor, ataxia, convulsiones y
paralisis pero no produce la irritabilidad caracteristica del DDT (Osbome,
1985).

Los piretroides constituyen una nueva generacion de insecticidas
sintéticos altamente activos. Sus estructuras se basan en las de las piretrinas,
las cuales son extraidas de flores de Chrysanthemum sp. pero son muy labiles
en el medio ambiente ya que se degradan rapidamente. Después de modificar
estas moléculas naturales para que fueran mas estables, los piretroides
aparecieron como una familia de insecticidas econémicamente importantes,
tanto como los organoclorados, organofosforados y carbamatos. En la
actualidad es el grupo insecticida conocido mas efectivo y de mejores
cualidades, esto de debe a que esta asociado a una muy buena selectividad
ademas de no acumularse en la ecosfera.

Con los avances electrofisiolégicos y técnicas bioquimicas se determiné
que las proteinas de los canales de Na* en la membrana nerviosa es uno de los
blancos primarios de piretroide. Se observa que el piretroide induce una
actividad repetitiva, llamada tren de impulsos nerviosos que domina la actividad
y reemplaza los patrones normales de impulsos simples que conducen a un
completo disturbio del sistema nervioso. Los o6rganos sensoriales, las
terminales nerviosas y los érganos neurosecretores son especialmente
afectados, provocando hiperexcitacion, incoordinacion y paralisis (Ruigt, 1985).

Los compuestos hasta aqui vistos afectan la permeabilidad ibnica,

organofosforados y carbamatos son insecticidas anticolinesterasicos.

7.2. Insecticidas Anticolinesterasicos.

Dentro de este grupo se encuentran los insecticidas pertenecientes al
grupo de los organofosforados y carbamatos.

Estos insecticidas actuan a nivel del espacio sinaptico donde la
acetilcolina interviene como “transmisor del impulso nervioso. La acumulacién
de acetilcolina en el organismo provoca la aparicion de sintomas téxicos que
conducen a incoordinacion y muerte. De ahi que en cuanto la acetilcolina ha
cumplido su misidbn sea destruida inmediatamente por la enzima

acetilcolinesterasa (AChE) que Ia hidroliza a colina y acido acético.
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El complejo fromado por AChE y acetilcolina es de vida muy breve. Cuando
existe en el medio un sustituto de la acetilcolina, la acetilcolinesterasa actua
sobre éste, no hidroliza la acetilcolina, ésta se acumula y se presentan los
efectos téxicos (Barbera, 1989).

Los insecticidas organofosforados se unen a la colinesterasa actuando
como sustitutos de la acetilcolina. El complejo formado por el inhibidor y la
acetilcolinesterasa es en general mas estable y menos hidrolizable que el
formado por acetilcolina-colinesterasa. El complejo formado por los
“etil'derivados fosforicos es mas estable y consecuentemente menos
hidrolizable que el formado por los “metil derivados. Esto determina la mayor
toxicidad de los primeros (O 'Brien,1970).

Existen numerosas pruebas que avalan la hipétesis de este modo de
accion y de modo cualitativo se comprueba que la toxicidad en insectos y
animales se corresponde con la inhibicion de la colinesterasa. No sélo los
efectos téxicos observados coinciden con los tipicos de la acumulacion de
acetiicolina, sino que tal acumulacion fue comprobada en varios casos. Los
antagonistas de la intoxicacion por acetilcolina lo son también de las
intoxicaciones por derivados fosféricos como son atropina, yoduro de
metilpiridinio-2-aldoxima:PAM y yoduro de dodecilpiridin-2-aldoxima:PAD
(O’Brien,1970).

Los insecticidas carbamicos al igual que los fosforados ejercen su accion
téxica inhibiendo la colinesterasa. En esta accién tiene gran importancia la
estructura molecular y estérica del carbamato. Asi los derivados con grupos
organicos no ionizables son capaces de reemplazar a la acetilcolina frente a la
colinesterasa, mientras que los derivados ionizables como las sales de amonio
cuatemario no poseen accién insecticida.

Respecto a la configuracion estérica de los carbamatos resulta bastante
generalizado que en los N-metilcarbamatos de fenilo, la sustitucién en posicidon
“meta’(posiciones 3, 5) se asemeja a la configuracién acetilcolinica y por ello la
accion insecticida de los mismos es superior a la de analogos “orto’y “para’.

Contrariamente a lo que ocurre en la intoxicacidon con insecticidas
fosforados el PAM ni el PAD son antidotos. Solamente la atropina es efectiva
(O'Brien, 1970).
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Los sintomas mas comunes por envenenamiento con organofosforados
son hiperexcitabilidad, temblores, convulsiones y paralisis aunque la causa
ultima de la muerte en insectos es dificil de probar. Por otro lado los
carbamatos son potentes inhibidores de la colinesterasa como los
organofosforados, la gran diferencia entre ellos es que la inhibicién de la
colinesterasa por carbamatos es reversible (Matsumura, 1976). La intensidad
de las descargas repetitivas y la actividad relativa del sistema nervioso
depende del tipo de insecticida, dosis, especie de insecto y temperatura.

La tendencia actual es la busqueda de compuestos con blancos de
accion mas especificos de insectos para lograr maxima selectividad y minimo
riesgo toxicolégico en mamiferos. Dentro de este contexto sustancias capaces
de bloquear la recepcidén sensorial del insecto y alterar su comportamiento
representan altemativas muy promisorias de nuevas formas de control mas

selectivas.

8. Receptores Sensoriales en Triatominos.
8.1. Generalidades de Receptores Sensoriales.

En el comportamiento de los insectos la orientacion es una etapa
fundamental, ya que determina la direcciéon de los movimientos del animal en
respuesta a estimulos extemos (Wigglesworth, 1934). La orientacién y la
alimentacion en Rhodnius prolixus fueron descriptos como una cadena de
eventos en la cual la iniciacion de la respuesta esta condicionada por el estado
fisioldgico del insecto. Estos insectos son arrancados de su estado de akinesis
respondiendo a corrientes de aire o calor (Nuiez, 1982).

La orientacién de los insectos hematofagos hacia su fuente de alimento
esta guiada por distintos estimulos tales como corrientes de aire (anemotaxis)
(Kennedy, 1977) y compuestos quimicos como didxido de carbono (Nuiez,
1982, 1987). De esta forma los insectos se van acercando a la zona donde el
gradiente de concentracion de moléculas odoriferas es bien percibido
(quimiotaxis); ya en la proximidad, el calor emitido por el animal de sangre
caliente parece ser la clave necesaria y suficiente para la orientacion y para

desencadenar |a respuesta de picar (Lazzari, 1990).
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Los insectos indagan la superficie a picar con la punta del labio y
posteriormente las mandibulas y maxilas penetran la piel, inyectan saliva y
succionan sangre. Esta ingestion continua en presencia de un fagoestimulante
apropiado hasta que el abdomen alcanza un volumen critico, esto es
controlado por receptores de estiramiento abdominales. Las ninfas pueden
aumentar nueve veces su peso corporal en una sola picada y los adultos tres
(Friend y Smith, 1977).

Muchos insectos seleccionan el tipo de alimento a ingerir por los olores
caracteristicos que éstos generan (Frankel, 1969).

Los olores atractantes de insectos a la distancia contribuyen al
reconocimiento final y desencadenan el comportamiento alimentario,
oviposicién y otras respuestas. Compuestos volatiles como el didoxido de
carbono liberados por el hospedador probaron ser estimulos muy importantes
en la activacién y orientaciéon de Triatoma infestans. El acido lactico, un buen
atractante en mosquitos (Bar-Zeev, 1977) no es un buen estimulo para
Triatoma infestans (Nunez, 1982).

La deteccidn de un estimulo como el olor se realiza principalmente por
medio de las sensilias de las antenas y en menor grado por la de los palpos
(Wigglesworth, 1934). La especificidad de sustancias odorantes se estudiaron
por electrofisiologia y comportamiento. A las células receptoras se las puede
clasificar en especialistas y generalistas (Schneider, 1964). Las células
especialistas tienen una muy alta especificidad por los odorantes mientras que
las generalistas reciben un amplio espectro de moléculas odorantes (Morita
and Shiraishi, 1984). La discriminacién de estimulos, demuestra que los
insectos tienen varios tipos de células receptoras (Morita and Shiraishi, 1985).

Ademas del estimulo odorifero, es muy importante en insectos
hematéfagos el estimulo térmico. Wigglesworth (1934) midié en Rhodnius la
respuesta a una fuente de calor, constituida por un tubo de ensayo con agua a
35 - 38°C ubicado a 5, 5 cm. de distancia. Esta respuesta se mantuvo al cubrir
ojos y ocelos con bamiz opaco y al amputar la proboscis por su base, pero no
al amputar ambas antenas, lo que indicaria que los termoreceptores estarian

principalmente ubicados en [as mismas.
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Por otro lado Lazzari y Nufiez (1989) atribuyen a los termoreceptores
antenales de Triatoma infestans su orientaciéon hacia determinadas fuentes de
calor. Ellos encontraron que Triatoma infestans puede percibir radiacion
infrarroja emitida por una fuente de calor y que puede discriminar las
temperaturas acercandose significativamente a los 32°C y repeliendo a fuentes
de 50°C. Cuando una vinchuca se acerca a una fuente de calor, se
desencadenan una serie de eventos comportamentales que culminan con el
intento de picar (Lazzari, 1990).

Estos eventos de comportamiento cubren siete pasos que muestran el
siguiente orden de umbral creciente:

e Sale del estado de akinesis (separa el cuerpo del sustrato y
mueve las antenas),

e Se orienta y realiza movimientos locomotores de aproximacion
a la fuente,

e Extiende la proboscis (reflejo rostral),

e Contacta con la piel,

e Perfora la membrana con los estiletes,

e Prueba el alimento y succiona.

Cuando el insecto no puede localizar la fuente de calor se limpia las
antenas, posiblemente para disminuir el ‘ruido” o bloqueo de los receptores por
particulas de suciedad y de este modo recibir mejor la sefial (Lazzari, 1990). La
preferencia es por fuente caliente cubierta por piel. Pero si falta el estimulo
térmico, la estimulacion quimica de la piel no es suficiente para evocar una

respuesta (Wigglesworth, 1934).

8.2. Clasificacion General de los Receptores.

Historicamente, varios tipos de sensilias fueron identificadas sobre la
cuticula. La clasificacion de nueve tipos basicos fueron descriptos por
Snodgrass (1926, 1935). Schneicer en 1964 realizd una revision de sensilias
de antena, agrego otros tipos a los que posteriormente se sumaron dos o tres
mas que aparecieron en la literatura a posteriori. Pero exceptuando algunas
divisiones en subtipos las bases dadas por Snodgrass siguen siendo muy

usadas hoy en dia.
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La morfologia basica fue interpretada principalmente por medio de
microscopia optica. Con el paso de los anos se vio la necesidad de atribuirle
funciones a los distintos tipos de sensilias. Inicialmente la funcion fue inferida
por la estructura y posicion o por el comportamiento del insecto después de
incapacitario en algunos de sus campos sensoriales (por ejemplo cortando o
pintando las antenas). Mas recientemente las funciones especificas de los
distintos tipos de sensilia se identificaron por electrofisiologia en algunos
insectos y a partir de estos estudios se infirieron sus funciones en otros
insectos por asociacion de estructuras con los tipos conocidos. Posteriormente
estas suposiciones fueron corroboradas por electrofisiologia confirmandose en
algunos casos pero no en otros. De igual manera la inferencia por asociacion
ultraestructural con tipos conocidos puede ser erronea (Zacharuk, 1985).

En 1983, Lazzari realiz6 un estudio de reconocimiento de receptores
sensoriales de las antenas de Triatoma infestans utilizando microscopia 6ptica
y electronica de barrido, junto con experiencias de comportamiento. De esta
forma establecié la morfologia y posibles funciones de las sensilias antenales;
las caracterizo y las denominé siguiendo la clasificacion de Wigglesworth y
Guillet y los tipos morfolégicos de acuerdo a lo expuesto por Snodgrass
(1926, 1935).

8.3. Tipos de Sensilias y Receptores Sensoriales en Triatoma
infestans.

A las sensilias de antena de Triatoma infestans Lazzari(1983) las
clasifico en distintos subtipos, de | a XV.

Tipo |I: sensilia tactil de tipo quético con funcion mecanorreceptora.

Tipo H: estructura tricoide interpretada como quimiorreceptor por
Wigglesworth y Gillet (1934). Mayer (1968) demostré que responden a
respiracion humana por electrofisiologia.

Tipo 1il: estructura tricoide posiblemente quimiorreceptora, aunque no se
descarta funcién termorreceptora.

Tipo IV: sensilia basicdnica similar a la de tipo lll excepto por su tamaro
y forma segun Wigglesworth y Gillet (1934). En Triatoma infestans la estructura

no es idéntica a la de Rhodnius.
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Tipo V: estructura quética que se considera mecanorreceptora.

Tipo VI. sensilia quética corta de insercion profunda que permite
considerarla como mecanorreceptora.

Tipo VII: mecano y quimiorreceptora.

Tipo VHI: quimiorreceptora.

Tipos IX y X: celocdnicas visibles solo por microscopia electronica con
probable funcion termorreceptora.

Tipo Xl: visible al microscopio 6ptico con funciéon de sentido quimico
general.

Tipo Xll: tricobotrias tipicas posiblemente para detectar vibraciones o
corrientes de aire.

Tipo Xill: quimiorreceptores.

Tipo XIV: propiorreceptores.

Tipo XV: mecanorreceptores.

En algunos casos las sensilias pueden tener funcién mixta ya que estan
inervadas por varias neuronas (Lazzari, 1983). Las sensilias simples de
muchos insectos presentan varios tipos de células receptoras, corroborado por
electrofisiologia ya que dan registros diferentes (Altner y Loftus, 1985). En
Tniatoma infestans esto fue observado por Bernard (1974), quien también
estudié sensilias del ultimo artejo del rostro, a las que describié como: grandes
sensilias que entran en contacto con la piel del hospedador antes que el rostro
mismo y pequenas sensilias puntiagudas situadas en la proximidad de la
abertura que permite el pasaje de los estiletes. Dentro de los estiletes
mandibulares observé receptores capaces de responder a estimulacion
mecanica mas evidente a temperaturas entre 30 a 35°C. No se observd
respuesta a estimulacién quimica por glucosa, solucion salina y sangre fresca.
Dentro de los estiletes maxilares los receptores no parecen responder a
estimulo quimico. En cambio muestran fuerte respuesta a estimulo mecanico y

a variaciones de humedad relativa del aire.

8.4. Receptores y Neuronas Sensoriales.

Las células sensoriales nerviosas que inervan a todos los tipos de

sensilias son basicamente similares en forma y estructura.
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Son tipicas células bipolares con el cuerpo celular localizado
periféricamente dentro o justo debajo de la epidermis cercana a la cuticula
sensorial que inerva. El axén se extiende desde el ahusado y usualmente poco
diferenciado polo proximal del cuerpo celular hacia el nervio mas cercano. La
dendrita emerge del polo opuesto al axon y se dirige hacia la cuticula sensorial,
que también tiene forma ahusada aunque varia su tamafo segun las diferentes
sensillas (Fig. 4) (Zacharuk, 1985).

I cu

Fig. 4. Esquema de una tipica sensilia de insecto. CS, cavidad ciliar; CU,
cuticula; E, epidermis; G, célula glial envolvente basal; I, célula envolvente intema o dendritica;
M, célula envolvente intermedia; N, célula nerviosa; O, célula envolvente externa; SS, cavidad

sensiliar.

8.4.1. Receptores Olfatorios.

A pesar de los diferentes subtipos de sensilias olfatorias existe un
esquema general donde el receptor cuticular abarca siempre el segmento
exterior de la dendrita de la célula olifatoria, rodeada por un medio extracelular
o linfa receptora confinada en la pared cuticular de la sensilia (Steinbrech,
1987).
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En contraste con otras sensilias la pared de la sensilia olfatoria esta
siempre perforada por un gran numero de poros (Schneider y Steinbrecht,
1968, Steinbrecht, 1984) para permitir el pasaje de las moléculas odorantes

como se muestra en la Fig. 5.

Fig. 5. Esquema de la organizacién general de la sensilia olfatoria de

insecto. RR, una o varias células sensoriales bipolares; TH, célula tecégena; TR, célula
tricégena; TO, célula tormégena,; AX, axén; ID, segmento intemo de la dendrita; OD, segmento

externo de la dendrita; RL, linfa receptora.

La molécula odorante debe atravesar la linfa receptora acuosa en la cual
se ha informado la presencia en alta concentracion proteinas “binding” de dos
tipos PBP (pheromone-binding proteins) o GOBP (general odorant-binding
proteins) en insectos (Pelosi y Maida, 1990; Vogt et al.,, 1990) capaces de
unirse con el odorante facilitando su llegada a la membrana de la dendrita
(Pelosi y Maida, 1995).

8.4.2 Receptores Gustativos.

Compuestos de plantas hospedadoras o no, entran a la sensilia a través
del poro terminal y difunden en el fluido interno de la sensilia para luego
alcanzar al receptor molecular inserto en la membrana plasmatica distal de la

dendrita una vez que se produce la unidn a estas proteinas se inicia el proceso

23



introduccion

de transduccion de la sefal gustativa. Cambios en la configuracién de la
proteina receptora pueden abrir los canales i6nicos que son parte de esta
molécula (canales iénicos dependientes de ligando) o a través de sistemas de
segundos mensajeros que amplifican la sefnal, abren un grupo distante de
canales idnicos insensibles a voltaje. De esta forma una corriente iGnica
despolariza o hiperpolariza la membrana plasmatica de la neurona gustativa.

La propagacion del impulso en el sistema nervioso central es por
canales ionicos sensibles a voltaje de los axones. La accion de los ligandos
gustatorios probablemente termina por una desactivacion enzimatica presente
en la linfa de la sensilia (Prestwich y Blomquist, 1987; Stengl et. al., 1992). Los
mecanismos propios de las neuronas gustatorias dependen de los cambios en
el potencial de membrana que da como resultado un gradiente de iones que

son estabilizados y mantenidos por bombas idnicas (Frazier y Chyb, 1995).

9. Antecedentes de Inhibicion Alimentaria.

En 1968, Ascher y Moscowitz, informaron que los fentinos (acetato de
trifenil estano) usados hasta ese momento como fungicidas, alguicidas y
molusquicidas producian una moderada inhibicién alimentaria en larvas de
Musca domestica vicina produciendo un marcado descenso en el peso de la
pupa. Riddiford (1970) informé que los receptores para feromonas sexuales del
macho de Antheraea pernyi (gusano de seda) podrian ser bloqueados por
vapores de formaldehido en forma reversible. Berger y Estes (1987)
comprobaron el bloqueo de los receptores para feromonas sexuales en
Trichoplusia ni con N-alquilmaleimidas con grupos alquilo de 2 a 12 atomos de
carbono, siendo los mas activos los que tienen 2 a 6 carbonos. Este bloqueo
sensorial con los maleamicos produjo un dano permanente y acumulativo.
Como antecedente previo, Ma (1977, 1981) observé que los sistemas
quimiorreceptores eran sensibles a compuestos que reaccionan con grupos
sulfhidrilos. Sugirié que los mecanismos de interferencia eran similares en
todos los receptores gustativos y que se realizaban a nivel de los grupos
sulfhidrilos de las proteinas de la membrana del receptor afectando en algunos

casos no solo las funciones sensoriales sino también la actividad alimentaria.
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Esta hipotesis fue sostenida por otros autores (Frazier y Heitz, 1975; Singer et
al., 1975; Ma, 1981).

El aldehido sesquiterpenoide warburganal, aislado de una planta
(Warburgia) produjo inhibicién alimentaria en Spodoptera sp. (Kubo vy
Nakanishi, 1977). Estudios posteriores sobre Pieris brassicae usando otros
terpenoides (polygodial, warburganal y muzigadial) también fueron inhibidores
de la alimentacién (Schoonhoven y Yan Fu-Shun, 1989).

Una tendencia importante en el uso de los inhibidores alimentarios es su
obtencion a partir de extractos de plantas. Dentro de este grupo la azadiractina,
compuesto extraido del arbol de la India Azadirachta indica, es uno de los
hallazgos mas importantes (Ascher, 1992), ya que demostré ser un potente

inhibidor de la alimentacion de los insectos.

9.1. Bloqueo de Receptores Sensoriales.

La alimentacion es uno de los comportamientos basicos mas importantes
para la supervivencia de un animal y una especie. El animal ingiere sustancias
quimicas necesarias para la produccion de energia, para crecimiento y
desarrolio (de Boer, 1995).

Los ultimos 400 millones de anos mostraron un complejo proceso de
coevolucion entre plantas e insectos fitéfagos (Ehrlich y Raven, 1964; Futuyma
y Keese, 1992). Las plantas crean barreras mecanicas y quimicas de
proteccion contra insectos tales como terpenoides, alcaloides y fenoles que
inhiben la alimentacion (Harborne, 1993; Rosenthal y Berenbaum, 1992;
Rosenthal y Janze, 1979).

El uso practico de productos naturales que inhiben la alimentacién del
insecto para su control se ha convertido en una realidad. Avances recientes en
el aislamiento, determinacion estructural y sintesis de estructuras parciales de
antialimentarios han permitido obtener estudios de modo de accion que han
llevado a un incremento en la lista de productos comerciales basados en la
inhibicion alimentaria. Esto nos da una idea clara de las aplicaciones en este

campo de estudios (Frazier y Chyb, 1995).
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Los antialimentarios en insectos estan definidos someramente como

compuestos quimicos que inhiben la alimentacién, lo que determina la

consecuente muerte del animal. En una definicion mas detallada podemos decir

que cuando un compuesto impide, bloquea o de alguna manera interfiere con la

seleccion de alimento y el consumo posterior se llama inhibidor alimentario.

En el cuadro siguiente se observan diferentes mecanismos de inhibicidn

alimentaria en las diferentes etapas del comportamiento alimentario (Cuadro 1).

mecanismo comportamiento probable blanco
fisiolégico alimentario de accidén
recepcion sensorial ORIENTACION
SNC
PRE movimiento de patas U
INGESTIVO
recepcion sensorial ELECCION DEL
SNC HUESPED receptores
mov. de partes bucales sensoriales
U
quimio y mecanorec. receptores
INGESTIVO SNC INGESTION sensoriales
salivacion mausculos estomodeo
mov. partes bucales U enzimas salivares
mecanorecepcion ALMACENA cél.
SNC MIENTO mecanoreceptoras
mov. intestinales miusculos estomodeo
] enzimas digestivas
DIGESTION epitelio y mdsculos
induccion enzimatica del mesenteron
POST enzimas digestivas
U
INGESTIVO
transporte de agua y ABSORCION epitelio y musculos
nutrientes del proctodeo
SNC U tubulos de Malpighi

METABOLISMO
U

EXCRECION

Cuadro 1. Pasos del comportamiento alimentario y mecanismos de inhibicién

alimentaria. Adaptado de Frazier and Chyb.
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La inhibicién preingestiva podria estar asociada con mecanismos
fisiologicos involucrados en la orientacion, busqueda y selecciéon del
hospedador. La inhibicién de la actividad alimentaria preingestiva es rapida y
ocurre en los primeros momentos de contacto con la potencial fuente de
alimento (Frazier y Chyb, 1995). Los blancos de accién para la inhibicion
alimentaria preingestiva esta localizada en la sensilia quimiorreceptora que
manda mensajes al sistema nervioso central y determina una falta de
aceptabilidad. Antialimentarios o disuasivos alimentarios constituyen una clase
de inhibicion alimentaria que actua a través de receptores gustativos y provoca
rechazo hacia el alimento cambiando el cédigo sensorial de aceptable a
inaceptable (Frazier y Chyb, 1995).

En la Fig. 6 vemos un esquema mas detallado del bloqueo de
quimiorrecepcion donde el potencial blanco molecular para la inhibicion
alimentaria actua a nivel de quimiorreceptores de contacto. Mucho de esta
descripcion se basa en nuestro conocimiento de sistemas quimiorreceptores en

otros animales con algunas evidencias directas sobre insectos (Frazier, 1992).
Receptor Gustativo

Enzimas Degradativas

Canales Ibnicos Insensi
bles a Voltaje

Bombas Idnicas

Canales Idnicos Depen-
dientes de Voltaje

Fig. 6. Esquema de potenciales blancos moleculares de inhibidores
alimentarios en sensilias de contacto en insectos. Se muestran cinco clase de
blancos: receptor gustativo, canales ibnicos dependientes de voltaje, canales ibnicos insensibles
a voltaje, enzimas degradativas o bornbas ibnicas.
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9.2.Importancia de los Antialimentarios Para el Control de
Insectos.

Desde algunos anos atras, a nivel publico y gubernamental aumenté el
interés en realizar control de insectos reduciendo el uso de insecticidas
neurotéxicos limitando el impacto en el ambiente y la salud humana. En la
ultima década se dio un gran impulso al uso de insecticidas no convencionales.

Esta nueva altemnativa incluye el uso de feromonas y el uso de
organismos que producen enfermedades en el insecto plaga, por ejemplo,
bacterias, virus, nematodes, hongos (Ghassemi, et. al., 1983) como una
aproximacion racional al control integrado de plagas (Avé, 1995).

Los insecticidas neurotéxicos en general son téxicos en mamiferos y
actualmente su uso esta limitado por el desarrollo de resistencia en numerosas
especies plaga. Los compuestos inhibidores de la alimentacion tienen en
cambio modos de accion especificos para insectos y usados racionalmente y a
dosis minimas se podria demorar la aparicidn de resistencia (Frazier y Chyb,
1995).

Ventajas adicionales de los antialimetarios son la baja actividad residual,
bajo impacto ambiental (Griffiths, 1988, 1990; Norris, 1986), inhibicion
alimentaria altamente selectiva y dosis efectivas muy bajas.

Dado que los blancos de la inhibicidén alimentaria son diferentes a los de
los insecticidas tradicionales, estos compuestos podrian ser muy utiles en el
control de poblaciones resistentes a los insecticidas clasicos, representando de
este modo una tactica utilizable en programas de manejo integrado de plagas.
Muchas poblaciones resistentes a estos insecticidas podrian ser controladas
con ellos (Holloway y McCaffery, 1988). La probabilidad de desarrollar
resistencia en insectos blanco podria ser mas baja que con los agroquimicos
clasicos, principalmente porque la interrupcion del comportamiento alimentario
es seguido por una amplia variedad de factores de mortalidad (Griffith, 1990).

La aceptacidén o rechazo del alimento es mediada nor estructuras
sensoriales localizadas en el aparato bucal, el canal alimentario o las antenas
(Zacharuk, 1980; Frazier, 1985).
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La mayoria de los insecticidas sintéticos que se han usado y se usan
actualmente en el control de plagas, son compuestos neurotoxicos. A pesar de la
buena selectividad que poseen algunos de ellos, siguen representando un riesgo
toxicolégico para el hombre y los animales que él protege.

La tendencia actual en el control quimico y racional de plagas es el uso de
compuestos con blancos de accién especificos de insectos. Dentro de este contexto
los modificadores del comportamiento de los insectos en general y los inhibidores del
comportamiento alimentario en particular, resultan una altemativa muy promisona en
el control de insectos plaga.

Los avances recientes en el aislamiento, determinacion de estructuras y
sintesis de compuestos antialimentarios han dado valiosa informacion para el estudio
de modos de accion. Se distinguen asi los inhibidores preingestivos cuyo modo de
accion esta asociado al bloqueo de receptores sensoriales responsables de la
orientacion, busqueda y seleccion de la fuente de alimento. Teniendo en cuenta
que dicho bloqueo sensorial puede ser producido por compuestos que reaccionan con
grupos -SH de estructuras sensoriales de insectos, se sintetizé en el CIPEIN una serie
de compuestos reactivos de sulfhidrilo, los N-alquil maleamatos de metilo.

El propésito de esta Tesis fue estudiar el efecto de estos maleamatos en el
comportamiento alimentario de Trnatoma infestans (vinchuca), pnncipal vector de la
enfermedad de Chagas en nuestro pais.

Una vez determinada la inhibicion alimentaria, fue de interés estudiar si la
exposicion permanente de poblaciones experimentales de Triatoma infestans a dichos
compuestos antialimentarios, producia alteraciones en la curva de crecimiento
poblacional.

En un intento por realizar aportes al entendimiento del modo de accion se
estudié mediante técnicas de actometria, las alteraciones en la respuesta a estimulos
térmicos y/o quimicos en vinchucas con presunto bloqueo sensorial debido al
tratamiento con maleamatos.

El uso de inhibidores alimentarios en el control de poblaciones de Tratoma
infestans, representa una alternativa al uso de “insecticidas clasicos” mediante el
manejo de poblaciones del insecto plaga con dosis reducidas de compuestos mas
selectivos que produzcan menor impacto en el medio ambiente y en la salud humana.
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1. Material.
1. 1. Biolégico.

Huevos, ninfas y adultos de Triatoma infestans cepa CIPEIN, obtenidos

de una colonia mantenida en nuestro laboratorio durante 20 afios a 28 - 30°C y
50 -60% HR y 12 :12 hs luz : oscuridad.

Los insectos se criaron en cajas de acrilico de 30 x 30 cm de base y 40
cm de altura con soportes internos entre los que se colocd papeles de filtro
(Cerisola, et al., 1974). Todos los insectos se alimentaron semanalmente
introduciendo una paloma inmovilizada durante 60 minutos dentro de las jaulas
de cria (Picollo et al., 1976).

Los distintos estados de desarrollo se determinaron de acuerdo a la
clasificacion de Brewer y colaboradores (1981).

Para la determinacion de efecto antialimentario se utilizaron ninfas de 5°
estadio, de 10 - 12 dias de edad, ayunadas desde la ultima alimentacion en el
estadio anterior.

Para preparar las poblaciones experimentales se utilizaron insectos
adultos y ninfas de todos los estadios de 10 dias de edad y ayunadas desde la
uitima comida en el estadio anterior. Las ninfas del 1er estadio tenian 5 dias de

edad y los huevos 9-12 dias de desarrollo.

1. 2. Quimico.

Se utilizd una serie de metil ésteres de acidos maleamicos N-sustituidos
(mezclas de isémeros cis-trans) sintetizados por la Lic. Paola Gonzalez Audino
en el Lab. de Quimica Organica del CIPEIN. Estas mezclas de isomeros se
obtuvieron por esterificacion de los acidos N-alquilmaledmicos. Los
sustituyentes alquilicos utilizados fueron etilo, propilo, butilo, hexilo, heptilo,
octilo, decilo y dodecilo. Los compuestos finalmente obtenidos fueron:

N - etil maleamato de metilo (EMM),

N - propil maleamato de metilo (PMM),
N - butil maleamato de metilo (BMM),

N - hexil maleamato de metilo (HMM),
N - heptil maleamato de metilo (HpMM),
N - octil maleamato de metilo (OMM),

N - decil maleamato de metilo (DeMM),
N - dodecil maleamato de metilo (DMM).
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La obtencion de los isébmeros trans y cis puros se logré por la
esterificacion de los acidos maleamicos N-sustituidos en condiciones acidas y
alta temperatura o neutras y baja temperatura respectivamente (Gonzalez
Audino, 1996). Los distintos isémeros fueron analizados por cromatografia gas
liquido por la Lic. Adriana Martinez del CIPEIN y su estructura identificada por
resonancia magnética nuclear (Varian 60 Mhz) por el grupo de quimica
Organica del CIPEIN. La estructura general de los dos isomeros geométricos

sintetizados es:

CIS TRANS

o 0o

| |
H—C—C—NHR RHN—C—C—H

[ I
H—C—C—OCH; H—C—C—OCH;
|
| |

R: etil (EMM), propil (PMM), butil (BMM), hexil (HMM), heptil (HpMM),
octil (OMM), decil (DeMM), dodecil (DMM).

Todas las drogas y solventes utilizados fueron de grado analitico (Merk
Quimica, Bs. As., Argentina).

2. Métodos.
2. 1. Evaluacion del Efecto Antialimentario.

2. 1. 1. Aplicacion Topica.

Un microlitro de las distintas diluciones acetdnicas de los compuestos a
testear, se aplico (empleando una jeringa Hamilton de 50 wul con
microaplicador) sobre la superficie dorsal de |la cabeza de ninfas V de Triatoma
infestans, de acuerdo a lo descripto en material biolégico (con un peso
promedio de 60 mg) (Picollo et al., 1987). Para cada compuesto se aplicaron
por duplicado 5 dosis diferentes sobre grupos de 5 a 6 vinchucas. Se traté a un
grupo control con la misma técnica pero solamente con solvente.

A las 24 horas postratamiento se ofrecié una paloma inmovilizada como

fuente de alimento dejandolos expuestos a la paloma el mismo tiempo que se
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dejo expuestos a los insectos controles para que se alimentaran

(aproximadamente 20 minutos) como se observa en la siguiente fotografia:

Al cabo de ese tiempo se registré el numero de insectos alimentados y
no alimentados. Esta determinacion se realizé visualmente ya que las ninfas,
en las condiciones utilizadas ,cuando se alimentaron lo hicieron a replecion
distendiendo al maximo los abdémenes con un aumento significativo de peso
entre 5y 7 veces (Fontan and Zerba, 1992).

En todo momento las condiciones ambientales fueron 25°C y 50% HR.

Los resultados se expresan como DEs, (dosis efectiva para inhibir la
alimentacion en el 50 % de los individuos en ensayo). Los valores de DEs, se
calculan mediante un programa de probabilidad estadistica, basado en el
método PROBIT (Litchfield y Wilcoxon, 1949; Zerba, et al., 1987).

2. 1. 1I1. Exposicion a Papeles Impregnados.

Ninfas V de Triatoma infestans, de edad y ayuno descripto en material

biolégico fueron expuestas durante 24 horas a papeles de filtro Whatman N° 1

de 72 cm2 de superficie (4 x 18 cm) impregnados con 1 ml de solucién
aceténica de cinco dosis de cada uno de los distintos compuestos,
ensayandose por duplicado grupos de 5 6 6 vinchucas. Después de

impregnado el papel se dej6 evaporar el solvente durante una hora antes de
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exponer los insectos. A las 24 horas de exposicion al papel tratado se ofrecio
una paloma inmovilizada como fuente de alimento.

Se determind el nimero de insectos alimentados después de estar
expuestos a la fuente de alimento el mismo tiempo que se dejé expuestos a los
insectos controles (topicados con solvente segun el punto 2.1.l. de la
metodologia) para que se alimentaran (20 minutos). Todo el ensayo se realizd
a 25°C y 50 - 60% HR. Los resultados se expresan como CEso (concentracion
efectiva necesaria para inhibir la alimentacion del 50 % de los insectos). Los
valores de CEsy se calculan mediante un programa de probabilidad estadistica,
basado en el método PROBIT.

2. 1. IIL. Interposicién de Telas Impregnadas.

Trozos de 7 x 9 cm de telas de gasa (malla 0,2 mm) se impregnaron con
1 ml de solucién acetonica de las distintas concentraciones de los compuestos,
ensayandose por duplicado grupos de 5 6 6 ninfas de 5° estadio. Se dejé
evaporar el solvente durante 1 hora y se interpusieron las telas entre los
insectos y la fuente de alimento. Se determind el nimero de insectos
alimentados después de estar expuestos a la paloma el mismo tiempo que se
dejé expuestos a los controles para que se alimentaran (Picollo et al., 1993).
Los insectos utilizados fueron ninfas V de Triatoma infestans en las
condiciones descriptas en material biolégico. Las condiciones ambientales se
mantuvieron a 25°C y 50% HR. Los resultados se expresan como CEsg
(concentracion de compuesto sobre la tela que interrumpe la alimentacion del
50 % de las ninfas expuestas). Los valores de CEs, se calculan mediante un

programa de probabilidad estadistica, basado en el método PROBIT.

2. 1. 1IV. Determinacion del Efecto Residual de Papeles
Impregnados.

Papeles de filtro Wathman N° 1 de 4 x 14 cm de lado, se impregnaron
con 1 ml de la solucién aceténica de los cis maleamatos BMM y HpMM en
concentraciones iguales a las utilizadas en poblaciones experimentales
(0,1mg/cm?). Estos papeles se mantuvieron en las mismas condiciones que los

de las poblaciones experimentales (25°C y 50% HR) pero sin insectos.
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A distintos tiempos de envejecimiento (120, 250 y 380 dias) tres grupos de 10
ninfas de 5° estadio, estandarizadas de acuerdo a lo establecido en material
biolégico, se expusieron durante 24 horas a los papeles impregnados y
envejecidos. La actividad residual de los maleamatos en los papeles de filtro se
midi6 como porcentaje de los insectos expuestos que no se alimentaron

después de una oferta de alimento durante 20 minutos.

2.2.Evaluacién del Efecto Sobre Poblaciones Experimentales.

Se preparan poblaciones experimentales de Triatoma infestans formadas
por 15 ninfas de cada uno de los estadios, alimentadas en el estadio anterior y
ayunadas desde el primer dia de muda, hasta los 10 dias de edad. Las ninfas |
se separaron el primer dia de eclosion y se las utilizé con tres dias de ayuno,
ya que se deshidratan mas facilmente. Para la seleccion de los adultos se
separd un grupo de ninfas V que fueron alimentadas a replecion para estimular
la muda. En el primer dia de aparicion de los adultos se separaron machos y
hembras (10 de cada sexo) para asegurar hembras virgenes al momento de
comenzar los ensayos (Picollo, et al. 1993). Las poblaciones experimentales se
colocaron en cajas de acrilico de 18 x 18 x 18 cm de lado que contenian
papeles de filtro en sus bases para retener la suciedad de los insectos y una

red de soportes de acrilico formada por seis rectangulos de 4 x 14 cm de lado.

Se impregnaron cinco papeles de filtro Whatman N° 1 de 72 cm2 de superficie
(4 x 18 cm) con 1 ml de la correspondiente solucion acetonica de los
maleamatos y se dej6 evaporar el solvente durante 1 hora.

Las concentraciones usadas fueron 0,4 y 0,7 mg/cm2 para cis-trans
maleamatos y 0,1 mg/cm? para los cis maleamatos purificados.

Los papeles impregnados se colocaron entre los soportes de acrilico del
interior de las cajas de cria experimentales y sirvieron de soporte permanente
para los insectos en ensayo. De la misma forma se prepard una caja control
impregnando los papeles con acetona. Los papeles asi impregnados se
mantuvieron sin cambios durante todo el tiempo que durd la experiencia (380
dias). La oferta de alimento se realizd una vez por semana y se mantuvieron

las condiciones ambientales de cria. Semanalmente se registré6 para cada
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huevos depositados. Los resultados obtenidos se graficaron como ndmero total
de individuos a cada tiempo de lectura y el numero total de huevos

acumulados.

2. 2.1. Tratamiento Estadistico de los Resultados.

La inhibicion alimentaria de los insectos expuestos a los maleamatos por
las tres metodologias descriptas, se midi6 como la dosis o concentraciéon de
compuesto que inhibe la alimentacion del 50% de insectos (DEsy 0 CEsp). Estos
parametros se calcularon mediante un programa de computadora realizado por
el Dr. José Luis Sivori en el CIPEIN, basado en el analisis estadistico “probit”
(Litchfield and Wilcoxon, 1949). En cada caso se determind la DEs; 0 CEsp y
sus respectivos intervalos de confianza.

En las experiencias con poblaciones se conté a distintos tiempos luego
de iniciada la experiencia el numero de insectos y de huevos presentes en la
cajas controles y tratadas. Los resultados obtenidos para cada tiempo fueron
comparados utilizando Test de Student (“Student t-Test, Paired test’) para
valores pareados que permite comparar “sets” de datos {x, Xz, ..., Xa} CON {yjs,

Y2, ..., Yo} Obténiendose un valor estadistico

t=f)/Sb
donde:

D=x-y
So= [(zD?- (gD /n)/(n(n-1)) 1"
D,=x; -Yi

A partir de estos valores se calcula p (probabilidad de que sea incorrecto
considerar que las medias de ambas poblaciones sean diferentes).

Dicho analisis estadistico se llevo a cabo utilizando Sigma Plot Version
1.00 Jandel Scientific (1993). Se consideraron los datos obtenidos desde la
primera lectura (siete dias de comenzada la experiencia) hasta la
superposicion de las curvas de la poblacion control y la tratada o hasta los 400

dias de iniciada |la experiencia.
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2. 3. Medicion de la Respuesta a Estimulo Térmico y
Quimico.

Teniendo en cuenta que en insectos hematéfagos como Tratomna
infestans la orientacion hacia la fuente de alimento estd determinada por
senales térmicas y quimicas (Lazzari, 1990) se midio la respuesta a dichos
estimulos en ninfas V controles y tratadas con BMM (el material bioldgico fue
seleccionado segun el punto 1.1.1. de esta seccion). Para ello se utilizd un
analizador computarizado de imagenes de video Videomex-V, Columbus

Instrument international Corporation, U. S. A.

2.3.1. Diseno de los Ensayos.

La arena de ensayo utilizada fue un recipiente plastico de 120 mm de
diametro cuyo fondo fue cubierto por papeles de filtro Whatman N° 1 para
facilitar el movimiento de las vinchucas. La temperatura ambiente se mantuvo
entre 24°C - 26°C.

Las ninfas V tratadas fueron topicadas en la parte dorsal de la cabeza
con 1 ul de la solucion aceténica ( de BMM) en tres dosis distintas (5, 15, 30
pg/insecto). Las ninfas V controles fueron tratadas de la misma manera pero
con 1 pl de acetona. Los insectos fueron mantenidos en condiciones de cria
durante 24 hs. antes de introducirlos en la arena experimental donde se les
permitio aclimatarse durante 20 minutos (tiempo necesario para que los
insectos alterados por el traspaso a la arena vuelvan a su estado normal de

akinesis), ubicandose principalmente en el borde de la arena.

2.3.11. Medicion de Actividad General de los Insectos.

La actividad total de las chinches en la arena sin estimulo externo fue
monitoreado con una camara monocromatica CCTV (Sanyo), observado en un
monitor monocromatico y registrado por el Videomex-V. La resolucién es de
256 x 192 “pixels” y tiene una velocidad de toma y procesamiento de imagen de
30 cuadros por segundo. Se conectd con una computadora personal (50Mz
80486 DX). El “software” utilizado fue el “Multiple Motion Monitor” (MMM) de

Videomex-V.
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Este “software” cuantifica en toda la arena experimental A) el numero de
‘pixels” que han cambiado de estado “on” <> “off’ durante un tiempo prefijado
para cada sesion de medicion (en este caso 30 segundos) durante un numero
prefijado de sesiones (en este caso 60). La magnitud de este valor esta
directamente relacionada con el movimiento de los insectos dentro de la arena.
La duracion total de la experiencia es de 30 minutos.

La actividad locomotora espontanea de grupos de 10 insectos topicados
con dosis de BMM capaces de producir diferente % de inhibicidon alimentaria
fue comparada con grupos controles en iguales condiciones (Fig. 10 de
resultados y discusiéon). Como parametro de movimiento total se utilizd la
sumatoria de A) en toda la arena experimental durante las 60 sesiones
(duracion total de la experiencia: 30 minutos). El valor para cada ensayo se
expresd como un cociente con el control respectivo. Los promedios de los
valores para cada dosis (n=3) fueron comparados con un valor hipotetico =

1utilizando Test de  para una muestra (Instat)

2.3.I11.Medicion de Actividad hacia Fuentes de Estimulos
Térmico y Quimico.

En este caso la arena de iguales dimensiones que el ensayo anterior,
fue dividida en dos zonas concéntricas en cuyo centro se ubico la fuente de

estimulo como se muestra en el esquema.
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Para estimulo térmico se utilizé6 como fuente una resistencia de 3 cm de
alto x 1 cm de diametro (400Q2) conectada a una fuente de corriente continua
variable empiricamente ajustada para obtener una temperatura constante de
40°C determinada como la éptima en la atraccion de Triatoma infestans
(Lazzari, comunicacion personal).

Para estimulo quimico se utilizan dos fuentes liberadoras de CO;:

e Fuente de liberacion lenta y continua: Cultivo de levadura
fresca preparado con 6 gr de levadura (CALSA-Argentina)
+ 4 gr de sacarosa + 15 ml de H,O a temperatura
ambiente (Guerenstein et al.,, 1995) 200 ul de este cultivo
fueron colocados en un disco de papel de filtro Whatman

N° 3 de 1 cm de diametro.

e Fuente de liberacion rapida: Se prepard colocando 30 mg
de NaHCO; en un disco de papel de filtro Whatman N° 3
de 1cm de diametro y agregando 50 pl de una solucién
50% de SO4H.. La mezcla se realiza inmediatamente
antes del comienzo del ensayo para producir una reaccion
rapida y completa que produjo una liberacién masiva de
CO..

Se coloco una termocupla en el medio de reaccion para controlar si se
produce un aumento significativo de temperatura, lo que no ocurrio.

El “software” utilizado en este caso fue el “Multiple Zone Motion Monitor”
(MZMM) que permitid dividir la imagen registrada por el Videomex-V en dos
zonas: una central que contiene la fuente de estimulo (de 5 cm de diametro) y
una periférica (de 7 cm de diametro) que prefieren los insectos por su
comportamiento tigmotactico.

La estadia de los insectos en cada zona se cuantifica a través de
numero de “pixels on” en cada sesion (definida en 30 segundos) durante el
numero total de sesiones de cada ensayo (definida en 60). Duracién total de la

experiencia 30 minutos.
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Como medida de la respuesta del insecto a las fuentes de estimulo se
uso el cociente Z entre sumatoria del area ocupada por los insectos durante
las 60 sesiones en la zona central en presencia de estimulo / en ausencia de
estimulo (Fig. 11 de resultados).

60 60
Z= i; Acon estimuioi / ig sin estimulo i
donde:

a = area ocupada por insectos en la zona central.

Cada grupo de resultados fue comparado con el valor tedrico = 1 de los
controles con Test de t para una sola muestra (Instat).

Como medida de la respuesta del insecto al estimulo luego del
tratamiento con BMM se usé el cociente Q entre la sumatoria del area ocupada
por los insectos tratados durante las 60 sesiones respecto de los controles
(Fig. 12 a 15 de resultados).

60 60

Q = 3 & / Zaci
=1 =1

donde:
ay; = area ocupada por insectos tratados en la zona central y

a.; = area ocupada por insectos controles en la zona central.

Cada grupo de resultados fue comparado con el valor tedrico = 1 con

Test de ¢t para una sola muestra (Instat).

2.3.IV.Tratamiento Postensayo de los Insectos.

Una vez realizada la medicion de actividad de los insectos se realizd en
todos los casos una evaluacion de su capacidad alimentaria. La metodologia
utilizada fue la descripta en el punto 2. 1. 1. | de esta seccién y se calculé el

porcentaje de insectos no alimentados.
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1. Efecto Antialimentario en Triatoma infestans.
1. I. Aplicacién por Tépico.

El efecto antialimentario fue medido como la dosis de compuesto que
inhibe la alimentacion en el 50% de los insectos tratados (DEsy). Las
correspondientes DEs, obtenidas para las mezclas cis-trans y para los isémeros
cis puros de los distintos maleamatos se muestran en la Tabla 1 con la

metodologia ya descripta en el punto 2.1.1.

Tabla 1
Evaluacién del efecto antialimentario de maleamatos por aplicacién tépica.
Compuesto cis-trans maleamatos cis maleamatos
DE s (ng/insecto) 95%IC  DE s, (pug/insecto) 95%IC

EMM 30,8 (18.8 - 50.4) 16,3 (4,9-54,1)
PMM 86 (3,2-227)
BMM 65,3 (40.6 - 105.3) 6,6 (3,9-11,2)
HMM 20,8 (13.9-31.1) 5,0(2,7 - 8,8)
HpMM 3,0(1,4-6,3)
OMM 18,8 (11.7 - 30.2) 1,9 (1,5-2,5)
DeMM > 30
DMM > 200 -

Efecto antialimentario de los maleamatos expresados como Dosis efectiva 50
(ug/insecto) con sus respectivos intervalos de confianza.Se topicé un i de

solucién aceténica de los compuestos en cabeza de ninfas V.

Estos resultados indicaron que los maleamatos mostraron inhibicién
alimentaria cuando los sustituyentes fueron desde etilo hasta octilo. No se
encontré inhibicién alimentaria para cis-trans DMM (DEs, > 200 pg/insecto) ni
para el cis DeMM (DEs, > 30 pg/insecto). Por otro lado se determinaron con el
mismo procedimiento las DEs para trans-HMM y trans OMM (95 % de isomero
trans). Estos isomeros trans no produjeron inhibicion alimentaria con DEsy

>50ug/insecto para ambos compuestos.
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En todos los casos los isémeros cis puros resultaron mas efectivos que
sus correspondientes mezclas de isdmeros, 1o que es explicable teniendo en
cuenta la inefectividad observada en los isdbmeros trans.

La mayor diferencia fue observada para el BMM donde el isébmero cis
puro fue casi 10 veces mas efectivo que su respectiva mezcla de isébmeros.

En el caso de los cis-trans maleamatos de metilo N-sustituidos no se
observo correlacion entre la efectividad y la longitud de la cadena alquilica, el
compuesto mas efectivo fue el cis-trans N-octil maleamato de metilo (DEs, 18,8
pg/insecto) y el de menor efectividad el N-butil maleamato de metilo (DEs, 65,3
ug/insecto), la falta de correlacion es probable que se deba a la distinta
relacién cis-trans obtenidas en la sintesis no dirigida de los distintos
maleamatos. La proporcion p/p cis-trans medida para EMM fue 4:96, para BMM
30:70 y para HMM 59:41.

En el caso de los cis maleamatos sustituidos, donde el % de isdmeros
cis fue en todos los casos > 90 %, se observd una correlacion entre efectividad
y la longitud de la cadena alquilica desde etil a octil sustituyente. A mayor
longitud de cadena alimentaria mayor efectividad en la inhibicidon alimentaria
(DEso 13,6 pglinsecto para EMM hasta DEsy 1,9 pgfinsecto para OMM). Esta
correlacion fue comroborada por andlisis de regresién multiple (Gonzalez
Audino, 1996) y fue interpretada teniendo en cuenta que aquellos compuestos
de sustituyente mas largo son mas liposolubles, 1o que permite mayor movilidad
a lo largo de la epicuticula y mayor posibilidad de alcanzar receptores
sensoriales ubicados en distintas partes de la cabeza, principaimente antena y
rostro (Fontan y Zerba, 1992). La importancia de los receptores antenales en la
orientacion de Triatoma infestans hacia la fuente de alimento fue estudiada por
Lazzari y Nurfiez (1989) y por Flores y Lazzari (1996). Ellos encontraron que los
receptores antenales tienen un rol importante en la orientacién del insecto
hacia su fuente de alimento cuando estan a larga distancia y juegan un rol

menor cuando entran en contacto con ella.
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En este ultimo caso los receptores del rostro parecerian estar
involucrados en la termo y quimiorrecepcion.

Teniendo en cuenta lo estudiado por Lazzari y Nufiez podemos
interpretar que los compuestos topicados en la cuticula dorsal de la cabeza
deben migrar hacia las antenas para bloquear sus receptores.

Este movimiento a través de cuticula estaria favorecido para los

compuestos de cadena mas larga.

1. II. Exposicion a Papeles Impregnados.

El efecto antialimentario fue medido como la dosis de compuesto que
inhibe la alimentacion en la mitad de los insectos expuestos durante 24 hs a
papeles impregnados con los maleamatos (CEsy). En este caso se utilizd la
técnica descripta en el punto 2.1.1l. de la metodologia.

Los datos obtenidos para las mezclas cis-trans y para los isébmeros cis

puros de los distintos compuestos se muestran en la Tabla 2.

Tabla 2
Evaluacién del efecto antialimentario de maleamatos por exposicién a
papeles impregnados.
Compuesto cis-trans maleamatos cis maleamatos
CE so (ng/cm?®) 95%IC CE s, (ng/cm?) 95%IC

EMM - 2,47 (0,3 - 6,10)
PMM 51(25-11,7)
BMM 219,6 (139,9 - 344,7) 5,41 (2,01 - 11,00)
HMM 564,3 (532,4 - 599,1)
HpMM 22,18 (15,35 - 30,36)
OMM 475,4 (460,1 - 492,1) 65,10 (43,56 - 91,64)

Evaluacion del efecto antialimentario de los maleamatos expresados como

CEsy en pg/cmz con sus respectivos intervalos de confianza. Ninfas V se

expusieron durante 24 hs a papeles de filtro impregnados con los compuestos.
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No se encontrd correlacion entre el efecto antialimentario y la longitud
de la cadena alquilica para la mezcla cis-trans de isémeros debido
probablemente a la distinta proporcidon de isdmeros cis-trans descriptas en el

punto 1. 1. de resultados y discusion. El mayor efecto antialimentario fue para

cis-trans BMM (CEs, 219,6 pg/cm?2).

Todos los isomeros cis puros fueron mas efectivos que las
correspondientes mezclas cis-frans, resultado esperable por la falta de efecto
antialimentario de los isdmeros trans.

Se encontré ademas correlacidn entre la longitud de la cadena alquilica
y la inhibicidon alimentaria inversa a la observada por aplicacion topica. El

mayor efecto antialimentario fue observado para la cadena mas corta de los cis

N-alquil maleamatos de metilo (CEs; para EMM 2,47 ug/cmz). El efecto

antialimentario disminuye con el aumento de la longitud de la cadena alquilica

hasta ocho carbonos (CEs, para OMM 65,1 pg/cm?2).

Esta correlacion es similar a la observada por Berger y Estes (1987)
quienes trabajaron con machos de Trichoplusia ni (Hubner) expuestos a N-
alquil maleamicos. Ellos encontraron que las maleamidas mas activas para
bloquear la recepcién de feromonas eran aquellas que tenian cadena alquilica
mas cortas.

Tanto en el caso de Trichoplusia ni como en Triatoma infestans la mayor
actividad podria ser explicada teniendo en cuenta que la mayor volatilidad de
los compuestos con cadena alquilica mas corta facilita la llegada de los mismos
a los receptores antenales, proceso poco significativo en los tratamientos por
topico. Como ya fue descripto estos receptores son importantes en la

orientacion para el comportamiento alimentario de Tnatoma infestans.

1. III. Interposicion de Telas Impregnadas.

El efecto antialimentario fue medido como la concentracion de
compuesto en tela interpuesta entre el insecto y la fuente de alimento que

inhibe en un 50 % de insectos el comportamiento alimentario (CEso).
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Las correspondientes CEs, obtenidas para cis-frans HMM y para los
isdbmeros cis puros se resumen en la Tabla 3. La técnica utilizada fue descripta

en el punto 2.1.lll. de la metodologia.

Tabla 3
Evaluacion del efecto antialimentario de maleamatos por interposicién de
telas impregnadas.
Compuesto CE s (ug/cm?), 95%IC
cis-trans HMM 125,2 (30,0 - 585,1)
cis EMM 136,5 (50,8 - 360,2)
cis PMM 428 (17,5-104,7)
cis BMM 22,2(1,1-30,1)
cis HMM 16,3 (10,6 - 25,2)
¢is HpMM 14,3 (3,2 - 36,4)
cis OMM 32(1,3-94)

Efecto antialimetario de los maleamatos expresado como

CEs, en pg/cmz con sus respectivos intervalos de
confianza. La tela impregnada se interpuso entre la fuente de
alimento (paloma) y las ninfas V sin tratamiento.

Como fue observado con la metodologia de aplicacion tépica vy
relacionado con el alto % de isdmeros frans en la exposicién a papel la unica
mezcla cis-trans evaluada (HMM) resultdé menos efectiva que su
correspondiente isdbmero cis.

Se encontré una correlacion directa entre la longitud de la cadena
alquilica y el efecto antialimentario. Al igual que en la metodologia de

aplicacion topica el mayor efecto correspondio al compuesto de mayor largo de

cadena sustituyente (CEs;, para OMM 32 ug/cm2) y el menor efecto

correspondié al compuesto de cadena sustituyente mas corta (CEso para EMM

136,5 pglcm2).



De acuerdo a lo discutido para las metodologias anteriores (aplicacion
topica y exposicion a papel) las vias de llegada de los compuestos a los
receptores antenales son principalmente dos, contacto y tension de vapor. La
correlacion obtenida con la metodologia de exposicién a tela nos estaria
indicando que en este caso predomina la via de contacto y por lo tanto los
compuestos de mayor longitud de cadena son los de mayor migracién y los de
mejor llegada a los receptores antenales. Esto se ve corroborado por el
comportamiento de las vinchucas expuestas a las telas impregnadas. En todos
los casos que hubo inhibicién alimentaria las etapas bloqueadas fueron
aquellas a partir de la entrada en contacto con la tela. En efecto, las dos
primeras etapas correspondientes a la orientacion por movimiento de antenas y
acercamiento hacia la paloma por movimientos locomotores se cumplieron de
la misma manera que en los insectos controles. Cuando los insectos se posan
sobre la tela, extienden el rostro el que entra en contacto con el compuesto. En
ese momento se interrumpe el comportamiento alimentario y comienza el
comportamiento de limpieza de antenas y rostro. Este cambio de
comportamiento podria interpretarse como que es necesario el contacto con el
compuesto para que se produzca el efecto antialimentario.

Los compuestos mas efectivos serian entonces los que presentan mas
facilidad para migrar por la cuticula (mayor liposolubilidad).

Esta metodologia de interposicion de telas demostré un efecto rapido
visible desde el momento que los insectos no pre-tratados entran en contacto
con los compuestos. Los insectos pretratados 24 hs antes por tdpico y por
exposicibn a papel mostraron bloqueado su comportamiento alimentario
permaneciendo inactivos durante todo el ensayo desde las primeras etapas ya

que no se orientaron ni buscaron su fuente de alimento.



2. Efecto sobre Poblaciones Experimentales.

2.1.Efecto de cis - trans Maleamatos sobre Poblaciones
Experimentales.

La exposicion continua de poblaciones experimentales de Triatoma
infestans a papeles impregnados con los distintos N-alquil maleamatos de
metilo mostré una disminucion significativa en el nimero de insectos y de
huevos respecto a la poblacion control no tratada.

El incremento de las poblaciones controles siguié la curva general de
crecimiento de una poblacién normal, comenzando con un crecimiento rapido
hasta alcanzar un maximo a los 200 dias de experiencia debido a una buena
posibilidad de alimentacion. A partir de ese momento la poblacion
experimental deja de crecer y oscila alrededor de un valor de equilibrio. El
limite de crecimiento de las poblaciones controles esta dado posiblemente por
la densidad de individuos. La mayor densidad poblacional lleva a mecanismos
de competencia por espacio y alimento. Estos factores denso dependientes en
poblaciones de Trniatomna infestans fueron estudiados por Schofield (1985) y
Gorla y Schofield (1985). El analisis de poblaciones de campo de Triatoma
infestans después de tres afos de estudio demostré6 que la velocidad de
crecimiento poblacional esta afectada por mortalidades denso dependientes y
denso independientes. El mecanismo dependiente de densidad fue importante
en la determinacién del nivel de equilibrio y el mecanismo independiente de |a
densidad (variaciones estacionales de temperatura) produjo fluctuaciones en
la densidad poblacional a lo largo del afo (Gorla, 1985). En nuestras
poblaciones experimentales el principal mecanismo operante fue seguramente
el denso dependiente ya que las variables ambientales (factor denso
independiente) se mantuvieron constantes durante toda la experiencia.

Todas las poblaciones experimentales expuestas a papeles
impregnados con los N-alquil maleamatos de metilo mostraron disminucion
significativa en el numero de individuos a p < 0,01(Test de Student) en todos
los casos. Las poblaciones tratadas se mantuvieron por debajo de las
poblaciones controles hasta los 400 dias de experiencia. Estas poblaciones no
presentaron la fase de la curva de crecimiento rapido a pesar de la

disponibilidad de espacio y alimento.
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La diferencia entre el nimero de insectos y de huevos entre poblacion

control y expuesta a BMM 0,7 mg/cm?2 se muestran en la Figura 1 donde la
poblaciéon experimental expuesta a BMM (Fig. 1. a) mostrd leve incremento
poblacional a partir de los 200 dias. Coincidentemente con este incremento en
el nimero de individuos se observé un incremento en el niumero de huevos
depositados (Fig. 1. b). El nidmero total de huevos depositados por la
poblacion control fue 1500 a los 400 dias y el mismo numero para la poblacién
tratada fue 1250 (p < 0,01).
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Fig. 1 Efecto del cis-trans N-butil maleamato de metilo (BMM) sobre el numero
de insectos (a) y de huevos (b) de poblaciones experimentales de Triatoma
infestans. La concentracién inicial del compuesto fue 0,7 mg/cmz. Los insectos
permanecieron expuestos en forma permanente a los mismos papeles. El numero de insectos
en ambas poblaciones fue significativamente diferente ( p= 0,003, gl= 10, T= 3,7). El numero
acumulado de huevos depositado por ambas poblaciones resulté significativamente diferente
(p= 0,001, gl= 10, T= 4,2).
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La diferencia entre el nimero de insectos y de huevos entre poblacion

control y expuesta a OMM 0,7 mg/cm2 se muestran en la Figura 2 donde la
poblacion experimental expuesta a OMM no mostré ninglin incremento
poblacional hasta los 400 dias de la experiencia. El nimero total de huevos
depositados por la poblacién tratada fue llamativamente menor que el de la

poblacién control (300 para tratados y 1500 para control) con p < 0,01.

@ 900

g 800 ® controles ,.Q\

3 = tratados

o

g T / ?

E / \

2 / \
600 | / \

\ / \
500 | / »
/ —

"=
©
0 —— ey — -
0 100 200 300 400
tiempo (dias)
b
g 2000 ——— ===
3
2 @ controles
§ | ®  tratados
o
2 15001 _»___.0--""‘
£ | &
2 »
© A
y 7
8 ’ /'
5
2 1000 | /
./V/
1 ¢
/ s = ] ] [ ] =
/S m
4
| /m -
Ol =
0 100 200 300 400
tiempo (dias)

Fig. 2 Efecto del cis-trans N-octil maleamato de metilo (OMM) sobre el nimero
de insectos (a) y de huevos (b) de poblaciones experimentales de Triatoma
infestans. La concentracion inicial del compuesto fue 0,7 mg/em’. Los insectos
permanecieron expuestos en forma permanente a los mismos papeles. El nimero de insectos
en ambas poblaciones fue significativamente diferente ( p= 0,002, gl= 10, T= 3,9). El numero
acumulado de huevos depositado por ambas poblaciones resulté significativamente diferente
(p= 0,001, gl= 10, T=4,3).
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La diferencia entre el nimero de insectos y de huevos entre poblacion

control y expuesta a HMM 0,4 mg/cm2 se muestran en la Figura 3.
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Fig. 3 Efecto del cis-trans N-hexil maleamato de metilo (HMM) sobre el niumero
de insectos (a) y de huevos (b) de poblaciones experimentales de Triatoma
infestans. La concentracién inicial del compuesto fue 0,4 mg/cmz. Los insectos
permanecieron expuestos en forma permanente a los mismos papeles. El nimero de insectos
en ambas poblaciones fue significativamente diferente ( p= 0,008, gi= 10, T= 3,2). El nimero
acumulado de huevos depositado por ambas poblaciones resulté significativamente diferente
(p= 0,001, gI= 10, T= 4,1).

La diferencia entre el niumero de insectos y de huevos entre poblacion

control y expuesta a HMM 0,7 mg/cm2 se muestran en la Figura 4.
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Fig. 4 Efecto del cis-trans N-hexil maleamato de metilo (HMM) sobre el numero
de insectos (a) y de huevos (b) de poblaciones experimentales de Triatoma
infestans. La concentracién inicial del compuesto fue 0.7 mg/em’. Los insectos
permanecieron expuestos en forma permanente a los mismos papeles. El nimero de insectos
en ambas poblaciones fue significativamente diferente ( p= 0,001, gi= 10, T= 4,2). El nimero
acumulado de huevos depositado por ambas poblaciones resulté significativamente diferente
(p= 0,001, gl= 10, T= 6,1).

Las poblaciones experimentales expuestas a distintas concentraciones

de HMM mostraron una correlaciéon entre la concentracion del compuesto y la

efectividad para demorar el crecimiento de la poblacién. En efecto, cuando la
concentracion fue 0,7 mg/cm2 un leve crecimiento poblacional se observo

recién a los 300 dias mientras que cuando la concentracion fue de 0,4 mg/cm2

el comienzo de crecimiento poblacional fue a los 100 dias. Esta mayor

diferencia entre la curva de la poblacion tratada con HMM 0,7 mg/cm2 y su
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control resulté en un menor valor de p (p= 0,001 para HMM 0,7 mg/cmZ2 vs p=

0.008 para HMM 0,4 mg/cm2). Coincidentemente con la reduccion significativa
del numero de individuos en la poblacién experimental tratada se observd

reduccidon en el numero acumulado de huevos. Con la misma correlacién

entre concentracién y efectividad. A mayor concentracion (0,7 mg/cm2) el

incremento comienza a los 300 dias mientras que a menor concentraciéon (0,4

mg/cm?) a los 100 dias.

2.2.Efecto de <cis Maleamatos sobre Poblaciones
Experimentales.

Establecida la mayor eficacia antialimentaria de los isomeros cis
respecto de los isomeros cis-trans maleamatos (Tablas 1, 2 y 3), se realizaron
nuevos ensayos de poblaciones experimentales con concentraciones menores
a las informadas anteriormente. En estos casos se expusieron poblaciones

experimentales de Tnatoma infestans a papeles impregnados con una

concentracién inicial en papeles de filtro de 0,1 mg/cm2. Al igual que en las
poblaciones experimentales expuestas a cis-frans maleamatos las que fueron
continuamente expuestas a cis maleamatos mostraron una disminucion
significativa en el numero de insectos y de huevos respecto a poblaciones no
tratadas.

Las poblaciones controles tuvieron un crecimiento similar al observado
para las poblaciones controles de las poblaciones expuestas a cis-frans
maleamatos con un nivel de maxima correspondiente a 200 dias de
experiencia. Los mecanismos dependientes de densidad que estarian
operando ya fueron descriptos en el punto 2.1. de esta seccién. Las
poblaciones experimentales expuestas a los papeles tratados con los distintos
maleamatos de metilo mostraron en todos los casos una disminucién en el
numero de insectos y de huevos hasta al menos 250 dias. La reduccion fue
significativa (p= 0,0016) en el numero de individuos y el numero de huevos (p=
0,014). Las poblaciones tratadas se mantuvieron por debajo de las
poblaciones controles hasta por lo menos 250 dias de experiencia. Al igual

que las poblaciones experimentales expuestas a cis-trans maleamatos no se
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observo la fase de la curva de crecimiento rapido a pesar de la disponibilidad
de espacio y alimento. Ver punto 2.1.

En la Fig. 5 se muestra la evolucion en el numero de insectos y huevos

hasta los 400 dias de exposicion a cis EMM 0,1 mg/cm2 donde se observo el
comienzo del crecimiento poblacional a partir de los 100 dias (Fig. 5. a)
coincidentemente con el comienzo de incremento en el nimero de huevos

depositados (Fig. 5. b).
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Fig. 5 Efecto del cis N-etil maleamato de metilo (EMM) sobre el numero de
insectos (a) y de huevos (b) de poblaciones experimentales de Triatoma
infestans. La concentracién inicial del compuesto fue 0,1 mg/cmz. Los insectos
permanecieron expuestos en forma permanente a los mismos papeles. El nimero de insectos
en ambas poblaciones fue significativamente diferente ( p= 0,0003, g/= 9, T= 5,6). El numero
acumulado de huevos depositado por ambas poblaciones resulté significativamente diferente
(p= 0,0059, gl= 9, T= 3,5).
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El numero total de individuos a los 400 dias fue aproximadamente 550
para la poblacién control y de aproximadamente 200 para la poblacion tratada.
La diferencia es altamente significativa (p= 0.0003). El nimero total de huevos
depositados por la poblacion control fue 2300 a los 400 dias mientras que la
poblacion tratada llegé a 750 huevos. La diferencia es significativa con p=

0.0059. La diferencia entre el numero de insectos y de huevos entre la

poblacién control y tratada con cis BMM 0,1 mg/cm2 se muestran en la Fig. 6.
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Fig. 6 Efecto del cis N-butil maleamato de metilo (BMM) sobre el numero de
insectos (a) y de huevos (b) de poblaciones experimentales de Triatoma
infestans La concentracién inicial del compuesto fue 0,1 mg/cmz. Los insectos
permanecieron expuestos en forma permanente a los mismos papeles. El nimero de insectos
en ambas poblaciones fue significativamente diferente ( p= 0,016, gl= 7, T= 3,1). El numero
acumulado de huevos depositado por ambas poblaciones resulté significativamente diferente
(p= 0,00001, gI=10, T = 8,8).
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La poblacién tratada mostré el comienzo del crecimiento poblacional a
los 150 dias en que se produjo un cambio de pendiente y alcanzé en nimero
de individuos de la poblacion control a los 220 dias. A partir de este momento
las poblaciones controles y tratadas no mostraron diferencias en su posicion
de equilibrio.

Este incremento demorado de la poblacién experimental expuesta pudo
deberse a una disminucion de la actividad residual del cis BMM en los papeles
de filtro. Esta hipétesis fue corroborada midiendo el efecto antialimentario
residual en papeles impregnados y envejecidos segun el punto 2.1.1V de la
metodologia. Ninfas expuestas durante 24 horas a dichos papeles envejecidos
mostraron los siguientes porcentajes de inhibicién alimentaria 100 % a los 120
dias, 29 % a los 250 dias y 0 % a los 380 dias. Estos valores se corresponden
con los cambios observados en la curva de crecimiento de la poblacién
expuesta a cis BMM. En efecto, el mayor efecto antialimentario (100 %)
correspondié a la zona en la que no hay crecimiento poblacional mientras que
un bajo efecto antialimentario (29 %) correspondié a la zona de mayor
crecimiento poblacional. La falta de efecto antialimentario de los papeles
envejecidos (0%) correspondio a la zona de superposicién de curvas controles
y tratadas. Resultados similares a estos fueron observados previamente en
nuestro laboratorio (Picollo, et al. 1993) cuando expusimos poblaciones
experimentales de Triatoma infestans a N - etilmaleimida (NEM). En este caso
se observé un incremento demorado de la poblacion tratada hasta los 220
dias donde comenzo6 a crecer rapidamente hasta alcanzar y superar el nivel
del control. Este incremento demorado debido a la posible degradacion del
NEM fue evitado cuando los papeles impregnados fueron reemplazados
semanalmente. En este uitimo caso se demostré que la presencia permanente
de NEM mantiene la poblacién sin crecimiento hasta practicamente su
extincién.

El ndmero total de huevos acumulados en la poblacion tratada fue
significativamente menor a la poblacién control (1800 vs. 900 con p= 0,00001).

La diferencia entre el numero de insectos y de huevos entre la

poblacion control y tratada con cis HpMM 0,1 mg/cm2 se muestran en la Fig. 7
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Fig. 7 Efecto del cis N-heptil maleamato de metilo (HpMM) sobre el numero de
insectos (a) y de huevos (b) de poblaciones experimentales de Triatoma
infestans. La concentracién inicial del compuesto fue 0,1 mg/em’. Los insectos
permanecieron expuestos en forma permanente a los mismos papeles. El numero de insectos
en ambas poblaciones fue significativamente diferente ( p= 0,0031, gl= 8, T= 4,2). El nimero
acumulado de huevos depositado por ambas poblaciones resulté significativamente diferente
(p= 0,00007, gl= 10, T= 6,3).

En forma similar a lo observado para cis BMM se encontré una demora

en el crecimiento de la poblacion experimental expuesta a HpMM.
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En este ultimo caso el crecimiento comienza después de los 150 dias y
alcanzé el numero de individuos de la poblacion control a los 380 dias.

Como en el caso anterior (cis BMM) las curvas control y tratada llegan a
similar nivel de equilibrio. La disminucién de efecto antialimentario fue
evaluada exponiendo ninfas V durante 24 horas a papeles impregnados con
cis HpMM con distintos tiempos de envejecimiento segun metodologia 2.1.1V.

Los porcentajes de inhibiciéon alimentaria determinados fueron 100 % a
los 120 dias, 70 % a los 250 dias y 0 % a los 380 dias. Estos valores indican
que existe una correlacion entre el incremento de la poblacion expuesta y la
disminucion del efecto antialimentario del maleamato envejecido sobre el
papel: mientras la inhibicion alimentaria es total (100 %) no hay crecimiento
poblacional; cuando la inhibicién alimentaria es parcial (70 %) la poblacion
crece mas lentamente que la poblacion control, y por ultimo cuando no hay
inhibicion alimentaria (0 %) las poblaciones controles y tratadas no muestran
diferencia.

El nimero total de huevos depositados por la poblacién tratada con cis
HpMM es significativamente menor (p= 0,00002) que la poblacién control.

La diferencia entre el numero de insectos y de huevos entre la

poblacion control y tratada con cis OMM 0,1 mg/cm?2 se muestran en la Fig. 8.
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Fig. 8 Efecto del cis N-octil maleamato de metilo (OMM) sobre el numero de
insectos (a) y de huevos (b) de poblaciones experimentales de Triatoma
infestans. La concentracién inicial del compuesto fue 0,1 mg/em’. Los insectos
permanecieron expuestos en forma permanente a los mismos papeles. El nimero de insectos
en ambas poblaciones fue significativamente diferente ( p= 0,0003, gl= 9, T= 5,4). El namero
acumulado de huevos depositado por ambas poblaciones resulté significativamente diferente
(p=0,0137, gI= 9, T= 3,0).

En este caso y a diferencia de lo observado en los dos casos anteriores
el numero de individuos de la poblacion tratada fue menor que el control hasta
los 400 dias (p= 0,0003) sin alcanzar al numero de insectos controles. El
numero de huevos acumulado fue significativamente menor (p= 0,014) en la
poblacién tratada (1300 vs 2300 huevos).

En resumen todas las poblaciones experimentales de Triatoma

infestans expuestas a los cis maleamatos sustituidos en concentracion inicial

0,1 mg/cm2 mostraron una reduccion significativa en el nimero de individuos
y de huevos respecto al grupo control. No hubo una clara correlacién entre la
actividad antialimentaria medida por exposicién a papeles impregnados ( y
usados a tiempo cero) y el nivel de reduccion poblacional durante 400 dias
excepto que la mayor inhibicion alimentaria y la mayor reduccion de la
poblacion experimental fue observada para el cis maleamato de cadena mas
corta (cis EMM). Evidentemente en el caso de las poblaciones experimentales
expuestas intervienen otros factores como la estabilidad del compuesto en el

papel de filtro.
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3. Efecto Sobre la Actividad de Insectos.
3. 1. Efecto de BMM en la Actividad Espontanea.

En la Fig. 9 se muestra la actividad espontanea respecto del control de
ninfas V de Triatoma infestans tratadas con dosis de BMM que producen
distinto porcentaje de inhibicion antialimentaria. Se graficé el cociente del
movimiento total de los insectos tratados respecto al movimiento total de los
insectos controles en el tiempo experimental (30 minutos) vs el porcentaje de

inhibicién alimentaria medido en los insectos una vez finalizado el ensayo.
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Fig. 9. Actividad Locomotora Espontanea (sin fuente de estimulo) de Ninfas V
Tratadas con BMM en Dosis que Producen Distintos % de Inhibicion

Alimentaria.

El movimiento espontaneo de los insectos se expresa como movimiento total de insectos
tratados respecto al movimiento total de insectos controles durante 30 minutos. El % de
inhibicién alimentaria se determiné sobre los mismos insectos una vez terminado en ensayo de
medicién de actividad. La misma letra sobre la barra indica que no hay diferencia significativa
respecto del control. Test de t para una sola muestra, media hipotética = 1.

Dosis de BMM que produjeron porcentajes de inhibicion alimentaria que
variaron entre 0 y 100 % no produjeron diferencia significativa en el
movimiento espontaneo con respecto a controles. No se encontrd correlacion
entre la inhibicién alimentaria producida por BMM y la cantidad de movimiento
total de los insectos, a pesar que las dosis utilizadas demostraron correlacion

con la inhibicién alimentaria (Fig. 10).
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Fig. 10. Correlacién Entre Dosis Aplicada e Inhibicion Alimentaria Observada en

Ninfas V de Triatoma infestans Tratadas con BMM. Las ninfasV fuerontratadas por
aplicacién por tépico de 1 ul de soluciébn acetébnica de BMM. Se midi6 inhibicién de la
alimentacién a 24 hs postratamiento.

3. 2. Efecto de BMM en la Actividad de Respuesta a
Estimulos Térmicos y Quimicos.

La Fig. 11 muestra la presencia de las ninfas V controles en la zona
central de la arena experimental en ausencia de estimulo o en presencia de
distintos estimulos. Se graficd el cociente entre area central ocupada por
insectos en presencia de un estimulo respecto a esa misma area en ausencia
de estimulo. Tanto la fuente de estimulo térmico como las fuentes de estimulo
quimico produjeron un acercamiento de las ninfas hacia la zona central. No se
encontré diferencia significativa en la capacidad de respuesta producida por
los distintos estimulos.

Sin embargo la gran dispersién en la respuesta a estimulo quimico
(especialmente evidente para fuentes de liberacion masiva) sugiere una mayor
efectividad del gradiente de temperatura. Estos resultados demuestran que a
distancias cortas como la utilizada en este disefio experimental las vinchucas

se orientan via termo o quimiorreceptores hacia su fuente de alimento.
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Estas claves sensoriales fueron descriptas por Lazzari y Nufez
(1989).

2 40— -

35 {ZZZZ} sin estimulo

777 estimulo térmico

30 [ estimulo quimico (liberacion lenta)
77777 estimulo quimico (liberacioén rapida)

25

20 8

15

J

Fig. 11. Acercamiento de Ninfas V de Triatoma infestans a Fuentes de Estimulo
Térmico o Quimico. La respuesta se midi6 como presencia de los insectos en la cercania
de la fuente respecto a la presencia de los insectos en la misma area cuando no est4 la fuente
de estimulo. El parémetro Z fue definido en el punto 2. 4. Ill. de la metodologia. Los grupos
indicados con B son estadisticamente significativos respecto del control con p < 0,05. Test de t
para una sola muestra, media hipotética = 1.

Basandonos en estos resultados de respuesta de insectos controles a
los distintos estimulos se utilizd la misma metodologia para determinar el
bloqueo de la respuesta a estimulos térmico y quimico en ninfas pretratadas
con BMM con dosis que produjeron diferentes porcentajes de inhibicién
alimentaria.

En la Fig. 12 se muestra la relacién entre el area central ocupada por
los insectos tratados respecto a insectos controles vs el porcentaje de
inhibicién alimentaria de los insectos tratados. Se encontré una correlacion
positiva entre la inhibicion alimentaria y la falta de acercamiento a la fuente de
estimulo térmico ya que a mayor efecto antialimentario menor acercamiento al

estimulo.
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Fig. 12. Acercamiento a Fuente de EstimuloTérmico de Ninfas V Controles y

Tratadas con Dosis de BMM que producen distinto % de Inhibicién Alimentaria.
La respuesta se midi6 como presencia de los insectos tratados en la cercania de la fuente
respecto a la presencia de los insectos controles en la misma zona durante todo el tiempo
experimental. El parémetro Q fue dedinido en el punto 2. 3. lll. de la metodologia. Las letras
distintas indican que existen diferencias significativas respecto del control con p < 0,05. Test
de t para una sola muestra, media hipotética = 1.

En la Fig. 13 se muestra la alteracion de la respuesta a una fuente de
liberacidon lenta de CO, en ninfas V pretratadas con BMM con dosis que
produjeron distinto porcentaje de inhibicion alimentaria. Se grafico el area
central total ocupada por los insectos tratados con respecto al area central
total ocupada por los insectos controles vs el porcentaje de inhibicion
alimentaria. No se encontr6 correlacion entre el efecto antialimentario y la falta
de respuesta a estimulo quimico excepto que para el maximo efecto

antialimentario (100%) se encontrd falta total de acercamiento a la fuente de

estimulo.
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Fig. 13. Acercamiento a Fuente de Estimulo Quimico (de liberacion lenta) de
Ninfas V Controles y Tratadas con Dosis de BMM que Producen Diferente % de
Inhibicion Alimentaria. La respuesta se midi6 como presencia de los insectos tratados en
la cercania de la fuente respecto a la presencia de los insectos controles en la misma zona
durante el tiempo experimental. El parametro Q fue dedinido en el punto 2. 3. lll. de la
metodologia. B estadisticamente significativo respecto del control con p < 0.05. Test de t para
una sola muestra, media hipotética = 1.

En la Fig. 14 se muestra la alteracion de la respuesta a una fuente de
liberacion masiva de CO, en ninfas V pretratadas con BMM en dosis que
producen diferente porcentaje de efecto antialimentario. Se grafico el area
central ocupada por los insectos tratados durante toda la experiencia con
respecto al area central ocupada por los insectos controles durante la

experiencia vs el porcentaje de inhibicion alimentaria.
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Fig. 14. Acercamiento a Fuente de Estimulo Quimico (de liberacién rapida) de
Ninfas V Controles y Tratadas con Dosis de BMM que Producen Diferentes % de
Inhibicién Alimentaria. La respuesta se midié como presencia de los insectos
tratados en la cercania de la fuente respecto a la presencia de los insectos controles
en la misma zona durante el tiempo expenmental. El parametro Q fue dedinido en el
punto 2. 3. lll. de la metodologia. B y C indican diferencias estadisticas significativas
respecto del control con p < 0,05.

Similar a lo encontrado para la fuente de liberacién lenta no se encontré
correlacién entre mayor efecto antialimentario y bloqueo de respuesta al
estimulo quimico, excepto que al mayor porcentaje de inhibicién alimentaria
(100%) correspondid la falta total de respuesta. Por el contrario el
pretratamiento de los insectos con BMM en dosis capaces de producir efecto
antialimentario intermedio, produce una tendencia al aumento en el cociente
Q.

Los resultados obtenidos en la experiencia de respuesta a estimulos
térmico y quimico de insectos pretratados con BMM y con nuestro disefio
experimental demuestran que termo y quimiorreceptores interactuan de

diferente manera con dosis intermedias de BMM.

63




resultados y discusion

Mientras que en termorreceptores se observé bloqueo parcial y gradual
con la dosis, en quimiorreceptores se observé bloqueo solamente en dosis
capaces de producir una inhibicidén alimentaria total.

Cuando actuan los dos estimulos combinados la respuesta total de los
insectos es similar a los resultados encontrados para estimulo térmico. En la
Fig. 15 se grafico el cociente del area central ocupada por insectos tratados
respecto del area central ocupada por insectos controles vs el porcentaje de
inhibicion alimentaria. Se encontré correlacidn entre el acercamiento a la

fuente de estimulo y el efecto antialimentario.

% de ihibicién alimentaria

Fig. 15. Acercamiento a Fuentes de estimulo Térmico + Quimico de Ninfas V
Controles y Tratados con Dosis de BMM que Producen Distinto % de Inhibicion
Alimentaria. La respuesta se midi6é como presencia de los insectos tratados en la cercania
de las fuentes respecto a la presencia de los insectos en la misma zona durante el tiempo
experimental. El parametro Q fue dedinido en el punto 2. 3. lll. de la metodologia. B indica
diferencias significativas respecto del control con p < 0,01.

En un intento por interpretar estos resultados se analizaron los graficos
que representan el area ocupada por insectos en la zona central en cada una
de las 60 sesiones registradas durante cada experiencia vs el numero de
sesion correspondiente (como medida del tiempo transcurrido a lo largo de la
experiencia). Los insectos fueron tratados con dosis de BMM que producen 10
y 100 % de efecto antialimetario en el caso del experimento con estimulo

térmico y 40 % de efecto antialimentario para el caso del estimulo quimico.
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Un ejemplo de cada uno de estos ensayos se muestra en las Fig. 16, 17
y 18. La curva * de las Fig. 16, 17 y 18 refleja la permanencia de los insectos
controles en la zona periférica a la fuente a lo largo de la experiencia (30
minutos). Como se ve los insectos comienzan a aproximarse a la fuente de
estimulo luego de algunos minutos retornando después en general a la zona
periférica. En el caso de la respuesta a estimulacion térmica (Fig. 16) el
tratamiento con dosis de BMM que producen porcentaje de inhibicion
alimentaria intermedia produce un descenso en el numero de insectos que se
acercan a la fuente. Sin embargo, los que logran acercarse a ella muestran un
patron de comportamiento semejante a los controles. Por el contrario, cuando
se considera la respuesta a estimulo quimico (Fig. 17) para tratamiento con
dosis de BMM que producen porcentaje de efectos antialimentario intermedios,
los insectos que se aproximan a la fuente no parecen retornar luego a la
periferia, aumentando incluso tardiamente el area de insectos préximos a la
fuente. Esto explicara el aumento del cociente Q (Fig. 13 y 14) observado para

dosis bajas de BMM.
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Fig. 16. Patrén de Acercamiento y Alejamiento a la Fuente de Estimulo Térmico
en Ninfas V Controles y Tratadas con Distintas Dosis de BMM que Producen
Diferente % de Inhibicion Alimentaria. Se midi6 el drea ocupada en la cercania de la
fuente en cada sesién del tiempo experimental. Valores bajos de area ocupada representa baja
presencia de insectos en la zona cercana a la fuente de estimulo.
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Fig. 17. Patrén de Acercamiento y Alejamiento a Fuentes de Estimulo Quimico

en Ninfas V Controles y Tratadas con una Dosis de BMM que Producen 40 % de

Inhibicién Alimentaria.

a. Se midié el darea ocupada en la cercania de una fuente de liberacion lenta
de diéxido de carbono en cada sesion del tiempo experimental.

b. Se midi6 el area ocupada en la cercania de una fuente de liberacion
masiva de didxido de carbono en cada sesion del tiempo expenmental.

Cuando se agreg6 estimulo térmico a la fuente de liberacion lenta de
CO; (levadura) se encontré que para tratamientos con dosis intermedias de
BMM la respuesta de los insectos es similar a lo encontrado con estimulo

térmico solo Fig. 18.
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Fig. 18. Patrén de Acercamiento y Alejamiento a Fuentes de Estimulo Térmico +
Quimico en Ninfas V Controles y Tratadas con Dosis de BMM que Producen 40
% de Inhibiciéon Alimentaria. Se midi6 el drea ocupada en la cercania de la fuente en cada
sesién del tiempo experimental.

Resumiendo los resultados obtenidos para bloqueo de quimio y
termorreceptores en insectos controles y tratados con BMM se observo:

e Larespuesta de los insectos controles a una fuente térmica es mas
homogénea que la respuesta a una fuente quimica.

e Dosis de BMM que producen 100 % de inhibicidbn alimentaria
bloguean termo y quimiorreceptores.

e La respuesta de insectos tratados con dosis intermedias de BMM
muestran un bloqueo parcial de la termorrecepcion.

e Los insectos tratados con dosis intermedias de BMM mostraron
alteraciones en su comportamiento tigmotactico cuando estan en
presencia de un estimulo quimico.

Estos resultados pueden interpretarse teniendo en cuenta que muchos
receptores sensoriales presentes en las antenas de Triatoma infestans
(Bernard, 1974) poseen respuesta bimodal gracias a la presencia de pares
antagonicos de receptores en la misma sensilia. Estos pares antagoénicos
podrian tener sensibilidad diferencial al BMM bloqueandose preferencialmente
la respuesta de alejamiento a la fuente de estimulo quimico con dosis

intermedias de compuesto.

67




V. CONCLUSIONES







conclusiones

Una serie de N-alquil maleamatos de metilo produjeron inhibicién alimentaria
en ninfas V de Triatoma infestans.

En todos los casos los isomeros cis puros resultaron mas efectivos que sus
correspondientes mezclas de isdmeros cis-trans.

Los isdmeros trans no fueron activos.

En el caso de los isomeros cis puros se observé correlaciéon entre el largo de
la cadena alquilica del sustituyente y el poder antialimentario.

El pretratamiento de los insectos mediante la aplicacién tépica de los
distintos maleamatos demostré6 mayor efectividad para el compuesto con
cadena sustituyente mas larga. Los insectos con inhibicidon alimentaria
mostraron un bloqueo total de todos los pasos del comportamiento
alimentario desde la orientacion hasta la ingesta.

El pretratamiento de insectos mediante la exposicion durante 24 horas a
residuos de los malematos demostré mayor efectividad para los compuestos
con cadena sustituyente mas corta. Los insectos con inhibicion alimentaria
mostraron también bloqueo total de la percepcion de la fuente de alimento.
La interposicion de telas tratadas entre el insecto y la fuente de alimento
demostré mayor efectividad de los maleamatos con cadena mas larga. En
estos casos se observé inhibiciéon de las etapas finales del comportamiento

alimentario (a partir del contacto con el compuesto).

De acuerdo a estos resultados, los maleamatos demostraron producir
inhibicién alimentaria pre-ingestiva (observado por las tres metodologias) y
de efecto répido (demostrado en la metodologia de interposicion de telas). La
distinta correlacion observada para la efectividad de los distintos
sustiyuyentes sugiere la posible participacion de dos mecanismos
importantes en la determinacién del efecto antialimentario:

a. contacto donde se ven favorecidos los compuestos de cadena mas
larga y mas liposolubles con mayor facilidad para migrar por la
cuticula y llegar al sitio de accion.

b. volatilidad de los compuestos de cadena sustituyente mas corta con

mayor posibilidad de llegar via vapor a los receptores sensonales.
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Il

La exposicidn continua de poblaciones experimentales de Triatoma infestans
a papeles impregnados con distintos N-alquil maleamatos de metilo produjo
disminucién significativa en el nimero de insectos y de huevos respecto a
poblaciones controles.

Las poblaciones experimentales expuestas a distintas concentraciones de
cis-trans HMM mostraron una correlacidon entre la concentracion del
compuesto y la efectividad para demorar el crecimiento de la poblacion.

Para todos los compuestos los isomeros cis puros de los distintos
maleamatos fueron efectivos a dosis 7 veces menores que los cis-trans.

Se encontrd una correlacion entre el efecto antialimentario residual de los

papeles impregnados y la reduccion de las poblaciones experimentales.

Estos resultados sugieren que la inhibiciébn alimentana es una de las
causas determinantes en la alteracién de la curva de crecimiento de la

poblacién.

Mediante técnicas de medicién de actividad de insectos (Actometro) se
encontro:
la actividad espontanea de los insectos no varia con la inhibicion

alimentaria.
existe correlacién entre dosis de BMM que produce efecto antialimentario y

falta de la respuesta a estimulo térmico.

111.no existe correlacién entre dosis de BMM que produce inhibicion alimentaria

y blogueo de la respuesta a estimulo quimico (fuentes rapida y lenta de

liberacion de CO,).

1v.vinchucas tratadas con dosis de BMM que producen inhibicion parcial de la

alimentacién responden al estimulo térmico manteniendo su comportamiento

tigmotactico.

V. vinchucas tratadas con dosis intermedias de BMM que producen inhibicion

parcial de la alimentacion responden al estimulo quimico y no mantienen su

comportamiento tigmotactico permaneciendo cerca de la fuente.

vi.cuando los dos estimulos estan combinados su respuesta es similar a la

encontrada para estimulo térmico.
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Estos resultados demostraron que los maleamatos bloquean la
respuesta de las vinchucas a fuentes de estimulo quimico y térmico. La
respuesta a estimulo térmico fue mayor que la respuesta a estimulo quimico de
acuerdo a lo ya informado para insectos hematéfagos. Debido posiblemente a
esta mayor importancia relativa del estimulo térmico frente al estimulo quimico
se observd en nuestras condiciones experimentales correlacion de efecto

antialimentano de maleamatos con bloqueo de termorreceptores.



VI. BIBLIOGRAFIA






bibliografia

Agosin, M., Morello, A. and Scaramelli, N. (1964) Partial Characterizacion of
the in vivo metabolites of '*C-DDT in Triatoma infestans. Journal of Economic
Entomology 57, 974-977.

Almeida, A .F . and Pritchard, J. B. (1980). A comparative study of the action
of DDT on sodium potassium ATPase. Fed. Proc. 39, 979.

Altner, H. and Loftus, R. (1985). Ultraestructure and function of insect thermo-
and hygroreceptors. Ann. Rev. Entomol. 30: 273-295.

Alzogaray, R. (1996). Caracterizacion de la toxicidad de insecticidas
piretroides en Triatoma infestans. Tesis Doctoral. UBA.

Ascher, K. R. S. (1992). Antifeedants an overview. The Philip. Ent. 8(5): 1117-
1123.

Ascher, K. R. S. and Moscowitz, J. (1968). Fentins (truphenyltins) have an
anti-feedant effect for housefly larvae. International Pest Control.

Avé, D. A. (1995). Stimulation of feeding: Insect Control Agents. Cap. 12. In:
Regulatory Mechanisms in Insect Feeding. edited by Chapman, R. F. and de
Boer, G.

Barbera, C. (1989) Insecticidas fosféricos. Pesticidas agricolas. Editorial
Omega. p. 124-171.

Bar-Zeev, M., Maibach, H. I. and Khan, A. A. (1977). Studies on the attraction
of Aedes aegypti (Diptera: Culicidae) to man. J. Med. Entomol. 14, 113-120.

Berger, R. S. and Estes, P. M. (1987). Blockage of pheromone perception in
Trichoplusia ni (Lepidoptera: Noctuidae) males with N-alkylmaleimides. Environ.
Entomol. 16, 1130-1134.

Bemnard, J. (1974). Etude électrophysiologique de récepteurs implique’s dans
I’orientation vers ['héte et dans I’acte hémophage chez un Hemiptére: Triatoma
infestans. Thése. Univ. Rennes, France. 285 pp.

Brewer, M., Garay, M., Gorla, D., Murua, F., Favot, R. (1981). Caracterizacién
de los estadios ninfales del genero Triatoma Laporte 1833. /. Triatoma infestans
Klug, 1834 (Hemiptera, Reduviidae). Revista Soc. Entom. Arg. 40 (1-4):91-102.

Bruce, A., Bray, D., Lewis, J. Raff, M., Roberts, K., Watson, J. D. (1994)
Membrane transport of small molecules and the ionic basis of membrane
excitability. Cap. 11. In: Molecular Biology of the Cell.

Callec, J. J. (1985). Synaptic Transmission in the Central Nervous System. In:
Comprehensive Insect Physiology Biochemistry and Pharmacology. Cap. 5 Vol.
5 Nervous System: Structure and motor function ed. by G.A. Kerkut and L.J.
Gilbert, Pergamon Press.

71



bibliografia

Campbell, R. D., Leadem, T. P. and Johnson, D. W. (1974). The in vitro effect
of p, p- DDT on Na'-K' actived ATPase activity in rainbow trout (Sa/mo
gairdnen). Bull. Environ. Contam. Toxicol. 11, 425 - 428.

Carcavallo, R. (1987). The Subfamily Triatominae (Hemiptera, Reduviidae):
Systematics and Some Ecological Factors. Chagas’ Disease Vectors. Vol 1
Chapter 1.

Cerisola, J. A,, Rohwedder, R., Segura, E. L., Del Prado, C. E., Alvarez, M.,
Wynne de Martini, G. J. (1974). El xenodiagnéstico.

Chuit, R. (1994). Contro! Vectorial de la enfermedad de Chagas en la
Républica Argentina. Acta Toxicol. Argent. 2 (1 y 2). 29-58.

de Boer, G. (1995). Regulatory Mechanisms in Insect Feeding. edited by
Chapman, R. F. and de Boer, G.

Despommier, D., Gwadz, R. W., Hotez, P. J. (1995). Parasitic Diseases. Cap.
IV. Protozoa. Trypanosoma cruzi (Chagas 1909). pag. 190. Third Edition.

Ehrich, P. R. and Raven, P. H. (1964). Butterflies and plants: a study in co-
evolution. Evolution 18, 586-608.

Flores, G. and Lazzari, C. R. (1996). The role of the antennae in Triatoma
infestans: orientation towards thermal sources. J. Insect. Physiol. Vol. 42, No. 5,
pp. 433-440.

Fontan, A. and Zerba, E. (1992). Influence of the nutritional state of Triatoma
infestans over the insecticidal activity of DDT. Comp. Biochem. and Physiol.
101 ¢ (3): 589-591.

Fraenkel, G. (1969). Evaluation of our thoughts on secondary plant substances.
Proc. 2Int. Symp. Insect and Hostplant. Pages 473-486. ed. by J. de Wilde and
L. M. Schoonhoven. North-Holland, Amsterdam-London.

Frazier, J. L. and Chyb, S. (1995). Use of Feeding Inhibitors in Insect Control.
Cap. 13. In: Regulatory Mechanisms in Insect Feeding. edited by Chapman, R.
F. and de Boer, G.

Frazier, J. L. (1992). How animals perceive secondary plant compounds. In:
Herbivores: Their Interactions with Secondary Plant Metabolites, Vol. 2. (eds.)
Rosenthal, G. A. and Berenbaum, M. R. Academic Press, New York, pp. 89-
134.

Frazier, J. L. (1985). Nervous system. In: Fundamentals of insect physiology,
ed. by M. S. Blum, pp. 287-356, Wiley and Sons, New York.



bibliografia

Frazier, J. L. and Heitz, J. R. (1975). Inhibition of olfaction in the moth Heliothis
virescens by the sulfhydryl reagent fluorescein mercuric acetate. Chem. Senses
Flavor, 1, 271-281.

Friend, W. G. y Smith, J. J. (1985). La fisiologia de los triatominos con
especial referencia a la alimentacion por sangre. Factores Biologicos y
ecologicos en la enfermedad de Chagas. Tomo 1.Cap. VIl. pag.55.

Friend, W. G. and Smith, J. J. B. (1977). Factors affecting feeding by
bloodsucking insects. Ann. Rev. Entomol. 22: 309-31.

Futuyma, D. J. and Keese, M. C. (1992). Evolution and coevolution of plants
and phytophagous arthropods. In: Herbivores: Their Interactions with Secondary
Plant Metabolites, Vol. 2. (eds.) Rosenthal, G. A. and Berenbaum, M. R.
Academic Press, New York, pp. 440-447.

Ghassemi, M., Painter, P., Quinlivan, S. and Dellarco, M. (1983). Bacillus
thuringiensis, nucleopoluhedrosis virus, and pheromanes. environmental
considerations and uncertainties in large scale insect control. Environ. Int. 9,
39-49.

Gonzalez Audino, P., Masuh, H., Licastro, S., Vassena, C., Picollo, M.l. and
Zerba, E. (1996) Suppression of food intake on Tnatoma infestans by N-
substituted methyl maleamates. Aceptado para su publicacidon en Pesticide
science.

Gorla, D. E. and Schofield, C. J. (1985). Analysis of egg mortality in
experimental populations of Tniatoma infestans under natural climatic conditions
in Argentina. Bulletin of the Society of Vector Ecologists. 10, 107-117.

Griffiths, D. C. (1990). Opportunities for control of insects in arable crops using
semiochemicals ans other unconventional methods. In: Proceedings of the
Brighton Crop Protection Conference. Farnham, England, pp.487-496.

Griffiths D. C., Hassanali, A., Merritt, L. A., Mudd, A., Pickett, J. A., Shah, S.
J., Smart, L. E., Wadhams, L. J. and Woodcock, C. M. (1988). Highly
effective antifeedants against coleopteran pests. In. Proceedings of the Brighton
Crop Protection Conference, Farnham, England, pp. 487-496.

Gurenstein, P. G., Lorenzo, M. G., Nuilez, J. A. and Lazzari, C. R. (1995)
Baker's Yeast, an attractant for baiting traps for Chagas Disease vectors
Expenentia 51, 834-837.

Harbome, J. B. (1993). Introduction to Ecological Biochemistry. Academic
Press, London.

Holloway, G. J. and McCaffery, A. R. (1988). Reactive and preventative
strategies for the management of insecticide resistance. In: Proceedings of the
Bnighton Crop Protection Conference, Farnham, England, pp. 465-469.

73



bibliografia

InStat Graph (1990-1993) GraphPad Software, version 2.00, Uchitel, O. D.
Jandel (1990). Sigma Plot, version 1.00, Berkeley, CA.

Kaissling, K. E. (1977). Control of insect behavioun via chemoreceptor organs.
In: Chemical control of insect behaviour, theory and application, ed. by H. M.
Shorey and J. J. McKelvey, pp. 45-65, John Wiley & Sons, New York.

Kennedy, J. S. (1977). Olfactory responses to distant plants and oder odour
sources. In: Chemical control of insect behavior. Shorey and McKelvey (eds.)
pp. 67-91. Wilry.

Koch, R. B. (1969). Chiorinated hydrocarbon insecticides: inhibition of rabbit
brain ATPase activities. J. Neurochem. 16, 269 - 271.

Kubo, Y. and Nakanishi, K. (1977). Some terpenoid insect antifeedants from
tropical plants. In: Synthesis of pesticides, chemical, structure and biological
activity, natural products with biological activity. (Edited by Geissbuhler, H.) pp.
284-294. Pergamon Press, Oxford.

Lazzari, C. R. (1991) Temperature preference in Tnatoma infestans (Hemiptera:
Reduviidae). Bulletin of Entomological Research 81, 273-276.

Lazzari, C. R. (1990). Fisiologia del comportamiento de Trnatoma infestans
(Klug, 1834) (Heteroptera: Reduviidae), orientacién térmica. Tesis Doctoral.
UBA.

Lazzari, C. and Nuiez, J. (1989, a). The response to radiant heat and the
estimation of the temperature of distans sources in Triatoma infestans. J. Insect
Physiol. Vol 35, No. 6, pp. 525-529.

Lazzari, C. R. and Nuiiez, J. A. (1989, b) J. Insect. Physiol. 35, 525.

Lazzari, C. R. (1987). Blood temperature and feeding behavior in Triatoma
infestans (Heteroptera: Reduviidae). Entomol. Gener. 14(3/4). 183-188.
Stuttgart 1989-07. ISSN:0171-8177. Nro 597.

Lazzari, C. R. (1981). Estudio de los receptores sensoriales de las antenas de
Triatoma infestans (Klug, 1834) (Heteroptera: Reduviidae). Seminario de
Licenciatura. UBA.

Litchfield, J. T., and F. Wilcoxon (1949). A simplified method of evaluating
dose-effect experiments. J. Exptl. Therap. 96: 99—-110.

Lund, A. E. (1985). Insecticides: Effects on the Nervous Systems. In:
Comprehensive Insect Physiology Biochemistry and Pharmacology. Vol 12.
Insect Control. ed. by G.A. Kerkut and L.J. Gilbert, Pergamon Press.

74



bibliografia

Ma, W. C. (1981). Receptor membrane function in olfaction and gustation:
implications from modificacion by reagents and drugs. In: Perception of
behavioural chemicals, ed. by D. M. Morris, pp. 267-287. Elsevier North-
Holland, Amsterdam.

Ma, W. C. (1977). Alterations of chemoreceptor function in army worm larvae
(Spodoptera exempta) by plant—derived sesquiterpene and by sulfhydryl
reagents. Physiol. Ent. 2, 199-207.

Matsumura, F. (1976). Toxicology of Insecticides. Cap. 4.

Matsumura, F. and Narahashi, T. (1971). ATPase inhibition and electro
physiological change caused by DDT and related neuroactive agents in lobster
nerve. Biochem. Pharmacol. 20, 825 - 837.

Matsumura, F. and Patil, K. (1969). Adenosine triphosphate sensitive to DDT
in synapses of rat brain. Science 166, 121 - 122.

Mayer, M. S. (1968). Response of single olfactory cell of Tnatoma infestans to
human breath. Nature 220: 924-925.

Moncayo, A. (1994). Iniciativa de los paises del cono sur. Acta Toxicol. Argent.
2(1y2):29-58.

Moncayo, A. (1993). Chagas Disease. Progress in Research 1991-1992 (Tenth
Programme Report) WHO Special Programme for Research an Training in
Tropical Diseases (TDR) Tropical Diseases. WHO Geneva. Cap.7 pag 67 - 75.

Morita, H. and Shiraishi, A. (1985). Chemoreception physiology. In:
Comprehensive insect physiology, biochemistry and pharmacology, Vol. 6:
Nervous system sensory, Cap 3. ed. by G. A. Kerkut and L. J. Gilbert, pp. 133-
170, Pergamon Press.

Mullin, C. A, Chyb, S., Eichenseer, H., Hollister, B. and Frazier, J. L. (1994).
Neuroreceptor mechanisms in insect gustation: a pharmacological approch. J.
Insect Physiol. 40, 913-931.

Narahashi, T. (1983). Resistance to Insecticides Due to Reduced Sensitivity of
the Nervous System. Pest Resistanse to Pesticides. pag. 333 - 352.

Narahashi, T., Frey, J. M., Ginsburg, K. S., Nagata, K, Roy, M. L. and
Tatebayashi, H. (1994). Sodium Channels and y-Aminobutyric Acid Activated
Channels as Target Sites of Insecticides. In: Molecular Action of Insecticides on
lon Channels. (edited by J. Marshalil Clark). Cap. 2.

Neufels, G. J. and Pritchard, J. B. (1979). Osmoregulation and giel Na*--K*
ATPase in the rock crab, cancer inoratus: response to DDT. Comp. Biochem.
Physiol. 62C, 165 - 172,

75



bibliografia

Norris, D. M. (1986). Anti-feeding compounds. In: Bowers, W. S., Ebing, W,
Fukuto, T. R, Martin, R. W. and Yamamoto, Y. (eds.), Chemistry of Plant
Protection: Sterol Biosynthesis, Inhibitors and Anti-feeding Compounds.
Springer-Verlag, Berlin, pp. 97-146.

Nunez, J. A. (1987). Behavior of Triatominae bugs. Chagas’ Disease Vectors.
Vol 3 Anatomic and physiological aspects, CRC Press, USA. pag 71 - 30.

Nuiez, J. A. (1982). Food source orientation and activity in Rhodnius prolixus
Stal (Hemiptera: Reduviidae). Bull. ent.Res. 72: 253-262.

O’Brien and Yamamoto (1970) Biochemical toxicology of insecticides.

Osbome, M. P. (1985). DDT, -HCH and the Cyclodienes. In: Comprehensive
Insect Physiology Biochemistry and Pharmacology. Cap. 6 Vol. 12 ed. by G. A
Kerkut and L. J. Gilbert, Pergamon Press.

Pelosi, P and Maida, R. (1995). Odorant-binding proteins in insects. Comp.
Biochem. Physiol. 111B, 503-514.

Pelosi, P and Maida, R. (1990). Odorant binding proteins in vertebrates and
insects: similarities and possible common function. Chem Senses. 15, 205-215.

Picollo, M. I, Seccacini, E., Vassena, C. and Zerba, E. (1993). Feeding and
mating deterrency by sulfhydryl reagents in Trniatoma infestans. Acta tropica, 52,
297-307.

Picollo, M. I, Seccacini, E., Fontan, A., Zerba, E. N. (1987). Activity of the
insect growth regulator fenoxycarb (R0O-13-5223) on Triatoma infestans. Comp.
Biochem. Physiol. 87, 367-373.

Picollo, M. |, Wood, E. J., Zerba, E. N., Licastro, S., Riveda, M. A. (1976).
Métodos de Laboratorio para medir la toxicidad de insecticidas en Triatoma
infestans, Klug. Acta Bioq. Clin. Latinoam. 10, 67-70.

Prestwich, G. D. and Blomquist, G. J. (eds.) (1987). Pheromone Biochemistry.
Academic Press, Orlando, Fl.

Riddiford, L. M., (1970). Antennal proteins of saturniid moths. Their possible
réle in olfaction. J. Insect. Physiol., Vol. 16, pp. 653 to 660. Pergamon Press.

Rojaknvich, A. S. y March, R. B. (1976). Insecticide cyclic nucleotide
interactions. Part |. Quinoxalinedithio! derivatives. A new group of potent
phosphodiesterase inhibitors. Pestic. Biochem. Physiol. 6, 10 - 19.

Rosenthal, G. A. and Berenbaum, M. R. (eds.) (1992) Herbivores: Their
Interactions with Secondary Plant Metabolites, second edition, Vol. 2. Academic
Press, New York.

76



bibliografia

Rosenthal, G. A. and Janzen, D. H. (eds.) (1979). Herbivores: Their
Interactions with Secondary Plant Metabolites. first edition. Academic Press,
New York.

Ruigt, G. S. F. (1985). Pyrethroids. In. Comprehensive Insect Physiology
Biochemistry and Pharmacology, Cap. 7. Vol. 12 ed. by G. A. Kerkut and L. J.
Gilbert, Pergamon Press.

Salomén, O. D. (1988). Vitelogénesis en Triatominos vectores de la
enfermedad de Chagas. Tesis Doctoral. UBA.

Schefczik, J. and Simonis, W. (1980). Side effects of chlorinated hydrocarbon
insecticides on membranes of plant cells. Pestic. Biochem. Physiol. 13, 13 - 19.

Schnieder, R. P. (1975). Mechanism of inhibition of rat brain (Na'-K') -
adenosine triphosphatase by 2, 2 - bis (p - chlorophenyl) - 1, 1, 1 - trichloro -
ethane (DDT). Biochem. Pharmacol. 24, 939 - 946.

Schneider, D. and Steinbrecht, R. A (1968). Checklist of insect olfactory
sensilla. Symp. Zool. Soc. London. 23, 279-297.

Schneider, D. (1964). Insect Antennae. Ann. Rev. Ent. 9, 103-122.

Schneider, D., Lacher, V. and Kaissling, K. E. (1964). Die Reaktions-weise
und das Reaktions-spektrun von Riechzellen bei Antheraea pernyi
(Lepidoptera, Saturniidae). Z. Vergl. Physiol. 48, 632-662.

Schofield, C. J. (1994). Tnatominae. Biologia y Control. Eurocommunica
Publications.

Schofield, C. J. (1985). Population Dynamics and Control of Tnatoma
infestans. Ann. Soc. Belge Med. trop. 65, Suppl. 1, 149-164.

Schoonhoven, L. M. and Yan Fu-Shun (1989). Interference with normal
chemoreceptor activity by some sesquiterpenoid antifeedants in an herbivorous
insect Pien’s brassicae. J. Insect Physiol. Vol. 35. No.9. pp. 725-728.

Shanes, A. M. (1949). Electrical phenomena in nerve. Il. Crab nerve. J. Gen.
Physiol. 33, 75 - 102.

Singer, G., Rozental, J. and Norris, D. (1975). Sulfhydryl groups and the
quinone receptor in insect olfaction and gustation. Nature 256, 222-223.

Snodgrass, R. E. (1935). Principles of insect morphology. McGraw-Hill, New
York.

Snodgrass, R. E. (1926). The morphology of insect sense organs and the
sensory nervous system. Smithson. Misc. Colect. 77, 1-80.

77



bibliografia

Steinbrecht, R. A. (1987). Functional Morphology of Pheromone. Sensitive
Sensilla. Cap. XI. Part ll. Reception and Catabolism of Pheromones. In:
Pheromone Biochemistry ed. by Prestwich, G. D. and Blomquist, G. J.
Academic Press. inc.

Steinbrecht, R. A. (1984). Arthropoda: Chemo-, thermo- and hygroreceptors.
In: Biology of the Integument. (J. Bereiter-Hahn, A. G. Matolsy and K. S.
Richards, eds.) Vol. 1, pp. 523-276

Stengl, M., Hatt, H. and Breer, H. (1992). Peripheral processes in insect
olfaction. Annu. Rev. Physiol. 54, 665-681.

Uchida, M., Kurihara, N., Fujita, T. and Nakajima, M. (1974). Inhibitory effects
of BHC isomers on Na'—K'—-ATPase, yeast growth and nerve conduction.
Pestic. Biochem. Physiol. 4, 260 - 265.

Vogt, R. G., Rybczynski, R. and Lemer, M. R. (1990) The biochemistry of
odorant reception and transduction. Chemosensory Information Processing,
NATO ASI Series H, Vol. 39 (Edited by Schild D,), pp. 33-76, Springer. Berlin.

Webb, G. D., Sharp, R. W. and Feldman, J. D. (1979). Effect of insecticides on
the short - circuit current and resistance of isolated frog skin. Pestic. Biochem.
Physiol. 10, 23 - 30.

WHO Special Programme for Research an Training in Tropical Diseases
(TDR). (1989-1990) Chagas Disease. Progress in Research (Tenth Programme
Report) In: Tropical Diseases. WHO Geneva. Cap. 7. pag 69-77.

Wigglesworth, V. B. (1934). Insect Physiology (ed) Chapman and Halil.
London.

Wigglesworth, V. B. and Gillet, J. D. (1934). The function of the antennae in
Rhodnius prolixus (Hemiptera) and the mechanim of orientation to the host. J.
Exp. Biol. 11: 120-134.

Wigglesworth, V. B. and Gillet, J. D. (1934). The function of the antennae in
Rhodnius prolixus: confirmatory experiments. J. Exp. Biol. 11: 480.

Zacharuk, R. Y. (1985). Antennae and Sensilla. In: Comprehensive Insect
Physiology Biochemistry and Pharmacology. Cap. 1. Vol. 6. Nervous System:
Structure and motor function ed. by G. A. Kerkut and L. J. Gilbert, Pergamon
Press.

Zacharuk, R. Y. (1980). Ultrastructure and function of insect chemosensilla.
Annu. Rev. Entomol. 25, 2747 .

Zerba, E. (1994). Evaluacudn Biologica en el Laboratorio de la Actividad
Triatomicida. Acta Toxicol. Argent. 2 (1 y 2): 29-58.

78



bibliografia

Zerba, E. (1989) Chemical control of Chagas’ Disease vectors. Biomed.
Environ. Sci.2: 24-29.

Zerba, E. (1988) Development of new insecticides and synergistic formulations
for the Chagas’ Disease vector control. Revista. Argent. Microbiologia 20 (Supl):
25-31.

Zerba, E. (1988). Conventional insecticides: Mechanism of action, resistance
and bioassay in Chaga’s Disease Vectors. Revista Argent. de Micribiologia 20
(Supl) 32-38,

Zerba, E. N. and Picollo, M. 1. (1987). Embryogenesis and ovicide action.
Chagas’ Disease Vectors. Vol 3 Biochemical aspects and control. CRC Press,
USA. pag 125-138.

Zerba, E. (1987). Insecticides: Mechanism of action. In: Chagas’ disease
vectors, Vol. lll: Biochemical aspects and control, ed. by R. Brenner and Stoka,
pp. 103-106, CRC Press, Boca Raton.

Zerba E. (1979). Evaluacion del efecto insecticida y ovicida de la decametrina
en Triatoma infestans. CIPEIN 1978. Informe inédito (parcialmente publicado
en. K-othnne, Roussell-Uclaf Pyrethroid Insecticides. Roussell-Uclaf, Paris,
Francia.



VII. APENDICE






apéndice

Los resultados presentados en este trabajo de Tesis dieron origen a las

siguientes piblicaciones y presentaciones a congresos:

e Reduction of Triatoma infestans (Hemiptera: Reduviidae) Experimental
Populations Exposed to Feeding Inhibitors" (1996) C. Vassena, M. 1.Picollo
and E. Zerba. J. Medical Entomology Vol. 33, no. 5.

o Suppression of food intake on Trnatoma infestans by N-substituted methyl
maleamates" (1995) P. Gonzalez Audino, H. Masuh, C. Vassena, S.

Licastro, M. I. Picollo and E. Zerba. En prensa en Pesticide science.

o Sintesis de maleamatos N-sustituidos: Correlacion entre estructura y
actividad antialimentaria. P. Gonzalez Audino, S. Licastro, H. Masuh, M. |.
Picollo, C. V. Vassena y E. Zerba. Simposio Nacional de Quimica Organica.
Cordoba, 17 al 19 de Noviembre de 1993.

e Reduccion Poblacional de Vinchucas, La Importancia de la Purificacién de
Isbmeros en Compuestos Antialimentarios. C. V. Vassena, M. |. Picollo y E.
Zerba. Efectos sobre l|a Actividad de Tnatoma infestans de N-
alquilmaleamatos de metilo con Efecto Antialimentario. A. Fontan, M. |
Picollo, C. V. Vassena, E. Zerba. Congreso Argentino de Entomologia.
Mendoza, 2 al 7 de Abril de 1995.

o Bloqueo Sensorial en Triatoma infestans: Una Nueva Alternativa de Control
Poblacional. M. I. Picollo, A. Fontan, C. V. Vassena y E. Zerba. VI Congreso
Latinoamericano de Entomologia. Cd. de Mérida, Yucatan, Mexico, 26 al 30
de Mayo de 1996.

e Reduccién de Poblaciones experimentales de Tnatoma infestans por
Bloqueo de Receptores Sensoriales. C. V. Vassena, M. |. Picollo, A. Fontan
y E. Zerba. Congreso Argentino de Toxicologia. XVI Jornadas
Interdisciplinarias de Toxicologia. "Toxicologia y Medio Ambiente™. Bs. As.,
18 al 20 de Septiembre de 1996.



	Portada
	Resumen
	Agradecimientos
	I. Introducción
	II. Objetivos
	III. Materiales y métodos
	IV. Resultados y discusión
	V. Conclusiones
	VI. Bibliografía
	VII. Apéndice

