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Resumen

El piojo de la cabeza, Pediculus humanus capitis De Geer (Anoplura:
Pediculidae) es un problema de salud publica en todo el mundo. Este ectoparasito
obligado infesta generalmente a los niflos en edad escolar. En este trabajo se investigd
la prevalencia de esta enfermedad en los jardines de infantes de la ciudad de Bahia
Blanca y los factores de riesgo asociados; ademas se abordaron alternativas de control
para este insecto por medio de insecticidas botanicos.

De un total de 220 alumnos examinados (125 nifias y 95 varones), 94 mostraron
pediculosis. La prevalencia general de la infestacién de piojos fue de 42,7%. La
pediculosis fue mas frecuente en las nifias (53,6%) que en los varones (28,4%) y en
pelos medianos, largos y muy largos. No se encontraron diferencias entre las clases
socio-econdmicas, lo que indica que los piojos de la cabeza son relativamente comunes
en los jardines de infantes de Bahia Blanca.

El control mundial de P. h. capitis depende sobre todo de las aplicaciones
continuas de insecticidas sintéticos. Aunque estos pediculicidas son aun eficaces, su
uso repetido ha dado como resultado el desarrollo de resistencia. Estos problemas
corroboran la necesidad de desarrollar un control selectivo. Los compuestos naturales,
tales como aceites esenciales se han sugerido como fuentes alternativas para el
control de estos insectos.

En este trabajo, se evalud la actividad adulticida y ovicida de los aceites
esenciales (AEs) de hojas y frutos de Schinus areira, y hojas de Thymus vulgaris, Aloysia
polystachia y Aloysia citriodora en adultos y huevos de P. h. capitis, utilizando
bioensayos por exposicidn a vapores y a superficies tratadas.

En los bioensayos por exposicién a vapores, todos los AEs mostraron toxicidad
frente a ambos estados. Sobre la base de los valores de TVsq (Tiempo de volteo 50), las
hojas y frutos de S. areira fueron los mas toxicos en adultos y los AEs de S. areria y T.
vulgaris, los mas efectivos en huevos.

En los bioensayos por exposicion a superficies tratadas (sobre papel de filtro), el
AE de T. vulgaris fue mas téxico que los demas aceites en huevos y adultos; los AEs de

hojas y frutos de S. areira no mostraron efectos en ambos estados.
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Para introducir un pediculicida en el mercado es necesario analizar la
efectividad de los compuestos y el efecto de éstos sobre el ser humano y el ambiente.
Teniendo en cuenta estos conceptos, se realizaron pruebas de corrosion / irritacidn
dérmica en conejos albinos de Nueva Zelanda. Los aceites esenciales no produjeron ni
corrosion ni irritacion en piel.

Segun los resultados obtenidos en este trabajo, el aceite esencial de hojas de T.
vulgaris podria convertirse en una herramienta valida para el control de P. h. capitis,
dado que a baja concentracion y aplicado durante veintiiin minutos, este AE produce
un alto efecto de volteo en adultos (seguido de la mortalidad) y toxicidad en huevos.

Por otra parte, este AE no genera corrosion / irritacion cutanea.
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Abstract

The human head louse, Pediculus humanus capitis De Geer (Anoplura:
Pediculidae) is a worldwide public health concern. This human obligate ectoparasite
usually infests school age children. The aims of this work were to evaluate the
prevalence of head lice and risk factors in kindergarten children from Bahia Blanca city.
Otherwise, alternative control methods based on botanic insecticide were

investigated.

From a total of 220 pupils examined (125 girls and 95 boys), 94 showed
pediculosis. The overall prevalence of head lice infestation was 42.7%. Pediculosis was
more frequent in girls (53.6%) than in boys (28.4%) and in medium, long and very long
hairs. No differences were found between socio-economic classes. This indicated that

head lice in kindergarten from Bahia Blanca are relatively common.

In recent years, P. h. capitis infestations have been increasing. The main
worldwide control of this insect depends on synthetic insecticides continued
applications. Although these pediculicides are still effective, their repeated use has
sometimes resulted in the development of resistance. Natural compounds such as

essential oils have been suggested as alternative sources for insect control agents.

The adulticidal and ovicidal activity of essential oils (EOs) from leaves and fruits
of Schinus areira and leaves of Thymus vulgaris, Aloysia polystachia and Aloysia
citriodora were evaluated against both stages of P.h capitis through fumigant and

direct contact bioassays.

All EOs showed toxicity against adults and eggs in fumigation tests. On the basis
of KTso (knockdown of 50%) values, leaves and fruits from S. areira were more toxic

against adults and S. areria and T. vulgaris against eggs.

In filter paper contact bioassay, the EO from T. vulgaris was more toxic than the
other ones against eggs and adults. When EO from leaves and fruits of S. areira were

evaluated on both stages, no mortality was observed.

In order to introduce a new pediculicide product, the effectivity of the

compounds and their effects on human being and the environment must be analized.
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In consequence, dermal corrosion/irritation tests were improved in New Zealand

albino rabbits. Results indicated that the EOs not produced these effects.

According with the results, the essential oils from leaves of T. vulgaris would be
a valid tool for the management of P. h. capitis. This essential oil produces a high
knockdown effect in adults (followed by mortality) and toxicity in eggs when is applied
for twenty one minutes and at a low concentration. No dermal corrotion/irritation was

observed.
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1. INTRODUCCION GENERAL

1.1 Los Artropodos y el hombre

El Phylum Arthropoda contiene el mayor numero de especies de todo el Reino
Animal comprendiendo mas de los tres cuartos de todas las especies conocidas
(Morrone & Coscardn, 1998; Gilbert et al., 1999). El primer artrépodo probablemente
surgié en el Precambrico hace unos 600 millones de afios. Desde entonces, estos
organismos experimentaron una gran radiacion evolutiva, y hoy en dia, ocupan todos
los ambientes del mundo y explotan todos los estilos de vida imaginables (Ruppert et
al., 2003). En la actualidad se encuentran registradas 1.096.660 especies y
probablemente queden por determinar muchas mas (Gilbert et al., 1999; Grimaldi &

Engel, 2006).

Los artrépodos incluyen a los quelicerados, crustaceos, miridpodos e insectos

(Kondratieff & Black IV, 2005).

En particular, los insectos son el grupo mas extenso de animales en la tierra
como consecuencia de su diversidad taxondmica (Scholwalter, 2006; Adler & Foottit,
2009), aparecieron sobre la superficie terrestre en el Devdnico, hace
aproximadamente unos 400 millones de afios y a partir de este momento
experimentaron una profunda diversificacion alcanzando wuna prosperidad
insospechada (Bentancourt et al., 2009). Colonizaron todos los nichos, tanto terrestres
como acuadticos, exceptuando la superficie del mar y la region litoral, pudiendo vivir en

lugares donde otros animales o plantas les son imposibles existir. Podemos inferir



entonces, que los insectos “gobiernan” el planeta Tierra y que su diversidad vy

abundancia desafian la imaginacién (Ruppert et al., 2003; Goddard, 2008).

El gran éxito evolutivo de esta clase puede atribuirse a varios factores: una
epicuticula cérea que reduce la deshidratacidn; una cascara del huevo resistente que le
permite la exposicion a condiciones ambientales adversas; un proceso de
metamorfosis que le facilita a los estados larvales utilizar diferentes recursos que los
adultos (en los insectos holometabolos); y la capacidad de volar que dotd a los insectos
pterigotos de una gran ventaja sobre los otros grupos de invertebrados terrestres, lo
que favoreciéo ampliamente la dispersion, la huida de los depredadores, y el acceso al
alimento o a condiciones ambientales dptimas (Ruppert et al., 2003; Gillott, 2005;

Schowalter, 2006).

Los insectos se han asociado con el ser humano y sus actividades desde el inicio
de la historia generando por medio de estas interacciones bidticas resultados
perjudiciales y beneficiosos para la especie humana (Montgomery, 1959; Cloudsley-

Thompson, 1988; Moreno Mari et al., 2007).

Desde el punto de vista sanitario los insectos pueden provocar dafios directos,
al actuar como agentes patdgenos, ponzofiosos y/o alergizantes o al alimentarse de los
fluidos o tejidos de un vegetal o animal (incluido el hombre), o pueden ocasionar
dafos indirectos, al actuar como vectores (Fernandez-Rubio, 1999; Bueno Mari et al.,
2009). Muchos de estos organismos han ocupado, ocupan y ocuparan, un lugar
destacado entre las mayores amenazas para la Salud Publica (Bueno Mari et al., 2009).
La estrecha relacién entre los insectos y el hombre se produjo por que este ultimo

transformd progresivamente el medio ambiente y los ecosistemas primitivos, de
3



manera tal que a lo largo de la historia se produjo una aglomeracién creciente de la
poblacién, llevando a la consolidacion de nucleos urbanos en permanente expansion.
Este aumento en la densidad demografica trae aparejado importantes modificaciones
en el entorno con incidencia sobre la dinamica de las especies animales antropofilicas
(Moreno Mari et al., 2007). Paralelamente a esto, las condiciones de hacinamiento
asociado muchas veces a la pobreza, permite una mayor interrelacién entre los seres
humanos y los insectos perjudiciales (insectos plagas), generando las oportunidades
necesarias para la diseminacidon de los microorganismos patégenos vectorizados y de
las enfermedades que estos producen (Gillot, 2005; Robinson, 2005; Moreno Mari et

al., 2007).

La condicion de especie plaga en los ambientes urbanos se refiere al conjunto
de seres vivos que perjudica una zona urbana, causando dafos materiales, fisicos o
ecolégicos, lo cual también acarrea problemas econdmicos (Moreno Mari et al., 2007).
La Organizacion Mundial de la Salud (OMS) en 1988 define el concepto de “plaga
urbana” como aquellas especies implicadas en la transferencia de enfermedades
infecciosas para el hombre y en el dafio o deterioro del habitat y el bienestar urbano,
cuando su existencia es continua en el tiempo y esta por encima del umbral de
tolerancia, que es el limite a partir del cual la densidad de la poblacion que forma la
plaga, es tal que sus individuos pueden provocar problemas sanitarios o ambientales,

molestias, o bien pérdidas econdmicas (Moreno Mari et al., 2007).

Dentro de las plagas de insectos urbanos con importancia para la salud
humana se encuentra el piojo de la cabeza, Pediculus humanus capitis (De Geer, 1767),

agente causal de la “pediculosis capitis”.



1.2 Evolucion y Sistematica de los Phthiraptera

Los piojos son ectoparasitos obligados, y cada especie hospedadora posee un
solo tipo de piojo. La evolucion de los pardsitos ocurre frecuentemente al mismo
tiempo que los procesos de coespeciacion de las especies de sus hospedadores
(Grimaldi & Engel, 2006; Veracx & Rault, 2012). Cabe resaltar que estos insectos no

pueden vivir independientemente de sus hospedadores (Weiss, 2009).

La diversidad de los piojos estd asociada a la historia evolutiva del hombre. Los
piojos han estado asociados al hombre por millones de afos y se han dispersado a

través del mundo con las primeras migraciones del hombre (Ascunce et al., 2013).

El origen y evolucidon de los piojos es bastante oscuro debido a que la
fosilizacion de los mismos depende en gran parte de la fosilizacion de sus
hospedadores (Wappler et al., 2004). El hallazgo de fdsiles permite dar informacién
sobre la edad de los piojos. Se presume que el origen de los mismos fue hace 66-320

millones de aifos (Ma) a fines del Cretacico.

En la Biblia, en el Viejo Testamento fue registrada como una de las tantas
plagas que azotaron a Egipto (Driver, 1974). El huevo de piojo mas antiguo fue hallado
en un pelo de un yacimiento arqueoldgico en el noreste de Brasil hace 8.000 afios ac.
(Araujo et al., 2000). El piojo Megamenopon rasnitsyni perteneciente a la familia
Menoponidae, orden Amblycera fue hallado en una formacién del Eoceno (44,3 + 0,4
Ma) (Wappler et al., 2004; Boutellis et al., 2014). También Rivera et al., (2008) reportd
una gran infestacién en 6 de 7 momias revisadas en Chinchorro (2000 afios dc) al norte

de Chile. En el sur de Peru, en Chiribaya encontraron en una poblacién un rango de



infestacion del 18 al 71% de P. h. capitis. Otro caso fue en momias de Maitas Chiribaya

de Arica, Chile (Arriaza et al., 2013).

Tradicionalmente al orden Phthiraptera se lo dividia en dos grupos o
subdrdenes: los piojos chupadores o Anoplura, parasitos exclusivos de mamiferos y
piojos masticadores o Mallophagos, parasitos de aves y mamiferos (que incluye a los
actuales subdrdenes Ischnocera, Amblycera y Rhynchophthirina) (Lyal, 1985;
Cruickshank et al., 2001; Barker, et al., 2003; Smith, 2004; Gillott, 2005; Clayton, et al.,
2008). Esta divisidn se basdé principalmente en la morfologia de las piezas bucales y el
modo de alimentacién. Mientras los maldfagos se alimentan de plumas, pelos y de
secreciones de las glandulas sebaceas, mediante un aparato bucal de tipo masticador;
los anopluros se alimentan exclusivamente de sangre con un aparato bucal sucto-

picador (Ferris, 1951; Cruickshank et al., 2001; Gillott, 2005).

Tanto los piojos masticadores como los chupadores derivan de un grupo
ancestral, el orden Psocoptera (piojos de los libros) (Boutellis et al., 2014). Se
estima que estos dos grupos sufrieron una divergencia en el Jurasico tardio o en el

comienzo del Cretdcico hace 100-150 Ma (Durden, 2008; Light et al., 2010).

En la actualidad los piojos se encuentra bajo el orden Phthiraptera, que
comprende cuatro subdrdenes: Anoplura, Amblycera, Ischnocera y Rhynchophthirina,
con sus respectivos géneros y especies (Cicchino & Castro, 1998; Linardi, 2001; Gillott,

2005; Clayton et al., 2008).



1.2.1 Posicion sistematica de Pediculus humanus capitis

La taxonomia es el area del conocimiento encargada de establecer las reglas de
una clasificacién que permite organizar la diversidad de los seres vivos, generando un
sistema jerarquico, donde cada grupo o taxdn tiene asociado una categoria y un
conjunto de atributos (morfoldgicos, filogenéticos, paleontoldgicos, bioldgicos, de
comportamientos y bioquimicos) que determinan la pertenencia de ciertos organismos
a ese grupo. La nomenclatura es el sistema de nombres cientificos que se aplica a los
grupos ordenados taxondmicamente. La ciencia donde convergen la taxonomia y la
nomenclatura es denominada sistematica y su objetivo es realizar revisiones biolédgicas

que clasifican al material de manera filogenética.

La clasificacion sistemdtica de los piojos ha tenido una historia larga y compleja,
numerosos autores intentaron ubicar a estos insectos en un lugar adecuado dentro de

la diversidad.

A continuacién se ubica sistematicamente al piojo segun la clasificacién de

Durden & Musser, (1994).

Phylum Arthropoda
Subplylum Uniramea
Clase Insecta
Subclase Pterigota
Orden Phthiraptera
Suborden Anoplura
Familia Pediculidae Leach, 1817
Género Pediculus Linnaeus, 1758
Especie Pediculus humanus Linnaeus, 1758

Pediculus humanus capitis De Geer, 1778



Actualmente este orden agrupa mas de 4900 especies de piojos, ectoparasitos
de vertebrados homeotermos: aves y mamiferos, los que tienden a ser especificos de
sus hospedadores. Es importante remarcar que algunos mamiferos como los
monotremados, armadillos, osos hormigueros, murciélagos, cetaceos y sirenios

carecen de piojos (Askew, 1971; Kim & Ludwig, 1978; Grimaldi & Engel, 2006).

La mayoria de los sistematicos modernos concuerdan en que los piojos estén
reunidos bajo cuatro subdrdenes: 1) Anoplura, representados por 532 especies de
pardasitos exclusivos de mamiferos euterios reunidas en 15 familias; 2)
Rhynchophthirina, con 3 especies de parasitos confinados a los elefantes de Africa y
Asia y jabalies bajo una misma familia ; 3) Ischnocera, con 2.683 especies en aves y 377
especies en mamiferos reunidas en cuatro familias y 4) Amblycera, con 1.182 especies
en aves y 162 especies en mamiferos, agrupadas en seis familias (Lyal, 1985; Durden &
Musser, 1994; Castro & Cicchino, 1998; Cruickshank et al., 2001; Johnson et al., 2002;
Baker et al., 2003; Gillott, 2005; Yoshizawa & Jonson, 2006; Clayton, 2008, Bentancourt

etal., 2009) (Tabla 1).



Tabla 1.1 Clasificacion del Orden Phthiraptera. (Durden & Musser, 1994; Castro & Cicchino,

1998).

Suborden Familias

Boopidae
Gyropidae
Laemobothriidae
Amblycera .
Menoponidae
Ricinidae

Trimenoponidae

Philopteridae

Heptapsogasteridae
Ischnocera

Trichodectidae

Trichophilopteridae

Rhyncophthirina Haematomyzidae

Echinophthiriidae
Haematopinidae
Hamophthiriidae
Microthoraciidae
Enderleinellidae
Ratemiidae
Hoplopleuridae
Anoplura Polyplacidae
Linognathidae
Hybophthiridae
Neolinognahidae
Pecaroecidae
Pedicinidae
Pediculidae
Phthiriidae

El suborden Anoplura (piojos chupadores) comprende ectoparasitos
permanentes especificos que se adaptaron al microambiente de la superficie del

hospedador y para ello exhiben numerosas adaptaciones morfolégicas, tanto



estructurales como funcionales (Kim & Ludwig, 1978; Hahn et al., 2000). Estos piojos
presentan hematofagia obligatoria tanto los machos como las hembras y todos sus
estados ninfales (Marcondes, 2011). Las variaciones intra e interespecificas de los
miembros de este taxdn, asi como sus limites de distribucion geografica y sus
relaciones con los hospedadores son las variables bioldgicas mas utilizadas al momento
de generar hipdtesis evolutivas, por lo que este “rompecabezas bioldgico” ha
mantenido la atencién de varios investigadores (Ferris, 1935, 1951; Retama-Salazar,

2006).

El hombre (Homo sapiens) es parasitado por dos géneros de piojos chupadores:
uno lo comparte con el chimpancé (Pan spp.) y el otro con el gorila (Gorilla gorilla). Los
piojos del hombre (Pediculus humanus capitis y Pediculus humanus humanus) y el piojo
del chimpancé (Pediculus schaeffi) son miembros de la familia Pediculidae, y el piojo
pubico del hombre (Phthirus pubis) y el piojo del gorila (Phthirus gorillae) pertenecen a
la familia Phthiridae (Boutellis et al., 2014). Pediculus y Phthirus son monofiléticos y

taxa hermanos (Reed et al., 2004; 2007).

El género Pediculus, presenta en el hombre una uUnica especie Pediculus
humanus (Linnaeus) con dos morfotipos, P. h. capitis (De Geer), piojo de la cabeza y P.
h. humanus (Linnaeus) piojo del cuerpo o ropa (Kim et al., 1986; Light et at., 2008).
Este ultimo morfotipo ha evolucionado del primero invadiendo recientemente la
region corporal con el advenimiento de la vestimenta en los humanos modernos
(Kittler et al., 2003). Ambos morfotipos son muy semejantes y tan sdlo diferenciables
por pequefios detalles morfométricos y diversas adaptaciones bioldgicas y ecoldgicas

(Busvine, 1948; Burguess et al.; 2005; Boutellis et al., 2014).
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Los piojos de la cabeza ponen sus huevos en la base de los cabellos mientras
que los del cuerpo prefieren oviponer en las fibras de la ropa antes que en el pelo
corporal. La infestacidn por P. h. humanus es menos comun que la ocasionada por P. h.
capitis y se halla asociada principalmente a condiciones de pobreza y marginalidad; sin
embargo la pediculosis corporal es sensiblemente mas peligrosa que la capitis dado
que el piojo del cuerpo es vector de al menos tres bacterias intracelulares patégenas
Rickettsia prowazekii (Tifus epidémico), Bartonella quintana (Fiebre de las trincheras)
las cuales pertenecen a un subgrupo de Proteobacterias y de espiroquetas para
Borrelia recurrenteis (Fiebre recurrente) (Light et al., 2008; Bonilla et al., 2013;

Boutellis et al., 2014).

El P. h. humanus, P. h. capitis y P. pubis son ectoparasitos especificos y se
alimentan exclusivamente de sangre humana. Esta adaptacién estricta a un solo
hospedador podria haber surgido de una co-evoluciéon a largo plazo entre el parasito y
su huésped, lo que implica, por ejemplo, el desarrollo de las partes bucales o

adaptaciones especificas al sistema inmune del hospedador (Reed et al., 2007).

El desarrollo del piojo de la cabeza y del cuerpo se realizd durante afios
exclusivamente sobre los seres humanos, sin embargo este ultimo logré alimentarse
con sangre de conejos y sustituir asi a su hospedador definitivo en el laboratorio

(Culpepper, 1948; Ben-Yakir et al., 1994; Habedank, 1999).
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1.3 Morfologia de Pediculus humanus capitis

1.3.1 Morfologia del huevo (liendre) y desarrollo embrionario

Los huevos son ovales, miden entre 0,8 - 1 mm de longitud por 0,3 mm de
ancho aproximadamente, de color amarillo opalescente y operculados. El corién es
transparente permitiendo ver el desarrollo del embrién en su interior (Buxton, 1946;
Nutanson, 2008). Los huevos son cementados al pelo por una sustancia insoluble en
agua, proteica y no quitinosa como se presumia (Barat & Scaria, 1962; Carter, 1990,
Burkhart et al., 1998, 1999a, 1999b, 1999c; Mehlhom et al., 2011), que envuelve la
vaina del pelo y al huevo en su totalidad, a excepcion del opérculo. Este presenta de 7
hasta 11 aeropilos que permite la entrada de oxigeno al embrién (Burkhart et al.,
1999a). Los huevos estan orientados en el mismo eje axial que el de los pelos, con el
opérculo dirigido en direccién opuesta al cuero cabelludo, a una distancia del mismo

gue oscila entre 1-2 mm (Buxton, 1946; Ferris, 1951).

El desarrollo embrionario implica una serie de eventos relacionados con la
diferenciaciéon celular, el crecimiento y los procesos de morfogénesis, los cuales van
acompafados de grandes cambios bioquimicos, genéticos, fisiolégicos y morfolégicos

(Gilbert, 1997).

Para determinar las etapas de desarrollo de los huevos, se utilizaron
caracteristicas morfolégicas y marcadores externos y en base a esto, se los ha
diferenciados en huevos de desarrollo temprano, medio y tardio. Los principales
cambios observados fueron el oscurecimiento de las manchas oculares y la aparicién
de los apéndices. Los primeros huevos (tempranos) se caracterizan por la ausencia de

marcadores externos (Fig. 1.1A), los huevos medios presentan una mancha ocular
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rojiza y esbozos de apéndices (Fig. 1.1B) y los huevos tardios muestran ojos negros y

apéndices claramente visibles (Fig. 1.1C) (Mougabure-Cueto et al., 2006).

Figura 1.1 Apariencia externa de los huevos de P. h. capitis en diferentes estadios de
desarrollo. A: desarrollo temprano, B: desarrollo medio y C: desarrollo tardio. Las manchas

oculares son visibles en el estadio medio y tardio.

1.3.2. Morfologia externa del adulto

Las distintas partes que componen el cuerpo de los piojos se muestra en la Fig.
1.2. La cabeza, el térax y el abdomen estdn claramente separados uno de otro. El
tamafio corporal varia entre 2-4 mm aproximadamente; siendo aplanados dorso

ventralmente (Bentancour et al., 2009).
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Figura 1.2 Morfologia general de P. h. capitis.

Los piojos de la cabeza son generalmente muy pigmentados, la intensidad del
color la da el tipo de pelo donde se desarrollan, de modo tal que ese color no es una
constante y probablemente no sea heredable; por otra parte, es frecuente que
diferentes partes del cuerpo del piojo presenten distintos grados de pigmentacién

(Buxton, 1946).

1.3.2.1 Cabeza

La cabeza es pequeiia y cdnica, lleva un par de ojos ubicados lateralmente

constituidos por uno o dos omatideos prominentes y pigmentados. Las antenas estan
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formadas generalmente por cinco artejos; presentan 6rganos y pelos sensoriales que

fueron estudiados por Wigglesworth (1941).
La antena posee tres tipos de sensilas:

a) Organos peg: se hallan ubicados en la quinta articulacién de la antena en un nimero
de nueve a diez. Su forma es angulosa, de paredes delgadas y la cavidad contiene un

proceso o filamento agrupado dentro de células sensoriales.

b) Organos tuft: estos se hallan confinados en las articulaciones cuarta y quinta de las
antenas. Cada uno consta de un pequefio cono que se halla en una depresion poco
profunda. En el vértice del mismo se halla un mechén de cuatro pelos pequefios; la
base aparentemente estd conectada por una varilla o filamento a un grupo de células

sensoriales.

c) Organos scolopidiales: se encuentran en el interior del segundo segmento de la
antena. Se cree que son propioceptivos, es decir registran movimientos y tensiones,
permitiéndole al insecto tener informacidn acerca de la posicién de la antena. No
existen diferencias entre los drganos sensoriales presentes en las antenas de los

machos y de las hembras (Miller, 1969; Slifer & Sekhon, 1980).

Ademas de los drganos mencionados poseen pelos tactiles en las antenas y

otras partes del cuerpo.

Presentan un aparato bucal de tipo sucto-picador, carente de palpos maxilares.
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1.3.2.2 Torax

El tédrax muestra pocos signos de segmentacién externa. Hay un solo espiraculo
gue probablemente pertenece al protdrax. La pata de Pediculus, es caracteristica para
todos los Anopluros, todas las partes de las patas son cortas y robustas, la tibia tiene
un pulgar en la cara interna del vértice que porta espinas y pelos, el tarso tiene una
Unica garra a lo largo de su concavidad. Entre el pulgar y la garra el piojo se sujeta al
pelo del hospedador. Los tres pares de patas son semejantes en estructura (Buxton,

1946; Ferris, 1951).

1.3.2.3 Abdomen

Un examen superficial del abdomen permite observar que esta compuesto por
siete segmentos. Poseen seis pares de espirdculos ubicados en los segmentos
abdominales de 3 a 8. Todos los espirdculos, incluyendo los del tdrax, poseen un
sistema de cierre que funciona por compresion de la traquea. Es muy probable que los
piojos los cierren para evitar la pérdida de agua a través del sistema respiratorio

(Buxton, 1946; Ferris, 1951).

1.3.3 Diferencias sexuales

Los machos y hembras adultos son facilmente distinguibles. EIl macho es de
menor tamafio que la hembra y presenta bandas transversales oscuras sobre el dorso

del abdomen, en la hembra es relativamente mas amplio. También hay considerable
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diferencias en las patas (Fig. 1.3 A y B), la pata anterior del macho es mucho mas

robusta, y provista con un pulgar tibial grande.

Figura 1.3 Parte terminal de la pata anterior de P. h. capitis. A: macho; B: hembra; u: ufia; ta:

tarso; t: tibia.

El extremo posterior del macho es redondeado, y la superficie ventral se curva
hacia arriba de manera tal que el ano y el orificio sexual se enfrentan. En la abertura

sexual se puede observar un punto oscuro que corresponde al dilatador (Fig. 1.4 A).

En la hembra, el extremo posterior termina en dos Iébulos grandes, que le dan
una apariencia bilobulada. Ventralmente se observan un par de gondpodos a cada lado
del orificio vaginal y un area pigmentada en forma de escudo correspondiente a la

placa genital (Fig. 1.4 B) (Buxton, 1946; Ferris, 1951).
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Figura 1.4 Extremo posterior del abdomen de P. h. capitis. A: aparato copulador del macho; B:

hembra. go: gondpodos; pa: parameros ; pb: placa basal; pg: placa genital; pp“pseudopene.

Durante el apareamiento el macho se acerca a la hembra por detrds, camina
hacia adelante por debajo de su abdomen, y la sujeta con el primer par de patas.
Luego asumen una posicion vertical, cabeza abajo. En ese momento el macho saca el
dilatador que penetra profundamente en la vagina y se engancha en la misma. Luego
el dilatador se retira y en ese momento el pene o aedeagus pasa a la vagina,
anclandose a la misma por una serie de denticulos. Esto permite que estos insectos

permane
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Figura 1.5 Aparato copulador del macho evertido. ge: aedeagus; v: vesica; s: espiraculo; 6-9

segmentos abdominales (Extraido de Buxton, 1946).

1.3.4 Morfologia interna

Las piezas bucales estan invaginadas dentro de la cabeza, excepto cuando el
insecto se esta alimentando (Fig. 1.6). En la parte frontal de la cabeza hay un pequefiio

tubo, el haustelo, este es eversible y estd armado con dientes (Buxton, 1946).

El canal alimentario estd separado en varias regiones: la anterior es un
conducto bucal relativamente rigido; detras se halla la bomba cibariana y la faringe
gue pueden moverse separadamente a través de musculos dorsales provenientes de la
capsula cefdlica y separados entre si. Por detras de la faringe se encuentra el inicio del

esofago que es angosto y carece de musculatura.

En la parte basal del conducto bucal esta la apertura del saco de los estiletes.
En este se ubican tres estiletes, uno por encima del otro. Se presume que los estiletes

dorsales y ventrales son formados a partir de un rudimento de la segunda maxila, la
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cual se une para formar el labio en la mayoria de los insectos. Estos estiletes son
similares en forma y en su extremo libre poseen dientes afilados. Debajo del estilete
superior se encuentra el estilete intermedio, un tubo fino formado por parte de la
hipofaringe y el conducto salivar. Los tres estiletes son llevados hacia delante por

medio de musculos protractores y cuando no son utilizadas estan dentro de la cabeza.

SoA p
’
PN
P

Figura 1.6 Seccién longitudinal de la cabeza de P. h. capitis. bf: conducto bucal; cbp: bomba
cibarial; dp: musculos dilatadores de la faringe; h: haustelo; oe: eséfago; p: faringe; sd: canal

salival; sp: esfinteres; ss: saco de los estiletes (Extraido de Buxton, 1946).

Durante el proceso de alimentacion la cabeza estd deprimida y el haustelo
empuja hacia fuera de modo que los dientes evertidos permiten anclar la cabeza del
insecto a la epidermis del hospedador. Luego, los estiletes perforan la piel y el insecto
libera saliva a través del estilete intermedio. Al perforar la dermis, la sangre llega a la
boca del insecto por la propia presion sanguinea. La presidn ejercida por los musculos
de la bomba cibariana contribuye también a la succién. Cuando el insecto comienza a
alimentarse, una pequefia cantidad de sangre pasa rapidamente desde el intestino

medio al posterior.
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Durante la digestion, todo el material nutricional obtenido de la sangre es
mantenido en el intestino posterior. En la primera parte de este érgano, esta el fluido y
en la segunda parte, la cual estad rodeada de papilas rectales, el agua es extraida de las

heces y las mismas son defecadas como pellets secos adheridos entre si.

El corazdn se sitla en la parte posterior del abdomen. Presenta dos o tres pares

de ostiolos y se prolonga en una aorta estrecha que desemboca en la cabeza.

El sistema traqueal se abre al exterior a través de siete pares de espiraculos,
uno toracico y seis abdominales. En razén de lo aplanado del cuerpo los espiraculos se

han desplazados hacia la superficie dorsal.

El sistema nervioso se caracteriza por el grado de concentraciéon que muestra.
Los ganglios se agrupan en racimos de tejido conectivo, uno en el térax y otro

conteniendo ganglios metatoracicos y abdominales.

En las hembras, el aparato reproductivo esta constituido por dos ovarios, cada
uno formado por tres a cinco ovariolas. Los oviductos laterales dan lugar a un oviducto
comun que se expande para formar una vagina. Existen un par de glandulas accesorias,
cuyas secreciones sirven para cementar los huevos a los pelos de sus huéspedes. Los
machos presentan un par de testiculos, que se contindan con los vasos deferentes; las
vesiculas seminales existen la mayoria de las veces; por ultimo se encuentra el

conducto eyaculador.
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1.4 Biologia del Pediculus humanus capitis

Los piojos son oviparos, pertenecen al grupo de insectos con metamorfosis
incompleta o hemimetdbola, pasando por los estados de huevo, ninfa y adultos (Fig.

1.7).

Son pardsitos estrictos, por lo tanto son incapaces de alimentarse y
desarrollarse, fuera de sus hospedadores especificos sobre los que permanecen

durante todos sus estados evolutivos.

Una vez producida la cépula, la hembra fecundada comienza con la postura de
huevos a las 24 o 35 horas. Ovipone de 5 a 10 huevos por dia y vive unos 30 dias
aproximadamente (Buxton, 1947; Bacot, 1917; Frankowski & Weiner, 2002;
Betancourt et al, 2009). Las liendres son adheridas al pelo preferentemente de la

regidn occipital y retroauricular del hospedador.

Las hembras poseen un par de glandulas anexas al sistema reproductor que son
las encargadas de producir el cemento para que el huevo quede adherido al pelo del
hospedador. Estas glandulas constituyen un verdadero depdsito de pegamento, que se
vierte en el sistema reproductor al momento de la postura (Carter, 1990; Burkhart,
2002). Antes de la eliminacién del huevo, la hembra con la ayuda de los l6bulos
terminales o gondpodos, realiza la eleccién de los lugares para oviponer y la

manipulacion del cemento antes de fijar el huevo (Carter, 1990).

A medida que el huevo pasa por el oviducto se rodea totalmente de cemento,
salvo el opérculo para permitir la respiracion del embrién; con la ayuda de la

musculatura de la vagina y la parte posterior del abdomen se distribuye el cemento en
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el pelo y el huevo queda asi firmemente fijado; todo el este proceso dura 16 segundos
(1 segundo la secrecion del pegamento, 10 segundos la distribucion del cemento en el

pelo y 5 segundos la salida del huevo) (Carter, 1990; Burkhart & Burkhart, 2005).

Las ninfas pasan por tres estadios, difiriendo del adulto, por su pequefio
tamanio y el subdesarrollo de los érganos genitales (Ferris, 1951; Burkhart & Burkhart,

2005, 2007).

La eclosidn del primer estadio ninfal tiene lugar por un proceso curioso. Cuando
se encuentra totalmente desarrollada, punciona con sus estiletes bucales las cdmaras
aéreas del huevo y aspira con ellos el aire atmosférico, que pasa al tubo digestivoy a la
vez va expulsandolo por su ano. El aire acumulado en su regién postanal forma una
burbuja en expansion, cuya presion cada vez mayor, empuja al insecto a través de la
parte superior del huevo al exterior. La ninfa eclosionada realiza rdpidamente su
primera ingestiéon de sangre (Pray, 1999; Gadllego Berenguer, 2003). El primero y

segundo estadio ninfal son practicamente inmdéviles (Nutanson, 2008).
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Primera muda
dos dias después
de salir del huevo.

El piojo sale
del huevo a

los 6-7 dias.

El huevecillo
se deposita
en el tallo piloso.

después de salir del
huevos. 11-12 dias.

Tercera muda,
16-17 dias después
de salir del huevo.
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Figura 1.7 Ciclo biolégico de P. h. capitis. (Extraido de Ayala Goémez, 2009)

Después de la tercera muda y con diferen-
ciacién de machos y hembras se acoplan y
empiezan a reproducirse.

La hembra pone sus primeros huevos al dia
siguiente o a los dos dias de la cépula. Es
decir, a los 17-19 dias.

\\

19-32 OV

32-35 DI

"\

Durante los préximos 16 dias
la hembra es capaz de poner
entre 3-8 huevos al dia.

El piojo muere
después de vivir
entre 33-35 dias.



1.5 Factores que influyen en el desarrollo de Pediculus humanus capitis

1.5.1 Temperatura y humedad relativa

La supervivencia de P. h. capitis es claramente dependiente de la temperaturay
humedad. La mortalidad de machos y hembras aumenta con el aumento de la
temperatura o la disminucién de la humedad (Gallardo et al., 2009). Las condiciones
para lograr mayor mantenimiento, longevidad y fecundidad establecen una
temperatura que varia entre los 29,5 °C a 35 °C y una humedad relativa (HR) entre 35
y 45%. Bajo estas condiciones, los machos viven entre 43 y 44 dias y las hembras entre
45 y 47 dias (Gonzalez et al., 2005). Estudios realizados por Mougabure Cueto et al.,
(2006) determinaron que la humedad relativa éptima para el desarrollo de los huevos
en laboratorio varia entre 45-75%. Asimismo el desarrollo embrionario depende de la
temperatura. Leesson (1941) establecié que el desarrollo embrionario se detiene si la
temperatura baja a 23°C o si asciende a 38°C. Ademads se observd que las formas

moviles se alejan del hospedador si éste presenta fiebre o bien si muere.

1.5.2 Nutricion

Tanto los adultos como las ninfas requieren de varias tomas de sangre
diariamente. Los adultos pueden ingerir hasta 1 mgr de sangre, siendo el peso medio
de cada piojo de 3 mgr (Del Ponte, 1959). Si bien, la sangre como alimento contiene
varios componentes nutritivos, es deficiente en vitaminas en especial las del grupo B,
gue se obtienen mediante bacterias simbiontes intracelulares. Los endosimbiontes
representan un nuevo linaje de bacterias perteneciente a la familia Enterobacteriacea.

Las bacterias se hallan concentradas en unas estructuras llamadas micetomas, que
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presentan forma de disco, de color amarillento y se localizan en el lado ventral del

intestino medio.

En las hembras, los simbiontes migran desde los discos hasta las ampollas
ovaricas, pasan al interior de los huevos, transmitiéndose a la progenie (transmisién
transovaricas) (Perotti et al., 2007; Waniek, 2009). Existen evidencias concluyentes de
gue la eliminacidn de estos simbiontes impide el desarrollo de las especies con dieta
hematofaga estricta, en cambio no afecta demasiado a grupos cuyas formas juveniles
tienen un régimen alimenticio distinto y sélo los adultos son hematdfagos (Toro et al.,

2003; Burkhart & Burkhart, 2006; Chouela, 2007).
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CAPITULO II



2. PREVALENCIA DE Pediculus humanus capitis EN
BAHIA BLANCA, BUENOS AIRES, ARGENTINA

2.1 Introduccion

La pediculosis capitis es una ectoparasitosis y un problema de salud publica que
ha afectado a la humanidad a lo largo de toda su historia. Estd intimamente
relacionada al hombre y sus culturas; tiene distribucién mundial y afecta
particularmente a la poblacidn infantil en edad escolar, estimandose en cientos de
millones de casos a escala global (Gratz, 1997; Leo et al., 2005; Cazorla, 2007;

Motovali-Eman et al., 2008).

El contagio puede ser directo de persona a persona o indirecto a través de
vehiculos de transmisidn, tales como peines, ropas, gorros, cepillos, etc., (Takano-Lee
et al., 2005; Chouela et al., 2007; Gutiérrez et al., 2012; Chaudhry et al., 2012). La
infestacion por P. h. capitis (agente causal de la enfermedad) puede ser
completamente asintomadtica, o causar sintomas como el prurito que se produce
debido a la sensibilidad del paciente frente a los antigenos salivales y de la materia
fecal, lo que trae aparejado excoriaciones como consecuencia del rascado y
secundariamente infecciones bacterianas (impetiginizacion). En condiciones de
infestacion extrema puede ocasionar despigmentacién y adelgazamiento del cuero
cabelludo, conjuntivitis, anemia crénica, miasis secundarias, elefantiasis del oido
externo y/o plica poldnica (tricoma) (Fig: 2.1: A y B). (Gratz, 1997; Visciarelli et al.,
2003; Piquero-Casals et al., 2004; Malcolm & Bergman, 2007; Toloza et al., 2009;

Madke & Khopkar, 2012; Hazrati Tappeh et al., 2012). En casos particulares, los piojos
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pueden provocar reacciones inmunoldgicas especificas que llevan a cuadros clinicos de

alergia e incluso de asma (Fernandez et al., 2006).

Los paradsitos se ubican preferentemente en la regidn occipital y retroauricular,

donde debe efectuarse con mayor cuidado el examen clinico (Atias & Neghme, 1999).

Figura 2.1 A-B Observacién de la manifestacién clinica denominada “plica poldnica”.

El diagndstico se basa en determinar la presencia de algun estado del parasito,
por observacién directa o mediante la utilizacidn de un peine fino considerandose una
infestacidn activa cuando se establece la presencia de piojos adultos y ninfas vivas o
huevos viables (opalescentes y adheridos al tallo del pelo cerca del cuero cabelludo)

(Chouela et al., 2007; Feldemeier, 2010; Degerli et al., 2012).

El control de esta parasitosis puede realizarse de dos formas: 1) una preventiva,
poniendo énfasis en la educacion poblacional para prevenir dicha parasitosis y la
remocién mecanica (a través de la utilizacion de un peine fino de plastico o metdlico) o

2) de forma quimica aplicando algun tratamiento post-infestacién. En el primer caso,
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ambos tipos de peines son igualmente efectivos para la remociéon de las formas
moviles; sin embargo, el metdlico es recomendado para eliminacién de las liendres
(Gallardo et al., 2013). Por otra parte, el control quimico se basa en la utilizacién de
pediculicidas que poseen una amplia variedad de ingredientes activos que pertenecen

a diferentes familias de insecticidas (Speare et al., 2007; Clark et al., 2013).

Varios son los factores que determinan el aumento de esta parasitosis afio tras
afio (aun en pleno siglo XXI), como la falta en el mercado de pediculicidas eficaces, el
uso incorrecto de los mismos, y el desarrollo de cepas resistentes (Muncuoglu, 1999).
Ademas el desconocimiento por parte de las comunidades afectadas del agente causal,
sus mecanismos de transmisidon y sus complicaciones locales y sistémicas (Mumcuoglu

et al., 2009; Zuiiga & Caro, 2010).

También se presentan factores propios e intrinsecos del hospedador humano,
como sexo, edad, raza, caracteristicas del pelo, grado de hacinamiento, estado socio-
econdmico y otros factores culturales. El estado socio-econdmico de la poblacién es un
factor muy determinante, especialmente en los estratos mas empobrecidos de los
paises del denominado "Tercer Mundo", donde la carencia de agua y las deficientes
practicas de higiene personal y familiar facilitan la transmision del P. h. capitis (Clore &
Longyear, 1990; Gratz, 1997; Castex, 2000; Piquero-Casals, 2004; Rios et al., 2008; Oh

etal., 2010).

La epidemiologia, considerada una de las ciencias basicas de la salud publica
permite la prevencion de enfermedades y es una fuente de informacidn importante en
la formulacion de politicas de salud publica (Lopez-Moreno et al., 2000; Aguilar

Rebolledo et al., 2003). Los estudios epidemioldgicos se realizan teniendo en cuenta
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diferentes disefios, entre los cuales podemos mencionar: el ecoldgico, de cohorte, de
casos y controles, de intervenciéon y los transversales (también denominado de
encuesta o prevalencia) (Almeida Filho & Rouquayrol, 2011). Existen medidas como la
prevalencia e incidencia para determinar la frecuencia de una enfermedad, que miden

los niumeros de casos con que una enfermedad aparece en un grupo poblacional.

La prevalencia se define como una proporcion que indica la frecuencia de un
evento, la proporcidn de la poblacion que padece una enfermedad o la de un factor de
riesgo en estudio, en un momento dado (Moreno Altamirano et al., 2000; Ochoa,
2006) y la incidencia es el numero de casos nuevos de la enfermedad que estudiamos

en un tiempo predeterminado (Almeida Filho & Rouquayrol, 2011).

En Estados Unidos se estima que la incidencia de la pediculosis oscila entre 6 y
12 millones de casos por afio. El impacto econdmico y educativo que produce esta
infestacidn es considerable. Los costos directos e indirectos en ese pais causados por la
pediculosis superan los mil millones de délares, y el consumo de productos en el
mercado es de cientos de millones de ddlares por afio (Hansen & O’Haver, 2004;

Chouela et al., 2007).

En los paises de América Latina, las tasas de prevalencia reportadas también
son elevadas (Devera, 2012). Argentina, Chile y Brasil son los paises que poseen mayor
cantidad de datos epidemioldgicos, presentando una prevalencia promedio de 46,6%,

30,9% vy 23,8% respectivamente (Delgado et al., 2010).
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2.2.1 Objetivo general

Estimar la prevalencia de Pediculus humanus capitis en nifios de jardines de infantes de

la ciudad de Bahia Blanca.

2.2.2 Objetivos especificos
¥ Analizar la prevalencia de P. h. capitis teniendo en cuenta las variables género y

estratos socioecondmicos.

¥ Evaluar el efecto de la variables longitud, textura y grosor del pelo en la

prevalencia de P. h. capitis.

¥ Estimarel grado de infestacion de P. h. capitis segun el género.
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2.3 Materiales y Métodos

La investigacion se llevd a cabo
entre los meses de Junio y Agosto de R
2011, en la ciudad de Bahia Blanca, \ {
Provincia de Buenos Aires, Argentina.
Ubicada en las coordenadas 38°43’ e
Latitud Sur y 62°16’ Longitud Oeste (Fig. /

2.2). , f.ia

Bahia Blanca_—"

Figura 2.2 Ubicacién geografica de la ciudad
de Bahia Blanca.

Se trata de un estudio descriptivo de corte transversal, realizado en
establecimientos publicos de educacién pre-escolar. Inicialmente se establecio
contacto con las autoridades educativas de la ciudad obteniendo un permiso de la
Jefatura Distrital de Educacién de Bahia Blanca con el fin de acceder a los jardines de
infantes. Las autoridades escolares y los padres fueron notificados acerca del estudio
mediante charlas informativas que se dictaron en cada establecimiento. La evaluacion
clinica se realizd solamente en aquellos alumnos cuyos padres habian otorgado su

consentimiento previo por escrito.

De acuerdo a las cifras del ultimo censo nacional de poblacion (INDEC 2010), la

poblacién total de la ciudad asciende a 303.501 habitantes. La ciudad cuenta con 55
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establecimientos escolares pertenecientes al nivel inicial. En el afio 2011, los mismos
presentaron una matricula de 8.478 alumnos. Para este estudio, los jardines de
infantes se dividieron segln el porcentaje de la matricula con Necesidades Bdsicas
Insatisfechas (NBI). Las NBI es el método “directo” mas conocido y utilizado en América
Latina, introducido por la CEPAL (Comisidon Econdmica para América Latina y el Caribe)
a comienzos de los afios 80 para aprovechar la informacién de los censos,
demograficos y de vivienda, y tiene como objetivo principal identificar hogares vy
personas que no alcanzan a satisfacer un conjunto de necesidades consideradas
indispensables segun niveles de bienestar aceptados como universales, como por
ejemplo, tipo de vivienda, hacinamiento, suministro de agua potable, asistencia
escolar, escasos recursos econdémicos, relacion de dependencia y niveles educacionales

de los jefes de hogar (Tabla 2.1) (Beccaria & Minujin, 1985; Arakaki, 2011).
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Tabla 2.1 Necesidades, dimensiones, variables e indicadores de NBI

Necesidades

Hacinamiento

Dimensiones

Variables censales

N2 de personas del hogar

N° de habitaciones de la
vivienda

Indicador y umbral de NBI

Mas de tres personas por
cuarto.

Acceso a | . aza d
vivienda ‘ncoqyenlentfes: (pldeza e
. inquilinato, vivienda
Calidad de la . - duiiinato, vivienda
.. Tipo de vivienda precaria u “otro tipo”, lo
vivienda
gue excluye casa,
departamento y rancho).
Acceso a - . L,
. Condiciones Tipo de eliminacién de
servicios . No posee retrete.
o sanitarias excretas
sanitarios
Edad de los miembros del Al menos un menor en
Acceso a Asistencia hogar edad escolar (entre 6y 12)
educacion escolar Asistencia a un gue no a.5|s.te aun .
establecimiento educativo establecimiento educativo.
Tasa de dependencia
(miembros ocupados sobre Menor o igual a 0,25.
Capacidad Capacidad de miembros totales
econdmica subsistencia

Nivel educativo del jefe de
hogar

Bajo (no completd el tercer
grado de la escolaridad.
primaria).

Tomado de Arakaki, J. (2011).

Teniendo en cuenta este método (NBI), los establecimientos se dividieron en tres

estratos:

e Estrato |: menos de un 20 % de matricula con NBI

e Estrato Il: entre 20% y 60% de matricula con NBI

e Estrato Ill: mas del 60% de matricula con NBI

Los rangos se establecieron a partir de la distribucion que presento el NBI en los

55 establecimientos considerados. Se seleccioné un total de 11 jardines en proporcién

al tamafno de los mismos teniendo en cuenta la capacidad operativa del grupo de
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trabajo. Se eligieron al azar 20 alumnos de cada uno de ellos tratando de equiparar el

numero de cada género.

El tamano de muestra se determind considerando una prevalencia esperada de
pediculosis del 39% (Castro et al., 1994) con un error absoluto del 7% (Error relativo =
17%) y una confianza del 95%, lo que arrojé un n= 210 nifios. Se decidid incluir un total

de 220 nifios de 3-6 ainos de edad.

El examen ectoparasitologico se llevd a cabo mediante manipulacidn del pelo y
observacion directa en toda la cabeza, prestando particular atencién en la regién
occipital y retroauricular. El periodo de observacién fue de 5 minutos en busqueda de
liendres, ninfas y/o adultos. Los piojos se removieron utilizando un peine fino para

cada nifo.

Se procedié a completar una ficha epidemiolégica para cada escolar donde se
registré género, diagndstico, tipo de pelo y grado de infestacion (Figura 2.3). Se
considerd diagndstico positivo a la presencia de al menos un adulto o ninfa vivo o de
una liendre viable (Pollack et al., 2000). Para el tipo de pelo se tuvo en cuenta grosor

(grueso o fino), textura (lacio u ondulado) y longitud (corto, medio, largo y muy largo).

El grado de infestacion (GJ/) se dividié en 5 categorias (Catala et al., 2005).

e @Gl I: sin vestigios.

e G II: con vestigios de infestacion antigua (liendres vacias o alejadas del cuero

cabelludo, a mas de 1 cm).

e G/ lll: infestacion reciente y baja probabilidad de parasitosis (entre 1-10

liendres proximas al cuero cabelludo, sin formas maviles ni liendres vacias).
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e Gl IV: infestacidn reciente y alta probabilidad de parasitosis (con mas de 10
liendres préoximas al cuero cabelludo, sin formas méviles con o sin liendres

vacias).

e Gl V: infestacidn activa confirmada (con piojos moéviles y mas de 10 liendres

proximas al cuero cabelludo).
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Figura 2.3 Ficha epidemioldgica

2. Diagnéstico: Negativo I:I

Piojos Adultos: 0 [__| 1-10 ]
Piojos ninfas: 0 [__] 1-10 ]
Liendres vivas o a menos de 1cm: 0 [_]

Liendres vacias 0 a mas de 1cm: 0 [__|

3. Tipo de cabello:
Grosor: Grueso [ |
Textura: Lacio [ ]

Positiv

Femenino I:I

o]

+10 ]
+10 |

1-10 []
1-10 [ ]

Ondulado[ ]

aprox:

aprox:

+10 ] aprox:
+10 [ ] aprox:

Fino[ ]

Mota [__|

Longitud: Corto Medio

Largo

Muy largo

4. Formas de tratamiento:

Con peine[ ] Con productos comerciales |

5. Grado de Infestacion:

[_1 sin vestigios de infestacién

Con productos caseros[ |

1 con vestigios de infestacién antigua (liendres vacia o alejadas a mas de 1 cm.)

[ 1 Infestacion reciente y baja probabilidad de parasitosis (entre 1-10 liendres préximas
al cuero cabelludo; sin formas maviles ni liendres vacias)

[ ] Infestacién reciente y alta probabilidad de parasitosis (con més de 10 liendres
proximas al cuero cabelludo; sin formas mdviles; con o sin liendres vacias)

[T Infestacién activa confirmada (con piojos méviles y mas de 10 liendres préximas al

cuero cabelludo

6. Infestacion previa: Si [ ]

No [ ]
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2.3.1 Analisis estadistico

Para comparar las prevalencias entre estratos, géneros y longitud de pelo, se
utilizé la prueba Chi cuadrado de homogeneidad de proporciones. Se determinaron
intervalos de confianza (IC) del 95% para la prevalencia. El andlisis estadistico se realizd

con el software SPSS 15.0.
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2.4 Resultados

De un total de 220 escolares, 94 (42,7%) estuvieron infestados por Pediculus

humanus capitis mientras 126 (57,3%) resultaron negativos.

Al relacionar la infestacidn con el sexo se observé que la prevalencia fue mayor

en las nifias que en los niflos (P < 0,001), con valores de 53,6% vy 28,4%,

respectivamente (Fig. 2.4).

Figura 2.4 Prevalencia de Pediculus humanus capitis segun el sexo

53,6

Prevalencia (%)

Al analizar la relacion en base a las caracteristicas socioecondmicas no se
observaron diferencias significativas entre los estratos (P = 0,17). Sin embrago, la

prevalencia fue mayor para el Estrato Ill (51,2%), seguido del Estrato Il (45,0%) y por

ultimo el Estrato | (39,6%) (Tabla 2.2).
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Tabla 2.2 Prevalencia de pediculosis segln los estratos socioeconémicos

Clases socioeconomicas

Estrato | Estrato Il Estrato Il Total
Positivo 55 (39,6%) 18 (45,0%) 21 (51,2%) 94 (42,7%)
Pediculosis
Negativo 84 (60,4%) 22 (55,0%) 20 (48,8%) 126 (57,3%)
Total 139 (100%) 40 (100%) 41 (100%) 220 (100%)

Para el andlisis estadistico, la longitud del pelo se agrupd en dos categorias,
pelos cortos y no cortos (medio, largo y muy largo), resultando este ultimo con mayor
prevalencia (P < 0,01) (Fig. 2.5). La razén de prevalencia para la pediculosis fue

calculada entre ambos grupos, resultando ser de 1,7 (IC 95% 1,21; 2,45).
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Figura 2.5. Prevalencia de pediculosis en relacion a la longitud del pelo

P <0,008
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Longitud de Cabello

El analisis de las caracteristicas segun textura y grosor de pelo revelé que no

existen diferencias estadisticas significativas entre lacio y ondulado (P = 0,87) y entre

finoy grueso (P = 0,58).

Al analizar los grados de infestacidén se observé que el 16,4% de los escolares
mostraron infestacion antigua (G/ /1), 7,3% infestacidn reciente y baja probabilidad de
parasitosis (G/ /ll) y 6,8% infestacidn reciente y alta probabilidad de parasitosis (G/ IV).
El 28,6% de los nifios presentaron infestacién activa confirmada (G/ V) (Fig. 2.6).

Ademas, de los 220 nifios examinados, 17 (7,7%) presentaron mds de 10 piojos

adultos.
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Figura 2.6 Porcentaje de nifios en cada grado de infestacion
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Al analizar el grado de infestacién segln el género, se observaron diferencias

significativas (P < 0,001) (Fig. 2.7).

Figura 2.7 Relacién entre los grados de infestacién y el género

1 352 P <0,001
" = Rl ® Nifios
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\g | “ Ninas
s, B 63
8 4 8
< 4
()]
b = 17,9
k] 15,2
5 4
| 57,3
31,2
0 10 20 30 40 50 60

Porcentaje (%)

43



2.5 Discusion

La pediculosis es la infestacién humana de mayor prevalencia en nifios de edad
escolar, tanto en los paises desarrollados como en los subdesarrollados (Chouela et al.,
2007; Saddozai & Kakarsulemankhel, 2008). Desde 1988, no ha habido ninguna
investigacion sobre la situacién reciente de la pediculosis en Bahia Blanca (Garcia &

Basabe, 2008).

El presente estudio mostrd una prevalencia de esta enfermedad del 42,7%.
Cuando el valor de prevalencia supera el 5%, la infestacion de P. h. capitis se considera
de importancia epidémica (Clore & Longyear, 1990). No resulta facil comparar las tasas
de infestacidn obtenidas en los distintos paises, y aun dentro del mismo pais, debido a
que los estudios se realizan en diferentes épocas, afios de muestreo y poblaciones las
cuales presentan caracteristicas propias, como la situacién socioecondmica,
educacional y/o cultural (Cazorla et al., 2007). Asi, la tasa obtenida en este estudio
resulta similar a la obtenida por Castro et al., (1994) para la regidén sanitaria XI de la
Provincia de Buenos Aires (38,04%). Por su parte, en la ciudad de La Plata se determind
una prevalencia del 40% (Villalobos et al., 2003) y en la ciudad de Buenos Aires del

29,7% (Toloza et al., 2009).

La prevalencia varia dentro del mismo pais, por ejemplo, en la ciudad de Santa
Ana de los Guacaras, provincia de Corrientes, los resultados obtenidos fueron del
56,8% (Milano et al., 2007) y recientemente en la ciudad de Comodoro Rivadavia, del
31,3% (Delgado et al., 2010). Los paises latinoamericanos y el resto del mundo no
estan ajenos a esta problematica informandose valores de prevalencia entre el 26% y

el 100% (Schenone et al., 1973; Kwku-Kpikpi, 1982; Meinking & Taplin, 1986; Suleman
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& Fatima, 1988; Roy & Tandon, 1992; Huh et al., 1993; Burgues et al., 1994; Taplind &
Meinking, 1995; Speare & Buettner, 1999; Villalobos et al., 2003; Rupes et al., 2006;
Cazorla et al., 2007; Saddozai & Kakarsulemankhel, 2008; Jeong-Min Oh et al., 2010;

Bibi et al., 2011).

Distintas variables modifican los valores de prevalencia de esta enfermedad por
ejemplo: el género. En nuestro estudio observamos que las nifias presentan valores de
prevalencia mayores que los nifios. Esta tendencia fue informada por varios autores
para la Argentina y el resto del mundo (Gbakima & Lebbie, 1992; Sinniah et al., 2003;
Sarov et al., 2004; Heukelbach et al., 2005; Toloza et al., 2009; Soultana et al., 2009;
Oh et al., 2010; Bibi et al., 2011, Gutiérrez et al., 2012; Karim et al., 2012; Degerli et al.,
2013). Es sabido que el pelo largo, frecuente en las nifias, dificulta la revisién y
remociodn de los piojos, a la vez que facilita su diseminacion al ofrecerles una mayor
superficie de contacto para asirse, como asi también la dificultad para el cuidado del
mismo (Cazorla et al., 2007; Rios et al., 2008; Borges-Moroni et al., 2011; Cazorla
Perfettl et al., 2012; Degerli et al., 2013). Ademds dependeria del tipo de vinculo que
se establece entre los nifios y nifias (intercambio de peines, cepillos, objetos de uso
personal) como del tipo de juegos que comparten y demostraciones de afecto que
involucran la necesidad de un mayor contacto fisico. Las nifias presentan conductas
mas sociables, esta diferencia de comportamiento es de gran importancia debido que
el contacto de cabeza a cabeza es la principal via de transmision (Villalobos et al.,
2003; Takano-Lee et al., 2005; Cazorla et al., 2007; Rios et al., 2008; Degerli et al.,

2013), lo que podria explicar la razén de prevalencia referida en este trabajo.
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A vez, en este trabajo comprobamos que la pediculosis en sujetos con pelo
largo es mayor que con pelo corto, lo cual fue también registrado en diversos trabajos
(Sinniah et al., 1981, 1983; Suleman & Fatima, 1988; Linardi et al., 1989; Mumcuoglu et
al., 1990; Schenonel & Lobos, 1997; El-Basheir & Fouad, 2002; Ramirez et al., 2003; Ali
& Ramzan, 2004; Willems et al., 2004; Nazari & Saidijam, 2007; Saddozai &
Kakarsulemankhel, 2008; Akhter et al., 2010; Hazrati Tappeh et al., 2012; Chaudhry et
al., 2012; Degerli et al., 2013). La predominancia del pelo largo en las nifias le brindaria
al piojo una mejor proteccién para la supervivencia y reproduccién (Borges & Mendes,
2002; Nazari & Saidijam, 2007; Oh et al., 2010; Bibi et al., 2011). En nuestro estudio
encontramos que longitud del pelo (medio, largo y muy lardo) puede ser un factor de
riesgo. También, algunas causas hormonales (principalmente los niveles de
progesterona y prolactina) podrian estar asociados con esta tendencia (Catala et al.,

2004; Akhter et al., 2010).

Al relacionar la textura y el grosor del pelo con la prevalencia, no se observaron
diferencias significativas tal lo registrado por Piquero-Casals et al., (2004); Rios et al.,

(2008) y Degerli et al., (2013).

Algunos autores han afirmado que los piojos son mas frecuentes en las clases
sociales bajas (Amr & Nusier, 2000; Piquero-Casals et al., 2004; Kamiabi & Nakhaei,
2005; Akhter et al., 2010; Borges-Moroni et al., 2011), mientras que otros reportaron
gue la pediculosis se encuentra en todas las clases sociales (Chouela et al., 1997;
Saddozai & Kakarsulemarkhel, 2008). En nuestro estudio no se detectaron diferencias
significativas entre los estratos socioeconémicos considerados. Si bien, podria

esperarse que en el estrato mds vulnerable, las condiciones socio-sanitarias de la

46



poblacion sean escasas y favorecerian el desarrollo de la enfermedad, esto se
compensaria en los estratos menos vulnerables, con fendmenos de resistencia
provocados por el uso indiscriminado de productos pediculicidas. Podemos decir, que
los piojos no hacen distincién entre clases sociales, (Martinez et al., 1995; Schenone &

Lobos, 1997; Pérez & De Hoyos Lopez, 2004; Falagas et al., 2008; Degerli et al., 2013).

El grado de infestacién tiene relevancia al momento de decidir la
implementacién del método de control. Tomando en cuenta lo sugerido por Catald et
al., (2004) y segun los valores registrados de éste pardmetro en nuestro estudio, se
sugiere para los nifios con grado de infestacion Iy Il la no aplicacién de tratamiento,
para /ll y IV la utilizacién del peine fino, que es de gran utilidad para la vigilancia y no
implica riesgos. Adicionalmente, para los nifios con grado de infestacién V se
recomienda el tratamiento con pediculicidas y su vigilancia hasta comprobar la
erradicacidon total del parasito. Estos nifios son focos de infestacién para sus
compaiieros y la familia, en consecuencia deberian ser especialmente controlados para
evitar nuevas infestaciones y de esta manera disminuir la prevalencia de esta
parasitosis. De acuerdo a nuestros datos, del 42,7% de los nifios infestados, 14,1% no

requirieron tratamiento.

La aparicion de resistencia de los piojos a los pediculicidas actuales, es uno de
los mayores problemas en el control y erradicacién de la pediculosis, en ocasiones la
utilizacion de productos alternativos exponen a los niflos a tratamientos peligrosos
indebidos, cuyos danos estan por encima de los beneficios esperados. Teniendo en
cuenta estas razones y porgue ningun pediculicida es 100% ovicida, la remocion fisica

de los piojos es el tratamiento mas recomendado.
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La poblacidon en general subestima a la pediculosis como enfermedad vy las
consultas al profesional de la salud se limitan a las enfermedades asociadas a la misma
(Villalobos et al., 2003). Este estudio indica que los piojos de la cabeza son un
problema comun en los nifios de Bahia Blanca y por lo tanto es importante el
compromiso de toda la comunidad, realizando campafias de educacién sanitaria que
promuevan el conocimiento integral de la enfermedad, favoreciendo el desarrollo de

pautas de conductas que permitan el control de la misma.

48



CAPITULO III



3. ALTERNATIVAS PARA EL CONTROL DE Pediculus
humanus capitis

3.1 Introduccion

En pleno siglo XXI el control mundial de la pediculosis en los paises
desarrollados y en vias de desarrollo se ha visto obstaculizado no como resultado de
las causas socioecondmicas, sino por el mal uso de insecticidas tépicos, y el aumento
de la resistencia a insecticidas de uso comun como el lindano, malatién y permetrina
(Picollo et al., 1998; Meinking, 2002; Hunter & Barker 2003; Thomas et al., 2006). Hoy
en dia, los tratamientos disponibles para la pediculosis incluyen productos que se
comercializan como champus, lociones, repelentes, por lo general acompafiado de la

remocion fisica de las liendres, ninfas y adultos.

Los métodos utilizados para el control de P. h. capitis se clasifican en fisicos y

guimicos.

a) Fisicos: uno de los métodos mas utilizados en la actualidad es el uso del
peine fino para la remocidn de los piojos de la cabeza. Los mismos pueden ser de
plastico o de metal. La eficacia de un peine fino depende, en parte, del disefio y
material con el que estén fabricados, como asi también la longitud y la separacion de
los dientes (Speare et al., 2007; Gallardo et al., 2013). También es aconsejable utilizar
acondicionadores, para facilitar el arrastre de piojos y liendres. Es una técnica que
insume alrededor de 20-30 minutos diarios y debe repetirse cada tres dias, durante
dos semanas para asegurar su efectividad (Chouela et al., 2007). Otra practica

utilizada en los ultimos tiempos; es el rasurado del cabello en los nifios (varones),
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eliminando de esta manera la superficie para que el piojo se agarre. Goates et al.,
(2006) sefialan, que la aplicacién de aire caliente durante 30 minutos tiene la
capacidad de erradicar la plaga de piojos, siendo este un método eficaz y por el cual los
piojos no desarrollan resistencia. Son métodos efectivos para detener la infestacidn
temprana si se practica en forma constante, ademas es inocuo, econdmico y no

produce resistencia en el insecto (Hernandez Contreras, 2010).

b) Quimicos: se usaron intensivamente como pediculicidas desde comienzos
del siglo XX. Los criterios de seleccidén para que un producto pediculicida sea adecuado,
se basan en la toxicidad, seguridad en su uso, efectividad para matar no solo adultos y

ninfas sino también a sus huevos y no generar resistencia en los insectos.

El control de los piojos se lleva a cabo con una variedad de insecticidas
convencionales y no convencionales. Entendiéndose por convencionales aquellos

insecticidas que tienen su accién sobre el sistema nervioso (neurotéxicos).

3.1.1 Insecticidas neurotoxicos convencionales

3.1.1.1 Organoclorados

Los compuestos organoclorados son ligeramente solubles en agua, pero suelen
disolverse facilmente en grasas, debido a su alta liposolubilidad (Olea & Fernandez,
2001). Estos pesticidas fueron los primeros insecticidas quimicos utilizados de forma
masiva a escala internacional demostrandose altamente eficaces y econdmicos. Sin
embargo, su uso se limitd al comprobarse su capacidad de bioacumulaciéon y

persistencia ambiental como lo prueba la presencia de residuos de estos compuestos
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en alimentos, tejidos humanos, y animales, asi como también su poder cancerigeno y
mutagénico (Kester, 2001). En general, los organoclorados, tienen una elevada
estabilidad quimica que genera un alto riesgo toxicolédgico y ecotoxicolégico (Dent,

2000; Gullan & Cranston, 2005; Valles, 2008).

El DDT (Dicloro Difenil Tricloroetano), es uno de los organclorados mas
utilizado, sintetizado en 1874 por Zeidler, quien descubrié sus propiedades fisico-
qguimicas. Sin embargo, sus propiedades insecticidas no fueron descubiertas hasta

1940 por Miiller, donde comenzd su utilizacién en forma masiva para usos agricolas.

No hay duda de que el DDT es el compuesto que mas repercusion tuvo tanto en
el drea quimica como en la ecoldgica. Los dos grandes éxitos de la utilizaciéon del DDT,
en sus primeras aplicaciones fueron la extincion de una epidemia de tifus
exantematico (Segunda Guerra Mundial) transmitida por P. h. humanus y su
efectividad contra la malaria producida por el mosquito del género Anopheles.
Después de su uso indiscriminado, estas dos especies y otras de insectos desarrollaron
resistencia. Entre las mas importantes estan: las moscas, y mosquitos vectores de

filariais, encefalitis, y fiebre amarilla (Olea & Fernandez, 2001).

El lindano (hexacloronciclo hexano), es persistente, toxico y bioacumulable y
posee un amplio rango de transporte; se ha encontrado en el aire, agua, tierra y
sedimentos, tanto en organismos acuaticos como terrestres. En la actualidad la
utilizacion de este compuesto como pediculicida estd restringido y prohibido en
algunos paises como la Argentina por sus efectos adversos y por la aparicion creciente

de resistencia (Downs, 2004; Ramos et al., 2011).
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3.1.1.2 Piretroides

Las piretrinas son productos naturales derivados de la planta Chrysanthemun
cinerariae folium, son efectivas contra la mayoria de insectos tanto doméstico como de
importancia agricola, masticadores y picadores (Balandrin et al., 1985; Mareggiani,
2001; Isman, 2006) y los piretroides son derivados sintéticos. Las piretrinas son
inestables a la luz y al calor, por lo tanto tienen baja persistencia en el ambiente. Su
modo de accidn se ejerce mediante el bloqueo de los canales de sodio en las neuronas
del pardsito, causan un efecto rdpido de volteo o “knockdown”, particularmente en
insectos voladores y convulsiones, hiperexcitacion y pardlisis en la mayoria de los
insectos (Mareggiani, 2001; Philogéne et al., 2004; Isman, 2006). Los piretroides
poseen una vida media de aproximadamente un mes en condiciones ambientales, lo

que les confiere una ventaja para su uso.

La permetrina es un piretroide sintético y actla de la misma forma que las
piretrinas naturales. Se ha comprobado que su absorcién percutanea es minima,
metabolizdndose rapidamente a compuestos inactivos que se excretan por orina
(Meinking & Taplin, 1996). Es el insecticida mas utilizado en los tratamientos
pediculicidas. Se ha comprobado que el uso continuo en lociones pediculicidas produjo
resistencia en el piojo de la cabeza. En la Argentina su resistencia fue reportada por
primera vez por Picollo et al., (1998). (Picollo et al., 2000; Vassena et al., 2003;

Gonzélez Audino et al., 2005; Mougabure Cueto et al., 2008).
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3.1.1.3 Organofosforados

Son menos persistentes que los organoclorados y no se bioacumulan, aunque
son mas téxicos para los vertebrados que otras clases de insecticidas (Dent, 2000;

Gullan & Cranston, 2005; Valles, 2008).

Estos compuestos tienen como principal sitio de accién la enzima
aceticolinesterasa de las sinapsis colinérgicas. Inhiben a esta enzima, produciendo una
hiperexcitacidn del sistema nervioso y alterando la transmisién normal de los impulsos

por acumulacion de acetilcolina a nivel postsinaptico (Bloomquist, 2004; Brown, 2006).

El malatidén es el mas representativo de este grupo. Su mecanismo de accién
produce pardlisis respiratoria y posterior muerte del piojo. Es un compuesto muy
oloroso y puede causar irritacién en la piel y ojos. A veces se combina el principio
activo con una base alcohdlica (alcohol isopropilico) que actia como excipiente
potenciando el efecto del malation, en este caso debe tenerse la precaucion que la
locién es inflamable y evitar la utilizacién de secador de pelo (Chouela et al., 2007;

Nutanson et al., 2008).

3.1.2 Insecticidas no convencionales

Dimeticonas: son polimeros considerados no téxicos e inerte para los humanos. Son
aceites sintéticos de silicona de baja tensién superficial y puede por lo tanto revestir

muchas superficies (Heukelbach et al., 2009; Clark et al, 2013).

Las dimeticonas a diferentes viscosidades y concentraciones pueden ser

utilizadas para: lentes de contacto, vendas, utensilios de cocina, implantes mamarios,
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aceites lubricantes, shampoo y acondicionadores de pelo, oralmente como producto
anti-flatulento, aplicacion dérmica sobre escaras en pacientes que deben permanecer
en reposo durante tiempos prolongados y recientemente en productos tépicos para el

piojo de la cabeza (Heukelbach et al., 2010).

El modo en que actua la dimeticona es recubriendo la superficie del piojo lo
gue permite la entrada de esta sustancia al sistema respiratorio; bloqueando los
espiraculos y las traqueas e impide de esta manera el equilibrio hidrotérmico del

parasito y el piojo muere rdpidamente (Chouela et al., 2007; Clark et al., 2013).

Burgués (2009) basandose en sus estudios determind que una lociéon de
dimeticona al 4% usada para el control de piojos de la cabeza, actua bloqueando el
tracto respiratorio externo, lo cual impide la excrecion de agua, produciendo stress en
el insecto, llevandolo a un estado de quietud prolongado y ruptura de los 6rganos

internos tales como el intestino.

Por otra parte Heukelbach et al., (2010) observaron que la dimeticona, llenaba
la apertura de las traqueas y las ramas traqueales, desplazando al aire y bloqueando la
entrada del oxigeno al sistema nervioso central, produciendo sofocacién en el piojo.
Ademas se vio que los piojos quedaban inmovilizados al minuto y que esto tenia

correlacién con la entrada de la dimeticona a las traqueas.

Spinosad: es una mezcla natural de dos componentes activos espinosina A y D,
producido por la bacteria del suelo Sacchpolyspora spinosa. Este compuesto tiene un
amplio espectro de actividad contra insectos, incluyendo varias especies de piojos

(Kirst, 2010; Villegas, 2012). Interfiere en primer lugar con el receptor nicotinico de la
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acetilcolina y secundariamente con el receptor GABA de las células nerviosas de los
insectos, produciendo una disrupcién en la actividad neuronal y una contraccidon
involuntaria de los musculos con paralisis y muerte del insecto (Salgado, 1998; Stough
et al., 2009; Villegas et al., 2012; Clark et al., 2013). Este compuesto podria ser
utilizado para el control de piojos de la cabeza que son resistentes a la permetrina

(Mougabure Cueto et al., 2006; Clark et al., 2013).

Ivermectina: es una lactona macrociclica, carente de actividad bacteriana. Este
producto se presenta en una relacion 80:20 de avermectinas By, y By, sustancias
producidas por la fermentacidon del microorganismo del suelo Streptomyces avermitilis
(Garcia Salazar et al., 2011). La ivermectina se une selectivamente a los canales de
cloruro mediados por glutamato en las células nerviosas de los invertebrados, la libre
circulacidn de cloruros a través de los canales idnicos abiertos de cloruro produce la
despolarizaciéon con paralisis secundaria y muerte (Jones & English, 2003; Clark et al.,
2013). La utilizaciéon de este compuesto es una opcién atractiva para el tratamiento

sistémico de la pediculosis (Ameen et al., 2010).

Nanoinsecticidas: actualmente se utilizan técnicas experimentales que permiten
fabricar, caracterizar y manipular particulas de tamafio muy pequefias entre 1-100 nm,
gue se denominan nanoparticulas (NPs). Las mismas presentan propiedades diferentes
a las que tendrian dichas particulas si fueran de mayor tamafio (Willems & van den
Wildenberg, 2005; Ragaei & Sabry, 2014). Investigadores del CIPEIN (Centro de
Investigaciones de Plagas e Insecticidas; 2013) demostraron que la exposicion de piojos
de la cabeza a la silica nanoparticulada (SNP) produce mortalidad en los insectos

expuestos. Las NPs se adsorben a la cuticula debido a sus propiedades fisicas,

56



modificando las funciones hidrofébicas de la cuticula produciendo dafio sobre la
misma y muerte por desecacién. Para controlar la actividad acaricida (Rhipicephalus
(Boophilus) microplus), pediculicida (Pediculus humanus capitis) y larvicida (Anopheles
subpictus y Culex quinquefasciatus) vectores de la malaria y filariasis respectivamente,
se emplearon NPs de 6xido de Zinc (ZnO) y NPs de plata (Ag) utilizando para esta
ultimas extracto acuoso de Tinospora cordifolia (Menispermaceae) (Kirthi et al., 2011;

Jayaseelan et al., 2011).

3.1.3 Resistencia a insecticidas

El uso continuo e intensivo de un insecticida en el control de una plaga suele
traer aparejado el desarrollo de resistencia (Oppenoorth, 1985). La misma surge como
resultado de la interaccidn insecto-insecticida. En esta interacciéon se seleccionan
individuos que por distintos mecanismos bioquimicos, fisioldgicos y modificaciones de
conducta de una poblacién o especie, son capaces de tolerar concentraciones mayores
del compuesto que resultan letales para otros individuos de la misma especie
(Brattsten et al., 1986; Georghiou, 1987; Dent, 2000). Esta capacidad esta determinada
genéticamente, por lo que es heredable a nuevas generaciones que seguirdn
sobreviviendo al tratamiento con insecticida mientras seguird disminuyendo la
proporciéon de individuos susceptibles en la poblacién (Picollo, 1994; Devine &
Denholm, 2003; Zhu, 2008). Los genes que confieren resistencia existen en el genoma
de la poblacién como un caracter preadaptativo y la capacidad de desarrollo de

resistencia depende de la variabilidad genética de la especie. El aumento de la
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concentracion significa solamente la seleccion de individuos mas resistente sin lograr

el control y aumentando el riesgo toxicoldgico y ecotoxicoldgico.

Los mecanismos mas comunes y que confieren mayores niveles de resistencia
son la modificacidn de los sitios de accién y el aumento en la actividad de las enzimas
detoxificantes. En algunos casos, mas de un mecanismo puede estar presente en un
mismo individuo, situacidon conocida como resistencia multiple (Scott, 1990; Gullan &

Cranston, 2005).

Cabe resaltar que la infestacion de piojos de la cabeza se distribuyé a través del
mundo y aumentd desde los afios 1990, especialmente por la ineficacia de los
productos pediculicidas. En la Argentina el uso excesivo de productos que contienen
piretroides generé fendmenos de resistencia en las poblaciones de piojos (Picollo et
al., 1998; 2000). Toloza et al., (2014) realizé un estudio sobre resistencia a piretroides
en la Argentina encontrando insectos resistentes en ciudades tales como: Comodoro

Rivadavia, Bariloche, Cultral-Co, Bahia Blanca, Buenos Aires y Tucuman.

Este fendmeno de resistencia genera gran preocupacion debido a la falta en el
mercado de nuevos productos pediculicidas que aseguren el control de esta plaga.
Ante esta situacidon los insecticidas de origen botanico representan una gran

alternativa al uso de plaguicidas sintéticos.

3.1.4 Insecticidas botanicos

El uso excesivo de plaguicidas es un motivo de preocupacién por parte de los
investigadores y la poblacion en los ultimos afios. La utilizacidn indiscriminada trajo
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aparejado el desarrollo de resistencia; con el resurgimiento y aparicién de nuevas
plagas, toxicidad en los organismos “no blanco" y efectos adversos sobre el medio
ambiente poniendo en peligro la sustentabilidad de los ecosistemas (Jeyasankar &
Jesudasan, 2005). Los productos naturales son una excelente alternativa al uso de
insecticidas sintéticos para reducir los efectos negativos sobre la salud humana vy el
medio ambiente (Isman, 2000; Koul, 2008). Ademas presentan alta selectividad, baja
persistencia ambiental, baja toxicidad en mamiferos y otras plantas y una rdpida

accion.

Los insecticidas que presentan estas caracteristicas son los insecticidas
botanicos, derivados de plantas aromaticas (Weinzierl & Henn, 1991). A pesar de que
hay un amplio reconocimiento sobre las propiedades insecticidas de muchas plantas,
solo un grupo de productos botanicos se han utilizado para el control de plagas debido
a que su comercializacion ha sido obstaculizada por diversas razones como
sustentabilidad del producto botdnico, estandarizacién de los extractos, y la
aprobacion del ente regulador, como asi también el costo del producto. (Isman, 1997;

Ayvaz et al., 2010).

Las plantas y los insectos llevaron un proceso de coevolucion estrecho y de alta
importancia. El término coevolucion como tal, fue utilizado por primera vez por Ehrlich
& Raven (1964) para explicar las interacciones entre dos grupos de organismos con

estrechas relaciones ecoldgicas.

Como resultado de esta coevolucion las plantas desarrollaron diferentes
mecanismos por los cuales, por un lado atraen a los insectos que le son beneficiosos, y

por otro, se defienden del ataque producido por otros insectos fitéfagos (Schoonhoven
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et al., 1998). Los mecanismos de defensa, pueden ser de tipo fisico o quimico. Los
primeros, son aquellos que implican una modificacion morfoldgica en la planta, que
supone una barrera para que el insecto no se acerque a ella, como lo son las espinas,
tricomas, ceras, color, forma, etc, (Viejo Montesinos, 1996; Caballero-Garcia, 2004).
Los mecanismos quimicos permiten a la planta producir una diversidad de compuestos
con funciones diferentes, que segun su modo de accidn pueden clasificarse como
sustancias toxicas, defensivas, repelentes, disuasorias o atrayentes. Las sustancias no
nutricionales producidas por individuos de una especie y que afectan el
comportamiento, el desarrollo, la distribucion o la biologia de individuos de otras
especies son denominadas aleloquimicos (Ryan & Moura, 2002; Regnault-Roger, 2004;
Koul, 2005). Se clasifican en tres categorias basada en un andlisis costo-beneficio en
alomonas, kairomonas y sinomonas (Dicke & Sableéis, 1988; Mareggiani, 2001; Koul,
2005). En las plantas estos compuestos quimicos, son llamados metabolitos
secundarios, desempefian una funcién importante como defensas quimicas contra
microorganismos, insectos, otros herbivoros e incluso otras plantas (Balandrin &
Klocke, 1985; Rosenthal & Berenbaum 1992; Akinboro & Bakare, 2007; Tegegne et al.,
2008). Los metabolitos secundarios (terpenos, compuestos fendlicos, glicésidos,
alcaloides), difieren de los metabolitos primarios; en que no se encuentran en todos
los grupos de plantas, se sintetizan en pequefias cantidades y no de forma
generalizada, estando a menudo su produccién restringida a un determinado género
de plantas, a unas familias o incluso a algunas especies (Avalos-Garcia & Perez Urria-

Carril, 2009).

60



Podemos decir entonces que las plantas son verdaderos “laboratorios” en
donde se biosintetizan una gran cantidad de sustancias quimicas y por ello se las

considera como la fuente de compuestos quimicos mas importantes que existe.

3.1.4.1 Aceites esenciales

En el reino vegetal, a nivel mundial se calcula que existen unas 17.500 plantas
aromaticas distribuidas entre unas pocas familias: Myrtaceae, Lauraceae, Rutaceae,
Lamiaceae, Asteraceae, Apiaceae, Cupressaceae, Poaceae, Zingiberaceae y Piperaceae,
las cuales contienen compuestos volatiles, que les otorgan a ellas un olor, sabor o
aroma caracteristicos. Estas plantas fueron utilizadas desde la antigiedad como
plantas medicinales, hierbas y especias. Hoy en dia, se utilizan en la industria,
particularmente en cosmética, perfumeria y como detergentes; asi como en la
industria alimenticia (Isman & Akhtar, 2007; Koul et al., 2008; Tripathi et al., 2009;
Lubbe & Verpoorte, 2011). Actualmente estos compuestos volatiles se utilizan como
controladores de plagas producidos por insectos. De hecho una de las fracciones de los
compuestos de las plantas aromaticas, los aceites esenciales (AEs) tiene un desarrollo

prometedor en este campo (Shaaya & Rafaeli, 2007).

Los AEs son una mezcla compleja de compuestos naturales, que se originan del
metabolismo secundario de las plantas. Son volatiles, de olor caracteristico, liquidos,
limpidos o coloreados, de baja densidad y lipofilicos. En su composicion quimica se

hallan hidrocarburos del grupo de los terpenos, junto con compuestos oxigenados de
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bajo peso molecular (alcoholes, aldehidos, cetonas, éstres y acidos) que son los que le

dan al AE el aroma caracteristico (Stashenko et al., 1998).

Los metabolitos secundarios volatiles se pueden clasificar teniendo en cuenta

los grupos funcionales que contienen sus moléculas, seglin se muestra en la tabla 3.1.

Tabla 3.1 Composicién quimica de los AEs seguin los grupos funcionales de las moléculas

constituyentes

Grupo Funcional

Hidrocarburos

Naturaleza Quimica

aciclicos

monociclicos

Ejemplos
mirceno, ocimeno,etc

terpinenos, p-cimeno, etc

biciclicos pinenos, canfeno, sabineno, etc
aciclicos geraniol, linalol, citronelos, etc
Alcoholes monociclicos mentol, a-terpineol, carveol, etc
biciclicos borneol, etc
Aldehidos aciclicos citronelal, geranial, neral, etc
aciclicos tagetona, etc
Cetonas monociclicos mentona, carvona, pulegona, etc
biciclicos canfor, fenchona, pinocarvona, etc
aciclicos acetato de citronelilo, etc
Esteres monociclicos acetato de a-terpinilo, etc
biciclicos acetato de isobornilo, etc
Eteres 1,8-cineole
Fenoles timol, carvacrol, etc

Los AEs pueden ser sintetizados en distintos drganos de la planta, como

semillas, hojas, flores, frutos, raices, tallos. Se almacenan dentro de los pelos

glandulares o células epidérmicas, cavidades secretoras de la pared celular o en otros



sitios dependiendo de la especie vegetal (Bakkali et al., 2008; Koul et al., 2008; Tripathi
et al., 2009; Yanez Rueda, 2011; Regnault-Roger, 2013). Entre los principales métodos
de extraccion se encuentra la hidrodestilacién, destilacién por vapor de arrastre, vy
extraccién con diéxido de carbono liquido (Tripathi et al., 2009; Lubbe & Verpoorte,

2011).

Existen aproximadamente 3000 AEs conocidos, de los cuales 300 poseen
importancia econémica para las industrias cosméticas, de perfumes, farmacéutica,
agrondmica, alimenticia y sanitaria (Bakkali et al., 2008; Lubbe & Verpoorte, 2011;
Mann & Kaufman, 2012). En su composiciéon quimica presentan varios componentes
(en general de entre 10-60) en diferentes concentraciones. En general se puede decir
que estan caracterizados por dos o tres componentes en alta concentracion (20-70%) y
el resto se presenta en cantidades denominadas de traza (@ 1%). Generalmente, los
componentes mayoritarios son los que determinan las propiedades biolégicas de los

AEs (Bauer et al., 2001; Pichersky et al., 2006; Bakkali et al., 2008).

La toxicidad de los AEs esta determinada por la composicidn quimica del aceite,
gue puede variar en cantidad y calidad de acuerdo al clima, condiciones ecoldgicas,
organo de la planta, edad, método de extraccion, tiempo de extraccidon y parte del
vegetal utilizado (Lee et al., 2001; Angioni et al., 2006; Koul et al., 2008; Mondal &

Khalequzzaman, 2010; Regnault-Roger, 2013).

La composicién quimica del AE es muy variada segun las diferentes especies de
plantas, por ejemplo, el 1,8-cineol es el mayor constituyente del aceite de eucalipto
(Eucalyptus globolus), mientras que el linalol es abundante en el cilantro (Coriandrum

sativum), ambos monoterpenos demostraron tener actividad en piojos de la cabeza.
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Dentro de la misma especie de planta, los quimiotipos son muy comunes. El ejemplo
mas representativo es el thymus (Thymus vulgaris) que presenta numerosos
quimiotipos los cuales son nombrados segin el componente mayoritario, timol,

carvacrol, terpineol y linalol (Regnault-Roger, 2013).

La rapida accién de los AEs o sus constituyentes frente a ciertos insectos plaga
indica que poseen un modo de accién neurotéxico interfiriendo con la octopamina, lo
cual los convierte en productos altamente selectivos dado que este tipo de receptores
no se halla presente en los vertebrados (Price & Berry, 2006; Picollo et al., 2008;
Kumar et al., 2011; Ebadollahi, 2013). Ademas pueden actuar a diferentes niveles
sobre la fisiologia del insecto. Los modos de accidn mds conocidos son aquellos que
actuan sobre el sistema nervioso, como agonistas de neurotransmisores o interfiriendo
con los canales implicados en la transmisidn del impulso nervioso (Wink, 2000; Saaya &
Rafaeli, 2007; Bakkali et al., 2008), intervienen en el proceso digestivo, como
antialimentarios o produciendo efectos tdxicos por ingestion (Rodriguez-Hernandez &
Vedramin, 1998; Tripathi et al., 2002; Tapondjou et al., 2005; Sanchez Chopa et al.,
2006; Stefanazzi et al., 2006; Benzi et al., 2009a; Regnault-Roger, 2013). También
resultan toxicos a través del contacto directo o del ingreso al organismo por vias
respiratorias, como su accion como repelente y fumigante (Yang et al., 2004; Werdin

Gonzdlez, et al., 2010; Regnault-Roger, 2013).

En la actualidad, los AEs son los compuestos mas ensayados para el control de
plagas de importancia en la salud humana y en particular en el piojo de la cabeza.
(Fournet et al., 1996; Laurent et al., 1997; Mulla & Su, 1999; Isman, 2000; Baki et al.,

2002; Araujo et al., 2003; Breuer et al., 2003; Dua et al., 2003; Blackwell et al., 2004;
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El-Shazly & Hussein, 2004; Pérez-Pacheco et al., 2004; Prabakar & Jebanesan, 2004;
Sivagnaname & Kalyanasundaram, 2004; Sukontason et al., 2004; Wandscheer et al.,
2004; Yang et al., 2004; Jaenson et al., 2005; Luna et al., 2005; Omolo et al., 2005;
Ferrero et al., 2006; Promsiri et al., 2006; Prowse et al., 2006; Toloza et al., 2006; Sfara
et al., 2009; Tarelli et al., 2009; Huerta et al., 2010; Bagavan et al., 2012; Di Campli et

al., 2012; Kovendan et al., 2013; Rassami & Soonwera, 2013).
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3.1.5 Especies vegetales en estudio

3.1.5.1 Schinus areira L. (Anacardiaceae)

S. areira es un arbol originario de la
region andina peruana, y actualmente
distribuido en Argentina (desde Jujuy hasta
Rio Negro), sureste de Brasil, Pertd, Colombia,
Ecuador, Uruguay, oeste de Meéxico,

Guatemala e Islas Canarias. Es conocido

vulgarmente con el nombre de Aguaribay, Gualeguay (Argentina), Anacahuita
(Uruguay), Aroeira (Brasil), Arbol de la Pimienta, Muelle, Molli, Falso Pimentero

(Ecuador, Colombia, Bolivia y Peru), Peru-pire y Piru (México) (Duke, 2009).

El uso popular en varios paises le atribuye a S. areira propiedades como
regulador del ciclo menstrual, antiinflamatorio, diurético, antiséptico, antidiarreico,
antirreumatico, antibronquitico, cicatrizante, carminativo y antiblenorragico (Alonso &
Desmarchelier, 2005; Duke, 2009). El aguaribay se encuentra aprobado por la Food and
Drug Administration estadounidense como suplemento dietario y categorizado en
clase |, como especie segura para consumo humano por la Asociacion Americana de
Productos Herbarios de los Estados Unidos (McGuffin et al., 1997); a su vez, es
importante destacar que los extractos etandlicos de hojas y frutos no poseen efectos

toxicos sobre ratas y ratones (Ferrero et al., 2007; Bras et al., 2010).

El AE de hojas y frutos de este darbol posee actividades antifungicas vy
antibacteriales (Dikshit et al., 1986; Gundinza, 1993; Hayouni et al., 2008). Asimismo,

el aceite de hojas posee actividad antioxidante y citotoxicidad mediante un mecanismo
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relacionado con la apoptosis en diferentes tipos celulares de cdncer de mama y

leucemia (Diaz et al., 2008).

En lo que respecta a su actividad sobre insectos, se demostré que S. areira es
bioactivo sobre Musca domestica, Drosophila melanogaster, Cydia pomonella,
Phthorimea operculella, Chrysoperla externa, Trichogramma pintoi, Culex
quinquefasciatus, Sitophylus zeamais, Tribolim castaneum, Triatoma infestans,
Blattella germanica, Pediculus humanus capitis, Xanthogaleruca luteola (Wimalaratne
et al., 1996; Steinbauer, 1995; Chirino et al., 2001; lannacone & Lamas, 2003a, 2003b;
Pérez-Pacheco et al., 2004; Silva et al., 2005; Dal Bello & Padin 2006; Ferrero et al.,

2006, 2007b; Toloza et al., 2006; Huerta et al., 2010).

3.1.5.2 Thymus vulgaris L. (Lamiaceae)

T. vulgaris (con mas de 400
subespecies a nivel mundial) es un
arbusto perenne y endémico de la
cuenca mediterranea que se cultiva a
nivel mundial en suelos secos y soleados
de climas templados; vulgarmente se

conoce como Tomillo (Argentina,

Espafia); Tomilho (Brasil); Thym (Francia); Thyme (Inglaterra, Estados Unidos); Thymian

(Alemania); Timo (ltalia) (Gigord et al.; 1999; Morales, 2002).
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Mas alla de su utilizacién culinaria comun, se lo recomienda para el tratamiento
de afecciones de las vias respiratorias, trastornos gastrointestinales, depresion,
halitosis, insomnio e irritacidon vaginal; la Comisién E aprobd el tomillo para sintomas
de bronquitis, tos ferina y catarro y para el tratamiento de la actinomicosis, onicolisis, y
paroniquia debido a sus propiedades antifungicas (Zarzuelo & Crespo, 2002; Naghibi et
al., 2005; Lopez Luengo, 2006). Ademas su AE esta incluido en algunos enjuagues

bucales para controlar la placa bacteriana (Baca, 2003).

En lo que respecta a sus propiedades farmacoldgicas se cita su actividad
espasmolitica, antiespasmaddica, antioxidante, expectorante, antiséptica, analgésica,
antiinflamatoria, eupéptica, estrogénica, citotdxica, carminativa, diurética (Youdim &
Deans, 2000; Miura et al., 2002; Baranauskiene et al., 2003; Lee et al., 2005; Al-Bayati

etal., 2008).

Varios estudios demostraron que T. vulgaris posee actividad antibacteriana en
un amplio espectro de bacterias Gram positivas y negativas (Burt & Reinders, 2003;
Ozcan et al., 2003, Nostro et al., 2004; Al-Bayati et al., 2008; Solomakos et al., 2008;
Tohidpour et al., 2010); en los trabajos cientificos también se menciona su actividad
antiviral, antifungica, antiparasitica y nematicida (Lépez Luengo, 2006; Santoro et al.,
2007; Koch et al., 2008, Kumar et al., 2008; Nguefack et al., 2009; Sasanelli et al., 2009;
Saad et al., 2010). El tomillo probé su actividad bioldgica en distintos artréopodos como
Varroa destructor, Dermanyssus gallinae, Apis mellifera, A. obtectus, Bemisia tabaci,
Eretmocerus mundus, Culex quinquefasciatus, Culex pipiens pallens, Tenebrio molitor,
Tribolium castaneum, Sitophilus oryzae, Spodoptera littoralis, Odontotermes

assamensis y Pediculus humanus capitis (Regnault-Roger & Hamraoui, 1994; Shaaya et
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al., 1997; Yang et al., 2004; Park et al., 2005; Pavela, 2005, 2008; Al-mazraawi et al.,
2009; Damiani et al., 2009; George et al., 2009; Pavela et al., 2009; Mac-Mary et al.,

2012;Pandey et al.; 2012 )

3.1.5.3 Aloysia citriodora Palau (Verbenacea)

A. citriodora (sin. A. triphylla L'Her.; Lippia

citriodora (Lam.) Kunth; L. tripilla (L'Her.) Kuntze) es un
arbusto perenne originario del norte Argentino (Salta,
Jujuy, Catamarca, La Rioja, Tucuman) que crece de
forma silvestre en Peru, Chile, Paraguay, Uruguay,

Brasil, México y sur de Estado Unidos y se introdujo en

Europa, China, India y norte de Africa (Siedo, 2006). Se
conoce vulgarmente como Cedrén (Argentina, Paraguay, Uruguay, Chile), Capim Cidrado
(Brasil), Hierba Luisa, Hierba de la Princesa (Espafia), Erba Luigia (ltalia), Yerba Luisa
(Cuba), Citronelle (Francia) y Lemon Verbena (Inglaterra) (Duke, 2009). Es una planta
aromatica que se utiliza en la preparacion de té de hierbas; como carminativa,
antiespasmadica, antipirética, propiedades sedantes y digestivas (Santos-Gomes et al.,
2005; Oliva et al., 2010; Mosavi, 2012). Ademas, se usa para controlar el vértigo,
nauseas, insomnio, flatulencias, dispepsia, desordenes neuronales leves, para
apaciguar la congestiéon nasal y bronquial y alivia la hinchazén de ojos. Es un
ingrediente comln en repelentes de insectos, ya que su AE posee propiedades

insecticida y bactericida (Bandoni & Dellacasa, 2003).
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Algunos autores informaron que los compuestos famélicos (principalmente
flavonoide, acidos fendlicos y fenilpropanoide) son los responsables de la mayor parte
de las actividades farmacoldgicas de la planta, tales como analgésicos, efectos
antiflamatorios y antioxidantes (Nakamura et al., 1997; Laporta et al., 2004; Mosavi,

2012).

El AE de A. citriodora demostré poseer actividad nematicida (Duschatzky et al.,
2004), fungicida (Teixeira et al., 2005) y antibacterial (Burt, 2004; Lopez et al., 2004;
Sartoratto, 2004; Teixeira et al., 2007; Rodriguez-Vaquero et al., 2010, Rojas et al.,
2010). Este aceite también produjo distintas actividades bioldgicas sobre insectos
como Aedes aegypti, Rhizopertha dominica, Musca domestica, Pediculus humanus
capitis y Nezara viridula, entre otros (Gillij et al., 2008, Benzi et al., 2009b; Palacios et

al., 2009; Toloza et al., 2010; Werdin Gonzalez, 2010b).

3.1.5.4 Aloysia polystachya (Griseb.) Moldenke (Verbenaceae)

A.  polystachya (sin.  Lippia
polystachya Griseb.) es un arbusto de
hojas aromaticas, originario de las
regiones subtropicales de Sudamérica
siendo comun en Paraguay y Argentina;

en nuestro pais crece en las provincias de

Salta, Tucuman, San Juan, La Rioja, Catamarca, San Luis, Chaco, Corrientes, donde se lo

conoce comunmente como Burro, Té de Burro, Poleo Real, Poleo Riojano o Poleo de
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Castilla (Pascual et al., 2001; Siedo, 2006). Esta planta se encuentra muy arraigada en
el uso popular, puede hallarse tanto en forma silvestre como en las casas y jardines. Se
adapta facilmente a los cambios de suelo. Es utilizada para saborizar el mate o el

tereré, e industrialmente cultivada para formar parte de la yerba mate "compuesta”.

Esta planta tiene diversos usos en la medicina popular, indicdndose para
trastornos digestivos (dolor gastrointestinal, nauseas, gastritis, diarrea) y respiratorios
(resfrios y gripes); en Argentina y Paraguay también se utiliza en el tratamiento de
“desdérdenes nerviosos” (Siedo, 2006; Aguado et al., 2007). La accion terapéutica de
esta planta incluye actividad antipirética, sedativa, estomaquica, ténica, carminativa,
diurética y antiespasmddica (Aguado et al., 2006; Dadé et al., 2009). Algunos trabajos
indican que la administracion oral del extracto crudo de A. polystachya en ratones y
del extracto alcohdlico en ratas exhiben efectos ansiolitico y antidepresivo debido a
una actividad hipnosedativa; a su vez, se demostrd que dichos extractos presentan una
baja toxicidad y no producen mortalidad en ratas (Mora et al., 2005; Hellidn-lbarrola et

al., 2006, 2008).

De acuerdo con la bibliografia existente se conocen dos variedades de A.
polystachya en Argentina una proveniente del noroeste argentino, rica en a-tujona, y

otra del nordeste, rica en carvona (Aguado et al., 2007).

El AE exhibid actividad antifungica inhibiendo la germinacidon de esporas y el
crecimiento de micelios de hongos fitopatogénicos (Zygadlo & Grow, 1995). Con
respecto a la actividad insecticida se demostro el efecto del AE en Pediculus humanus
capitis, C. quinquefasciatus y R. dominica (Toloza et al., 2006; Gleiser & Zygadlo, 2007;

Benzi et al., 2009a; Kembro et al., 2009) y del extracto etandlico sobre de Tribolium
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castaneum; a su vez, en esta especie los extractos etandlicos y hexanicos modificaron

la fisiologia nutricional y provocaron repelencia (Gutiérrez et al., 2008).
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3.2.1 Objetivos generales

Evaluar la actividad por exposicion a vapores y por exposicién a superficies tratadas en

P. h. capitis producida por los aceites esenciales de Schinus areira (fruto y hoja),

Thymus vulgaris, Aloysia polystachya, Aloysia citriodora, en adultos y huevos de

Pediculus humanus capitis.

3.2.2 Objetivos especificos

)
(]

&

Evaluar la actividad insecticida por exposicion a vapores en adultos de P. h.
capitis de los AEs de S. areira , (fruto y hoja), T. vulgaris, A. polystachya y A.

citriodora.

Evaluar la actividad insecticida por exposicién a vapores en huevos de P. h.
capitis de los AEs de S. areira (fruto y hoja), T. vulgaris, A. polystachya y A.
citriodora.

Evaluar la actividad insecticida por exposicidn a superficies tratadas en adultos
de P. h. capitis de los AEs de S. areira (fruto y hoja), T. vulgaris, A. polystachya y
A. citriodora.

Evaluar la actividad insecticida por exposicion a superficies tratadas en huevos

de P. h. capitis de los AEs de S. areira (fruto y hoja), T. vulgaris, A. polystachya y

A. citriodora.
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3.3 Materiales y Métodos

3.3.1 Insectos

Los piojos utilizados en el presente trabajo se obtuvieron de las cabezas de
nifios infestados de entre 3-5/6 aflos que concurrian a los jardines de infantes de la
ciudad de Bahia Blanca, y que segun lo reportado por los padres nunca recibieron
tratamiento pediculicida o bien hacia un mes que los niflos no habian sido tratados,
por lo tanto se consideré a estas poblaciones como susceptibles. Los piojos se
recogieron y se transportaron al Laboratorio de Zoologia de Invertebrados Il del
Departamento de Biologia, Bioquimica y Farmacia de la UNS. Para extraer adultos y
ninfas para los bioensayos se utilizéd un peine fino de plastico y un peine metdlico
(ASSY) de dientes lisos para la extraccién de huevos; la finalidad de utilizar este peine
es evitar tirar el cabello de los nifios y permitir la remocién de los huevos con el menor
dano posible. Los piojos se examinaron cuidadosamente bajo lupa (Olympus SZ 40),
descartando los ejemplares dafiados (WHO 1981); utilizando solo aquellos que se

encontraban en buen estado dos horas después de su recoleccion.

3.3.2 Material vegetal

Los drganos vegetales (hojas y frutos) de S. areira y hojas de A. citriodora se
recolectaron durante la época estival en la ciudad de Bahia Blanca, provincia de
Buenos Aires, Argentina (382 43' S 622 16' 0), las hojas de A. polystachya en las
localidades de Lamarque y Pomona, provincia de Rio Negro, Argentina (392 24' S 652

42' 0). Las especies fueron identificadas por el Dr. Carlos Villamil y la Dra. Gabriela
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Murray del Dpto. de Biologia, Bioquimica y Farmacia, UNS. Se depositd un ejemplar de
cada planta en el Herbario del Dpto. de Biologia, Bioquimica y Farmacia de la UNS
(BBB): S. areira - CV 10444; A. polystachya - MGM 452; A. citriodora - MGM 480. Las
hojas T. vulgaris se recolectaron en la época estival en la ciudad de Salta, provincia de
Salta, Argentina (242 47'S 652 24' O) y los AEs derivados fueron donados por el Ing. N.
A. Bonini, Profesor Asociado de Quimica Organica | de la Facultad de Ciencias Exactas,

Universidad Nacional de Salta.

3.3.3 Obtencion y caracterizacion de los AEs

Todos los AEs se aislaron a partir de material vegetal fresco, por destilacion por
arrastre de vapor de agua en un aparato tipo Clevenger durante 3 a 4 horas. El
rendimiento fue para el de hojas de A. citriodora 0,38%, A. polystachya 0,54% y para S.
areira fue de 0,22% y 0,42% (p/v) para hojas y frutos, respectivamente. Para el AE T.

vulgaris no se contd con dicho valor.

Una vez obtenidos, los AEs se secaron sobre sulfato de sodio anhidro y se
conservaron en heladera (42C). La composicion quimica de cada aceite se determiné
en el laboratorio de Quimica de Productos Naturales (INQUISUR-CONICET-UNS) por
cromatografia gaseosa acoplada a espectrometria de masa. Los compuestos se
identificaron por comparacion de sus indices de retencion (Kovats) con los indices de
compuestos conocidos, de sus espectros de masa con los de la base de datos de
cromatégrafo (NBS75K.L MS DATA) y cuando fue posible, por comparaciéon con

muestras auténticas. Los porcentajes relativos se obtuvieron a partir de las dreas de
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cada pico. Los andlisis de CG-EM se realizaron en un cromatoégrafo Hewlett-Packard
6890 acoplado a un espectrémetro de masas Hewlett-Packard 5972A equipado con
una columna capilar (HP-5, 30 m x 0,25 mm, 0,25 mm), utilizando helio como gas
carrier (1 ml/min, split1:50) y un volumen de inyeccion de 2 pl. La temperatura inicial
del hormo se mantuvo a 50°C por 2 minutos, luego se programé a 52C/min hasta
2002C, manteniendo luego esta temperatura por 15 min. Los espectros de masa se
registraron a 70 eV, en un rango de masas m/z de 35 a 350 uma, manteniendo la
temperatura del inyector a 2502C. Los compuestos determinados para cada aceite y

sus porcentajes relativos se muestran en la Tabla 3.2.
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Tabla 3.2 Composicién quimica de los aceites esenciales

Tiempo
retencién
(min)

6,68
6,84
7,30
7,71
8,11
8,41
8,50
8,91
8,96
9,57
9,67
10,58
10,90
11,78

12,82

13,31
14,34
14,74

17,21
17,43

17,47
19,85
20,25
20,73

21,00

Compuesto

tricicleno
a-tujeno
a-pineno
canfeno
sabineno
B-felandreno
B-pineno
[-mirceno
a-felandreno
p-cimeno
limoneno
y-terpineno
3-careno
2-careno

Octanoato de
metilo

citronelal
1-terpinen-4-ol
carvona
timol

acetato de
bornilo

carvacrol

copaeno

elemeno
(-)-aristoleno

[B-cariofileno

Hojas de
S. areira

0,82

3,56

5,31

1,48

2,13

1,72

13,80

15,68

0,80

1,36

Frutos de
S. areira

2,96

1,19

2,37
0,58
16,35

25,47

40,34

1,35
0,47

1,32

3,34

0,17

0,10
0,17
0,21

1,61

A.
polystachya

16,50

83,5

A.
citriodora

2,28

22,93

1,82

7,44

51,29

2,37

T. vulgaris

1,54

1,42

1,93

28,37

8,06

47,19

3,17

2,84
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Tabla 3.2 continuacion

Tiempo
retencién
(min)

21,85
22,09
22,12
22,91
23,10
23,71

24,14

24,56

25,64
26,05

26,08

Compuesto

o-cariofileno
B-cubebeno
a-curcumeno
germacreno B
6-cadineno
elemol
a-farneseno

Oxido de j3-
cariofileno

y-eudesmol
[-eudesmol

6-selineno

Hojasde S.  Frutos de A.
areira S. areira polystachya
0,25
7,30
0,25
5,26
9,00
1,10
3,61
2,80
0,40

A T. vulgaris
citriodora g
9,57
5,48
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3.3.4 Bioensayos de Toxicidad

A pesar de los diversos productos comerciales que se hallan disponibles en el
mercado para el tratamiento de los piojos de la cabeza, su uso trae aparejado gran
preocupacion frente al desarrollo de resistencia que presentan estos insectos a dichos
productos. Hoy en dia se observa una tendencia cada vez mayor a la utilizacion de
productos naturales (AEs) para su control. Debido a esto se realizaron distintos
bioensayos para comprobar la actividad pediculucida de los AEs de S. areira (fruto y

hoja), T. vulgaris, A. polystachya y A. citriodora.

3.3.4.1 Toxicidad por exposicion a vapores en adultos y huevos de P. h. capitis

La toxicidad por exposicidon a vapores de los AEs se evalué en adultos y huevos
de desarrollo medio (Mougabure Cueto et al., 2006) utilizando cdmaras fumigante. En
un cubreobjeto de 24 x 24 mm se colocd 50 pl de los AEs puros. Como control se
utilizaron cubreobjetos sin la adicion de ninguna sustancia. Los cubreobjetos se
colocaron en el fondo de cajas de Petri (5,5 cm de didmetro x 1,2 cm de alto). Cada
caja fue recubierta con una tapa plastica con un orificio central cubierto de tela de
voile para permitir la circulacién de aire. Sobre este tejido se colocaron 10 huevos o 10
adultos protegidos por una segunda caja plastica y el conjunto de cajas fue

herméticamente sellado con cinta adhesiva. Para cada AE se realizaron tres réplicas.

Para los adultos se registré el tiempo de volteo cada 5 minutos (min.) durante 1
hora. El efecto de volteo se definid como la incapacidad del insecto de caminar

normalmente, quedando recostado sobre el dorso y sin mostrar movimiento de sus
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patas (Toloza et al., 2010). Finalizado este periodo, los insectos se removieron de la
arena experimental y se observd si durante las cuatros horas posteriores habia
recuperacién. Durante el estudio, las unidades experimentales se mantuvierona 28 + 1

°Cya 755 %dehumedad relativa en estufa marca lonomex y en oscuridad.

Con estos datos de tiempo de volteo, se estimaron los valores de TVso (minutos
necesarios para afectar el 50% de los piojos expuestos) utilizando el programa SPSS
15.0. El modelo de regresién fue verificado usando el estadistico Chi-cuadrado (x?). A
fin de comparar los valores de TVsg para los distintos AEs se consideraron
significativamente diferentes aquellos valores cuyos intervalos de confianza del 95%

no se superponen (NSIC, P < 0,05).

Cuando los piojos se expusieron a un aceite determinado y no mostraron
sintomas de intoxicacién dentro de una hora, el tiempo de volteo fue registrado como

TV50 > 60 minutos.

Con respecto a los huevos, los mismos fueron expuestos durante 24 hs. a los
vapores de los AEs, transcurrido este tiempo se procedié a la remociéon de los
cubreobjetos que contenian los AEs. La toxicidad se basé en el nimero de huevos no
eclosionados durante los 12 dias posteriores al tratamiento. Se consideré como criterio
de mortalidad que los huevos tuvieran el opérculo cerrado o huevos con el opérculo

abierto y la ninfa en su interior (Mougabure Cueto et al., 2006).

Para ello se calcul6 el Porcentaje de Inhibicién de la Eclosién (P.I.E.) usando la

férmula:
P.L.E (%) = [(C-T)/C] x100
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donde C es el numero de huevos eclosionados en el control y T es el nimero de huevos
eclosionados en los tratamientos (Yang et al., 2005). Los huevos tratados se colocaron
en recipientes de pldsticos cerrados conteniendo una solucidon acuosa saturada de
NaCl mantenidos en estufa y oscuridad bajo las mismas condiciones de temperatura y

humedad relativa que los adultos.

Los datos obtenidos se analizaron mediante la prueba de varianza ANOVA y las

medias fueron separadas mediante el test de diferencias minimas (DMS, P > 0,05).

Ademas se realizd un analisis de regresién para estudiar las relacion de la
comparacion entre los valores TVsg (minutos) de los adultos y los porcentajes de

mortalidad de los huevos (% mortalidad) utilizando el programa estadistico SPSS 15.0.

3.3.4.2 Toxicidad por exposicion a superficies tratadas en adultos y huevos

de P. h.capitis

Para este tipo de bioensayo se utilizaron cajas de Petri de vidrio (5,5 cm de
diametro x 1,2 cm de alto) dentro de las cuales se colocaron papeles de filtro
(Whatman N° 1, 5,5 cm de didmetro) que se rociaron con 100 ul de soluciones

hexanicas de los AEs a distintas concentraciones; como control se utilizdo hexano solo.

Para los adultos las concentraciones evaluadas fueron: 0,84; 0,63; 0,42 y 0,21
mg/cm2 permitiendo la evaporacién del solvente durante 2 minutos. Luego se
colocaron 10 adultos y pelos para brindarles a los piojos de la cabeza una superficie

para asirse, y se taparon. Para determinar la actividad ovicida se utilizaron cinco

81



concentraciones: 0,21; 0,105; 0,052; 0,026 y 0,013 mg/cmz, después de la evaporacion

del solvente se colocaron 10 huevos de desarrollo medio los cuales se taparon.

Los adultos y los huevos tratados se mantuvieron bajo las mismas condiciones
de temperatura, humedad relativa, en estufa y oscuridad que para los bioensayos por

exposicidon a vapores. Se realizaron tres réplicas por cada tratamiento.

En adultos se evalud el Tiempo de volteo (TVsg), que fue determinado cada 5
minutos durante 1 hora. El cdlculo del TVsg se realizé utilizando el programa SPSS 15.0.
Para comparar los valores de este pardmetro se utilizd el criterio de la no

superposicion de sus intervalos de confianza del 95 % (NSIC, P < 0,05).

Para determinar la actividad ovicida, se basé en el nimero de huevos que no
eclosionaron durante los 12 dias posteriores al tratamiento. Se consideré como criterio
de mortalidad que los huevos tuvieran el opérculo cerrado o huevos con el opérculo

abierto y la ninfa en su interior (Mougabure Cueto et al., 2006).

Para ello se calculé el Porcentaje de Inhibicién de la Eclosion (P.I.E.) usando la

formula:
P.L.E (%) = [(C-T)/C] x100

donde C es el nUmero de huevos eclosionados en el control y T es el nimero de huevos
eclosionados en los tratamientos (Yang et al., 2005). Los huevos tratados se colocaron
en recipientes de plasticos cerrados conteniendo una solucion acuosa saturada de
NaCl mantenidos en estufa y oscuridad bajo las mismas condiciones de temperatura y

humedad relativa que los adultos.
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Los datos obtenidos se analizaron mediante la prueba de varianza ANOVA vy las

medias fueron separadas mediante el test de diferencias minimas (DMS, P > 0,05).

Ademads se realizd un analisis de regresién para estudiar las relacion de Ia
comparacion entre los valores TVsg (min.) de los adultos y los porcentajes de
mortalidad de los huevos (% mortalidad) a la concentracion 0,21 mg/cmz,
correspondiente a la minima concentracién evaluada para adultos y a la maxima para

huevos utilizando el programa estadistico SPSS 15.0.
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3.4 Resultados
3.4.1 Toxicidad por exposicion a vapores en adultos de P. h. capitis

Al evaluar la actividad fumigena sobre piojos adultos se observd que todos los
AEs fueron efectivos (Tabla 3.3). Los tiempos de volteo 50 (TVsp) fluctuaron entre
10,80 y 38,35 min. Los efectos variaron de acuerdo al AE, siendo los que presentaron
mayor actividad pediculicida los provenientes de S. areira, no encontrandose
diferencias significativas entre los drganos vegetales (P > 0,05). Por otra parte, los AEs
de T. vulgaris y A. polystachya mostraron valores de TVsg entre 18,25 y 20,64 min.
respectivamente, no halldndose diferencias entre los mismos (P > 0,05). Por ultimo, el
efecto fumigante del AE de A. citriodora fue significativamente menor al resto de los

AEs (P < 0,05).

En resumen el orden de efectividad de los AEs de forma decreciente fue (Fig. 3.1):

S. areira (fruto) = S. areira (hoja) < T. vulgaris = A. polystachya < A. citriodora

Tabla 3.3 Valores de TVs, en adultos de P.h. capitis expuestos a vapores de los AEs cada 5

minutos durante 1 h.

Aceite TVso (min) 1C 95% Pendiente * ES
S. areira (fruto) 10,80 A 8,43 -13,01 2,75+0,48
S. areira (hoja) 12,75 A 6,44 — 15,51 6,34+ 0,68
T. vulgaris 18,25 B 15,87 -121,72 10,98 £+ 0,92
A. polystachya 20,64 B 16,11 24,34 6,32 +0,50
A. citriodora 3835 C 29,97 -61,05 1,84+0,38

Referencia:TV;,: tiempo de voleto 50; los valores seguidos por distinta letra indican que se encontraron
diferencias significativas (NSIC, p< 0,05). IC 95%: intervalo de confianza del 95%. ES: error estandar
*Los aceites esenciales estan ordenados por efectividad decreciente
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Figura 3.1 Efectividad por exposicién a vapores de los AEs en adultos de P. h. capitis
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3.4.2 Toxicidad por exposicion a vapores en huevos de P. h. capitis

Se evalué la toxicidad por exposicidn a vapores en huevos de estadio medio de
P. h. capitis después de 12 dias de tratamiento. Todos los AEs fueron efectivos
mostrando un porcentaje de inhibicidn que varié entre un 100 y 77% (Tabla 3.4). El
P.L.E de los AEs de S. areira (fruto y hoja), y T. vulgaris fue del 100% no observandose
diferencias significativas (P > 0,05). Para A. polystachya fue del 90% y para A. citriodora
la inhibicion fue del 77%, encontrandose diferencias significativas entre estos dos AEs

(P < 0,05).
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Tabla 3.4 Valores del P.I.E en huevos de P.h. capitis expuestos a vapores de los AEs durante

24 hs. de exposicion

Aceite % Eclosion P.L.E
S. areira (fruto) 0 100 A
S. areira (hoja) 0 100 A
T. vulgaris 0 100 A
A. polystachya 10 9 B
A. citriodora 23 77 C

Referencia:P.I.E: porcentaje de inhibicion de la eclosion; los valores seguidos por distinta letra indican
que se encontraron diferencias significativas (P < 0,05)

Para enriquecer este estudio se procedié a realizar una comparacién de la
efectividad de los AEs entre los TVso obtenidos para adultos y las mortalidades sobre
huevos. Se encontré una relacidn significativa entre la actividad pediculicida de los

vapores de los AEs entre huevos y adultos.
La formula resultante de dicho analisis fue:
TVso (adultos) = - 1,029 % de mortalidad huevos + 116,2

El valor de R? indica que el ajuste del modelo explica el 91% de la variabilidad
del TVso ya que el valor de P del ANOVA fue P < 0,01, existe una relacion estadistica
significativa entre las variables (Fig 3.2). Todos los AEs tuvieron un comportamiento

similar como fumigante en ambos estados.
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Figura 3.2 Regresion lineal entre la toxicidad de los vapores de los AEs en adultos (TV50) y en

huevos (% de mortalidad) de P. h capitis
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Referencia: SaH: Schinus areira hoja; SaF: Schinus areira fruto; Tv: Thymus vulgaris; Ap: Aloysia
polystachya; Ac: Aloysia citriodora.

3.4.3 Toxicidad por exposicion a superficies tratadas en adultos de P. h.

capitis

Los efectos téxicos de los AEs se evaluaron por comparacién de los valores de

TVso (Tabla 3.5). En base a dichos valores, para T. vulgaris y A. polystachya solo se

hallaron diferencias significativas a la menor concentracion ensayada (P < 0,05). En

cambio para A. citriodora se observaron diferencias significativas a las concentraciones

de 0,84; 0,63 y 0,42 mg/cm? (P < 0,05). Con respecto a los drganos vegetales de S.

areira a la concentracién de 0,84 mg/cm2 el TVso fue > 60°.
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Al comparar la actividad pediculicida entre los aceites para una concentracion
determinada no se observaron diferencias significativas para 0,84 mg/cm?” para T.
vulgaris, A. polyastachya y A. citriodora (P > 0,05). Cuando se analizaron las
concentraciones de 0,63 y 0,42 mg/cm? solo se hallaron diferencias significativas para
A. citriodora, (P < 0,05). Sin embargo a la concentracion menor (0,21 mg/cm?) se
observaron diferencias significativas entre los AEs de T. vulgaris, A. polystachia y A.

citriodora (P < 0,05), siendo el primero el mas efectivo.
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Tabla 3.5 Toxicidad por exposicidn a superficies tratadas con los AEs en adultos de P.h. capitis

cada 5 minutos durante 1 h.

Aceite i6
Concentracion o, JientetES  TVs IC 95%
(mg/cm?)
0,84 2,76 £ 0,89 3,93aA 1,07 -5,65
0,63 3,69 £ 0,65 6,30aA 4,94 -7,23
T. vulgaris
0,42 5,87 +1,10 6,49aA 5,32-7,79
0,21 10,78 £ 2,29 990bA 8,89 - 10,99
0,84 8,09 +1,63 596aA 5,24 - 6,79
0,63 3,44 + 0,57 7,18aA 5,44 — 8,65
A. polystachya
0,42 5,56 £ 1,07 8,14aA 6,60 -9,54
0,21 5,22 £ 0,81 12,93 bB 11,03 -14,51
0,84 3,53+0,79 5,13aA 3,37-6,40
0,63 5,34+1,28 11,37bB 8,72-13,26
A.citriodora
0,42 6,94 +£1,48 16,23 ¢cB 13,78 — 18,16
0,21 3,29+0,44 18,01 cC 14,57 - 20,05
S. areira(hoja) _
0,84 B > 60’
S. areira(fruto) _
0,84 > 60’

Referencia: TVsy: tiempo de volteo 50; % valores seguidos por distinta letra mayuscula indican
diferencias significativas entre los AEs para una concentracion determinada y valores seguidos por
distinta letra minudscula, diferencias significativas entre las concentraciones para un AE (NSIC, P < 0,05).
IC 95%: intervalo de confianza del 95%. ES: error estandar.
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3.4.4 Toxicidad por exposicion a superficies tratadas en huevos de P. h.
capitis
Después de 12 dias de tratamiento, los efectos ovicidas de los AEs se midieron

en base al Porcentaje de Inhibicion de la Eclosion (P.L.E), que fue concentracién

dependiente (Tabla 3.6).

Con el aceite de T. vulgaris el P.I.E fue de 20% a 0,013 mg/cmz, de 33% a 0,026
mg/cmz, no encontrandose diferencias significativas (P > 0,05) entre estas
concentraciones, para 0,052 mg/cm2 el P.I.LE fue de 57% hallandose diferencias
significativas (P < 0,05) entre las mayores y menores concentraciones. A las
consentraciones de 0,105 mg/cm2 y de 0,21 mg/cm2 el P.I.LE fue de 93% y 100%

respectivamente, no encontrandose diferencias significativas (P > 0,05).

Para A. polystachya a las concentraciones menores no se hallaron diferencias
significativas en el porcentaje de inhibicion (P > 0,05), oscilando este entre un 20 y un
26,66%. Sin embargo a la concentracién de 0,052 mg/cm2 se encontraron diferencias
significativas (P < 0,05) con respecto a las mayores y menores. A las concentraciones
de 0,105 mg/cm2 y de 0,21 mg/cm2 el P.I.LE fue de 90% y 100% respectivamente, no

encontrandose diferencias significativas (P > 0,05).

En el caso de A. citriodora a las menores concentraciones (0,013 a 0,052
mg/cmz) no se observo inhibicién, pero a las de 0,105 hasta 0,21 mg/cm2 el P.I.E oscilo

entre un 20 y 30% respectivamente, observandose diferencias significativas (P < 0,05).

Con respecto al AE de S. areira (hoja y fruto) a la maxima concentracién de 0,21

mg/ cm? no se observa inhibicién.
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Al analizar el comportamiento entre una misma concentracion para los aceites
de T. vulgaris, A. polystachya, A. citriodora y S. areira se vié que a todas ellas (0,21;
0,052; 0,026 y 0,013 mg/cm?) no se observaron diferencias significativas entre T.
vulgaris y A. polystachia (P > 0,05), pero si entre estas dos y A. citriodora y S. areira (P <
0,05). Los aceites de hoja y fruto de S. areira resultaron significativamente los menos

efectivo (P < 0,05).
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Tabla 3.6 Toxicidad por exposicién a superficies tratadas con los AEs en huevos de P.h. capitis

durante 24 hs.

Concentracion

Planta (mg/cm?) Eclosién (%) P.I.E?
0,21 0 100 aA
0,105 3,70 93,30+£3,3 aA
T. vulgaris 0,052 43,40 56,60 + 3,3 bA
0,026 66,67 33,33+8,1 cA
0,013 80,00 20,000 cA
0,21 0 100 aA
0,105 10,00 90,000 aA
A. polystachya 0,052 50,00 50,00 £ 5,7 bA
0,026 73,33 26,66 +3,3 cA
0,013 80,00 20,00+3,3 cA
0,21 70,00 30,00 3,3 aB
0,105 80,00 20,00+3,3 b B
A. citriodora 0,052 100 0 cB
0,026 100 0 cB
0,013 100 0 cB
S.areira (hoja) 0,21 100 0 C
S.areira (fruto) 0,21 100 0 C
Control (hexano) 100 0 C

Referencia:P.I.E: porcentaje de inhibicién de la eclosién; °: valores seguidos por distinta letra mayuscula
indican diferencias significativas entre los AEs para una concentracion determinada y valores seguidos
por distinta letra minuscula, diferencias significativas entre las concentracién para un AE (P < 0,05).

Por otra parte se procedié a realizar una regresion lineal entre AEs entre los
TVso (adultos) y el porcentaje de mortalidad en huevos a la concentracién de 0,21 mg/
cm?. Se encontrd una relacion significativa entre la actividad pediculicida por contacto

de los AEs entre huevos y adultos.
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La formula resultante de dicho analisis fue:
TV50 (adultos) = - 0,448 % de mortalidad huevos + 53,14

El valor de R? indica que el ajuste del modelo explica el 76% de la variabilidad del TVs,.
Ya que el valor de P del ANOVA fue P < 0,05, existe una relacidn estadistica significativa
entre las variables. Todos los AEs tuvieron un comportamiento similar en superficies
tratadas en ambos estados.

Figura 3.3 Regresion lineal entre la toxicidad por contacto de los AEs en adultos (TV50) y en

huevos (% de mortalidad) de P. h capitis
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Referencia: SaH: Schinus areira hoja; SaF: Schinus areira fruto; Tv: Thymus vulgaris; Ap: Aloysia
polystachya; Ac: Aloysia citriodora.

3.4.5 Analisis comparativo entre los AEs segun la via de exposicion

Dados los resultados obtenidos en los bioensayos anteriores, se procedid a

comparar la eficacia de los AEs segun su efecto tdéxico discriminando la via de
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exposicion del producto: fumigante y por contacto. Para ello, los huevos de P. h. capitis
se expusieron a los AEs durante el valor de TVge hallado para adultos (toxicidad por
exposicién a vapores y toxicidad por exposicion a superficies tratadas), segun las

metodologias descriptas 3.3.4.1y 3.3.4.2.

Para el caso de toxicidad por exposicidn a vapores, los AEs mas efectivos fueron
los de S. areira. Por lo tanto, los huevos de P. h capitis fueron expuestos a los vapores
durante 30 minutos (TVg9 hojas S. areira) y 35 minutos (TVgg frutos S. areira). El P.1.E.
obtenido fue de 33 y 26%, respectivamente, valores de inhibicién sustancialmente
menores a los obtenidos cuando los huevos fueron expuestos durante 24 horas (P.l.E.

= 100%) (Tabla 3.7).

Para el caso de toxicidad por exposicién a superficies tratadas, el AE mds
efectivo a la concentracién de 0,21 mg/cm2 (concentracion compartida entre adultos y
huevos) fue el de T. vulgaris. En consecuencia, los huevos de P. h capitis fueron
expuestos a discos de papel de filtro tratados con el AE durante 21 minutos (TVgg T.
vulgaris). El P.1.E. obtenido fue de 93%, porcentaje cercano a cuando los huevos fueron

expuestos durante 24 horas vy significativamente menor al de S. areira (Tabla 3.7).

Tabla 3.7 Analisis comparativo entre los AEs segun la via de ingreso

Via de exposicion AEs Tiempo de PIE
exposicion (en min)

Fumigante S. areira (hoja) 30 33,3+5,1A
S. areira (fruto) 35 26,6 £3,3A
Contacto T. vulgaris 21 93,3+3,3B

Referencia:P.l.E: porcentaje de inhibicion de la eclosidn; los valores seguidos por distinta letra indican
que se encontraron diferencias significativas (P < 0,05)
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3.5 Discusion

Durante décadas el control del piojo de la cabeza se realizé con una variedad de
insecticidas convencionales tales como el DDT y lindano entre los afios 1940-50,
carbaril y malation (1960-70) y los piretroides a partir de la década de los 80 hasta la
actualidad (Mumcuoglu et al., 1995.; Picollo et al., 1998, 2000; Kasai et al., 2009,
Toloza et al., 2010). Como alternativa a los insecticidas convencionales se presentan
los AEs de las plantas los cuales poseen un potencial como productos naturales para el
control de P. h. capitis. Entre sus propiedades podemos mencionar su baja persistencia
en el medio, su selectividad frente a otros insectos plagas, enemigos naturales y
organismos no blancos (Hadfield-Law, 2000; Mumcuoglu et al., 2002; Werdin Gonzdlez
et al., 2013) y la baja probabilidad de desarrollar poblaciones resistentes, dado los
multiples sitios de accidn sobre los cuales los AEs pueden actuar (Regnault-Roger et al.,

2013).

Los AEs pueden ser aplicados en el hombre de la misma manera que los
pediculicidas convencionales, y al ser obtenidos facilmente pueden estar al alcance de

la poblacién en general (Isman, 2000).

En este trabajo se evalud la actividad adulticida y ovicida por exposicién a
vapores y a superficies tratadas de los AEs provenientes de S. areira (Anacardiaceae),

T. vulgaris (Lamiaceae), A. polystachya (Verbenaceae) y A. citriodora (Verbenaceae).

La via principal de ingreso de los vapores de los AEs a los insectos es a través
del sistema respiratorio (Smith & Salkeld, 1966). En efecto, los constituyentes volatiles

de los AEs pasan a la fase gaseosa de la camara fumigante y luego, durante la
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inspiracion, ingresan por medio de los espiraculos a la red de trdqueas y traqueolas
conduciéndolos a los distintos érganos y tejidos alcanzando de esta manera su sitio de

accion (Veal, 1996; Yang et al., 2003; Sahaf et al., 2007).

El tiempo de volteo (TVse) fue utilizado como pardmetro toxicolégico para
evaluar la actividad insecticida de los AEs en adultos de P. h. capitis. Dado que en
ningun caso se observd recuperacion de los insectos expuestos, el TVsy podria ser
considerado como un buen estimador de la letalidad de un producto. De esta manera
el TVso permite evaluar en forma simple, precisa y rapida el efecto téxico de los AEs en

P. h capitis.

Todos los AEs produjeron toxicidad por exposicidn a vapores en adultos de P. h.
capitis. Los mas efectivos fueron los que correspondieron a los érganos vegetales de
S.areira con un TVsy de 10,80 y 12,75 min. para fruto y hoja respectivamente, no
observandose diferencias significativas entre los mismos (P > 0,05). Esto estaria
indicando que esta respuesta podria estar asociada a que estos drganos vegetales
comparten los compuestos tales como limoneno, a-pineno, canfeno, B-pineno, B-
mirceno, a-felandreno, acetato de bornilo y B-cariofileno, presentandose los mismos

en distintas proporciones.

Una de las variables que podrian estar afectando la toxicidad observada de
todos los AEs evaluados en P. h.capitis seria el punto de ebullicion (Pe) de los
monoterpenos presentes. Es sabido que a menor punto de ebullicion, mayor tendencia
del producto a pasar a la fase gaseosa (Phillips, 2009). En efecto, los valores de los
puntos de ebullicién de los compuestos mayoritarios de los AEs de S.areira son

menores (< 175 °C) que los correspondientes a los de los otros AEs (> 207 °C).
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En nuestro laboratorio la toxicidad por exposicion a vapores de estos dos
aceites fue estudiada frente a otros insectos plagas. A diferencia de los resultados
obtenidos frente a P. h. capitis, se observd una moderada actividad fumigante en
ninfas Il de Nezara viridula (Werdin et al, 2008). Al estudiar el efecto téxico del AE de
hoja de S. areira frente Trissolcus basalis (Hymenoptera), enemigo natural de N.
viridula se concluyé que no era selectivo (Werdin et al., 2013). Benzi (2013),
trabajando con adultos de Rizopertha dominica observé que el aceite de hoja resultd
mas toxico que el de fruto. Por otra parte se informé sobre la falta de toxicidad de los
AEs de hojas y frutos de S. areira frente a adultos Blattella germanica luego de 24 hs
de exposicién (Sanchez Chopa, 2010). Resultados similares se hallaron frente a adultos
Tribolium castaneum y Sitophilus oryzae (Descamps, 2007; Benzi et al., 2009b). Sin
embargo en larvas de 25 dias de T. castaneum solo fue efectivo el AE de S. areira fruto

(Descamps, 2007).

Toloza et al., 2006 evalud los efectos adulticidas del AE de S.areira (hoja) cuya
procedencia fue la ciudad de Cérdoba en piojos de la cabeza y hallé un TVsy dos veces
y media mas a los registrados en nuestro estudio. Por otra parte analizd el
comportamiento de los monoterpenos presentes en el AE de S. areira presentando un

TVso entre 27,20 y 48,90 minutos.

La variabilidad de los resultados podria deberse a la metodologia utilizaday a la
procedencia del material vegetal dado que plantas de la misma especie obtenidas de
zonas geograficas diferentes pueden presentar distinta composicién quimica (Angioni

et al., 2006; Koul et al., 2008; Mondal & Khalequzzaman, 2010).
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Cuando se analizé el efecto pediculicida del AE de T. vulgaris se hallé un TVsg de
18,25 min. En nuestro laboratorio se evalud la actividad insecticida de este aceite en
ninfas Il y adultos de Nezara viridula mostrando un gran efecto téxico y selectividad

frente a T. basalis (Werdin Gonzalez, 2010; Werdin et al., 2013).

Otros autores encontraron actividad fumigante de T. vulgaris en otros insectos
plagas por ejemplo en Myzus persicae (Aphididae) y adultos de Lycoriella mali

(Sciaridae) (Digilio et al., 2008; Choi et al., 2006).

El andlisis cromatografico del AE de T. vulgaris utilizado en nuestro trabajo
permitié identificar los siguientes compuestos: a-pineno (1,42%), a-tujona (1,54%), B-
mirceno (1,93%), B-cariofileno (2,84%), carvacrol (3,17%), 6xido de B-cariofileno

(5,48%), y terpineno (8,06%), p-cimeno (28,37%) y timol (47,19%).

En relacién a una muestra comercial de aceite de T. vulgaris se establecidé un
TVso > 60°. Los compuestos mayoritarios presentes en este aceite fueron: mirceno
(4,4%), p-cimeno (11%) y timol (68,2%) y al evaluar el efecto adulticida del

componente mayoritario (timol) se registré un TVso > 60" (Toloza et al., 2006).

En nuestro AE y en el comercial (Toloza et al.,, 2006), los componentes
mayoritarios fueron el timol y el p-cimeno. Los puntos de ebullicion (Pe) del timol y p-
cimeno son 232 y 177°C respectivamente, lo que estaria indicando que el p-cimeno
evaporaria mas rdpidamente, ademds de presentarse en una proporcidon
aproximadamente dos veces y media mas en nuestro aceite que en el comercial. Este

compuesto por si solo mostrd actividad pediculicida (Yang et al., 2009). Ademas en
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nuestro AE existen otros componentes que mostraron ser efectivos en el control de

piojos de la cabeza (Yang et al., 2009; Toloza et al., 2010).

En muchos casos dada la complejidad quimica de los AEs la actividad insecticida
se ve reforzada por la interaccién entre compuestos que actian sinérgicamente (Isman

et al., 2011), situacion que se reflejaria en la respuesta observada en este estudio.

Con respecto a los AEs de A. polystachya y A. citriodora se encontraron
diferencias significativas entre ellos en su actividad fumigante en adultos del piojo de

la cabeza.

Estos AEs provenientes de la familia Verbenaceae, también fueron evaluados
en nuestro laboratorio siendo efectivos en adultos de R. dominica y N. viridula, no
encontrandose diferencias entre ellos en la actividad insecticida (Werdin Gonzalez,
2010 y Benzi, 2013). Sin embargo en ninfas Il de N. viridula, el aceite de A. citriodora
mostré una mayor actividad a la exposicidon a vapores que el de A. polystachya,

resultando A.citriodora selectivo para T. basalis (Werdin Gonzalez et al., 2008).

En nuestro estudio, los componentes del AE de A. polystachya fueron:
limoneno (16,5%) y carvona (83,5%), siendo el TVsy de 20,64 min. Toloza (2010), al
caracterizar la composicidon quimica del AE de A. polystachya, proveniente de Cérdoba,
determind que los compuestos mayoritarios presentes fueron: limoneno (6%), carvona
(6,1%) y a-tujona (71,9%), obteniendo un TVsy en piojos adultos de 23,43 min.,

resultados similares a los hallados en la presente tesis.

Sin embargo, este mismo autor al evaluar la actividad pediculicida de la carvona

obtuvo un TVsg > 60°y para el limoneno un TVso de 27,20 min. Siguiendo con la misma
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linea de pensamiento de Phillips, (2009) en relacién al Pe, los mismos son 230y 176°C
para la carvona y el limoneno respectivamente, en consecuencia el mismo evaporaria
mas rapido. El limoneno mostrd una fuerte actividad insecticida debido a una potente
accion inhibitoria de la colinesterasa (Prates et al., 1998; Tripathi et al., 2002, Picollo et

al., 2008; Toloza et al., 2008b; Abdelgaleil et al., 2009).

Savelev et al., 2003, analizaron las interacciones sinérgicas y antagonicas de
terpenoides anticolinesterasa “in vitro” de un AE de Salvia lavandulaefolia
concluyendo que existen evidencias de sinergia dado que la actividad inhibitoria de los

terpenos de manera individual es mas baja que la del aceite en su conjunto.

Los resultados obtenidos sugieren que la actividad adulticida de A. polystachya
podria deberse a la sumatoria de ambos terpenos y/o al elevado porcentaje de
carvona presente en el aceite que contribuiria a la inhibiciéon de la aceticolinesterasa

(AChE).

El aceite de A. citriodora presentd el menor efecto tdxico, siendo el TVsy de
38,35 min. Los componentes de este AE fueron: p-cimeno (1,82%), a-pineno (2,28%),
B-cariofileno (2,37%), limoneno (7,44%), a-curcumeno (9,57%), sabineno (22,93) vy

citronelal (51,29%), siendo el Pe de este Ultimo componente de 2082C.

En relacion a la actividad fumigante del AE de A. citriodora, en nuestro

laboratorio Benzi (2013) observé actividad adulticida en R. dominica.

Estudios realizados con dos quimiotipos de A citriodora, quimiotipol
(componentes mayoritarios: geranial: 12,1% y pulegona: 85,7%) proveniente de

Yungas de Jujuy y quimiotipo 2 (componentes mayoritarios: neral: 6% y pulegona:
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82,3%) de La Rioja, mostraron un TVsg > 60" y 3,02 minutos respectivamente (Toloza et

al., 2010). En nuestro estudio el TVso fue marcadamente mayor al del quimiotipo 2.

La literatura pone énfasis en que una variedad de factores geograficos vy
ecoldgicos pueden conducir a diferencias cuantitativas y cualitativas en los AEs. Al
mismo tiempo, un nuimero de otros factores pueden influir en su composicién tales
como el estado de desarrollo de la planta, su fisiologia, la edad y las condiciones de
crecimiento ademas, del método de aislacidn, las condiciones de andlisis y
almacenamiento (Argyropoulou et al., 2007). Esto estaria explicando las respuestas
observada en nuestro trabajo en donde los componentes de nuestro AE difieren
marcadamente del estudio en el cual se hizo referencia en el parrafo anterior, no solo

por la procedencia del material vegetal sino también por la composicién quimica.

El desarrollo embrionario es un periodo de grandes cambios que involucra una
expresion génica diferencial y una variacién bioquimica a lo largo de eventos tales
como el clivaje y gastrulaciéon, la formacidén de la banda germinal, la morfogéneis,
entre otros (Scholtz & Wolff, 2013). Dada la importancia de estos cambios, los
procesos toxicocinéticos y toxicodindmicos de los insecticidas podrian modificarse
durante el desarrollo embrionario. Por ejemplo, Picollo et al., 1976; reportaron que los
estadios tempranos de los huevos de Triatoma infestans son mas tolerantes a los
organosfosforados, que los estadios medios y tardios. Resultados similares se
encontraron para Triatoma patagonica, aunque en esta ultima, hacia el final del

desarrollo embrionario la tolerancia aumento significativamente (Visciarelli, 2005).

La susceptibilidad de los huevos del P. h. capitis al spinosad fue similar durante

los estadios embrionarios temprano, medio y tardio; esto podria deberse a que este
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insecticida no se metaboliza en el huevo y/o puede ser acumulado durante las
primeras etapas del desarrollo hasta la aparicién posterior al érgano blanco

(Mougabure Cueto et al., 2006).

Pocos son los estudios que han evaluado la actividad ovicida en el piojo de la
cabeza (Rossini et al., 2008). Todos los AEs produjeron toxicidad por exposicidon a
vapores. El P.I.LE para los 6rganos vegetales de S. areira y T. vulgaris fue del 100%, en

tanto que para A. polystachya fue del 90% y para A. citriodora del 77%.

Estudios previos informaron sobre la eficacia de algunos de los componentes
presentes en nuestros AEs en huevos de P. h. capitis (Lalhou & Barrada, 2003; Yang et

al., 2004), empleandose diferentes metodologias.

Es sabido que los monoterpenos son compuestos lipofilicos y Veal (1996)
menciond que la penetracion a través de la hemolinfa de los piojos puede ser lenta y
limitada y en consecuencia la entrada de los productos seria a través del sistema
traqueal. En huevos el intercambio de gases entre la atmédsfera y el embridn depende
de su difusion a través de los micrépilos del opérculo, de esta manera los
monoterpenos presentes en los AEs pueden alcanzar el embridén a través de estas
estructuras. Ademds cambios en las membranas que rodean al embrién afectan la
permeabilidad del corion incrementando la toxicidad del producto (Smith & Salked,

1966).

La toxicidad por contacto depende de varios factores entre los que figuran la
lipofilicidad de los productos y la tasa de difusidon a través de la cuticula (Rossini et al.,

2007; Tarelli et al., 2009). La sustancia toxica entra en contacto con la cuticula y
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difunde a través de ella en forma horizontal y vertical Por difusidon horizontal, los
compuestos pueden alcanzar el sistema traqueal desde donde se distribuyen al resto
del cuerpo hasta alcanzar su tejido blanco; por difusiéon vertical, estas sustancias
pueden cruzar el tegumento, alcanzar la hemolinfa y asi ser distribuida por todo el

organismo (Tarelli et al., 2009).

Algunas de las variables fisicoquimicas que pueden afectar la tasa de
penetracién son la densidad del producto, la densidad de los componentes y su
estructura molecular. Aquellos componentes con mayor densidad generalmente

penetran mas facilmente (Phillips, 2009).

En los bioensayos por exposicidon a superficies tratadas se observé que no todos

los AEs produjeron toxicidad en adultos.

Los AEs de T. vulgaris, A. polystachya y A. citriodora tuvieron efectos toéxicos,
mostrando variacidn en las respuesta en adultos. Sin embargo los érganos vegetales de

S. areira no fueron efectivos en este tipo de ensayos.

En nuestro estudio los AEs de hojas y frutos de S. areira mostraron un TVsg >
60°. En nuestro laboratorio se evalud la actividad insecticida por contacto de este
aceite, en machos adultos de B. germanica y adultos de R. dominica, hallandose que
los dos aceites produjeron actividad insecticida, sin embargo el aceite de hoja generé
mejor efecto toxico que el de fruto en ambos insectos (Sanchez Copa, 2009, Benzi et
al., 2009b). Con respecto a ninfas Il y adultos de N. viridula estos aceites mostraron

efecto toxico (Werdin Gonzalez et al., 2008; Werdin Gonzalez, 2010).
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Sdnchez Chopa & Descamps (2012) observaron que este aceite tuvo efecto

téxico en adultos alados y dpteros de Metopolophium dirhodum (Hemiptera).

El AE de T. vulgaris presentd un TVsg que oscilé entre 3,93 y 9,90 min. En
nuestro laboratorio el efecto tdxico de este AE en ninfas Il y adultos de N. viridula,
produjo mayor toxicidad en adultos que en ninfa Il. Yang et al., (2004) demostré que el
AE de T. vulgaris resultd toxico por contacto en adultos de P. h. capitis. Ademas se
observé actividad tdxica en larvas de C. quinquefasciatas (Pavela, 2009), obreras de A.
mellifera y adultos de V. destructor (Damiani et al., 2009) y Tetranychus urticae

(Escobar Mata et al., 2013).

Las especies del género Aloysia, mostraron un TVsg que varid entre 5,96 y 12,93
min. para A. polystachya y para A. citriodora entre 5,13 y 18,01 minutos. En el
laboratorio estos aceites produjeron actividad insecticida en ninfas Il y adultos de N.
viridula y en adultos de R. dominica (Benzi et al., 2009b; Werdin Gonzalez et al., 2010;

Werdin Gonzalez, 2010).

En este trabajo se observd que el AE de T. vulgaris y A. polystachya fueron los
mas toxicos por contacto siendo su efecto mayor que el de A. citriodora. Esto podria
estar relacionado con la densidad de los componentes mayoritarios tales como el timol
y la carvona presentes en T. vulgaris y A. polystachya respectivamente, cuyas
densidades son superiores (0,96 g/ml) a la del citronelal (0,85g/ml) componente de A.
citriodora. Por otra parte el componente mayoritario de los drganos vegetales del AE
de S. areira que es el limoneno posee una densidad de 0,84 g/mly ademas dado que el
punto de ebullicion de los componentes mayoritarios de los érganos vegetales de S.

areira son marcadamente menores que el de los otros AEs, estos compuestos podrian
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evaporar mas rapidamente por lo que estarian menos tiempo en contacto con el

insecto, provocando un menor efecto téxico tal lo mostrado en este trabajo.

En cuanto a la estructura molecular, los compuestos aromaticos/ciclicos como
el timol, la carvona y el limoneno tienen una baja tasa de degradacion en los
organismos resultando mas téxicos que los lineales o aciclicos, como el citronelal

(Phillips 2009; Abdelgaleil et al., 2009).

A pesar de los resultados obtenidos es necesario continuar con los estudios
sobre la interaccién de los componentes de los AEs para tener una idea mas acabada
sobre el comportamiento de los mismos (Kim et al., 2004; Pavela et al., 2009; Benzi, et

al., 2009a; Gutiérrez et al., 2009; Toloza et al., 2010; Werdin Gonzalez et al., 2010b)

El huevo presenta externamente un corion, el mismo esta constituido por
proteinas, con una composicién especifica de aminodcidos mayoritariamente
aromaticos, y asociadas a lipidos, principalmente dacidos grasos (Cunnigham et al.,
2001). No se ha detectado quitina como constituyente de esta vaina externa. Ademads
la porcion proteica posee abundantes aminoacidos como tirosina y fenilalanina que
participan en la esclerotizacidn, dandole resistencia a la degradacion fisica y quimica
(Burkhart et al., 1999b; Burkhart & Burkhart, 2005). Internamente al corion se
encuentran al menos tres membranas embrionarias de composicion mayoritariamente
lipidicas. De esta manera se establece una matriz lipofilica que permitiria el transporte
de sustancias apolares, como los componentes de los AEs, desde el exterior, a través
del corion y de las membranas embrionarias, hasta el embridon donde ejercerian su

efecto ovicida (Burkhart et al., 1999a).

105



Con respecto a la toxicidad por exposicidon a superficies tratadas como se
mencionara anteriormente, todos los AEs mostraron actividad ovicida siendo la misma
concentracion dependiente, a excepcion de aquellos pertenecientes a los érganos

vegetales de S. areira.

Al igual que en el presente trabajo, Werdin Gonzdlez, 2010 al evaluar el efecto
ovicida en huevos 5-6 dias de desarrollo de N. viridula, observd que los aceites
proveniente de hojas y frutos de S. areira fueron los menos toxicos y el aceite de T.

vulgaris mostré ser el mas efectivo, situacién similar a lo observada en este estudio.

Otros autores informaron sobre la toxicidad de este aceite sobre huevos de
Acanthoscelides obtectus (Coleoptera, Bruchidae) (Regnault-Roger & Hamaraoni,

1995).

Con referencia a los aceites de ambas especies de Aloysias, Werdin Gonzalez et
al., 2010 en N. viridula no observd diferencias entre significativas entre los P.I.E.
Aunque en nuestro trabajo se observa que en general A. plystachya resulta mas tdxica
que A. citriodora, las respuestas observadas estarian relacionadas con las variaciones

intrinsecas en el desarrollo embrionario de cada especie de insecto en estudio.

Los niveles de oxigenacidén son otras de las propiedades fisicoquimicas que
pueden influir tanto en la actividad adulticida como ovicida. Los compuestos
mayoritarios presentes en los AEs en estudio tales como el timol, la carvona vy el
citronelal son compuestos mono-oxigenados, cuyas estructuras poseen un alcohol
simple, una cetona o fenol como grupo funcional y resultaron ser muy activos en

adultos y huevos de P. h. capitis. Sin embargo compuestos no-oxigenados como el
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limoneno, B-pineno, a-pineno mostraron una baja actividad o bien no produjeron

ningun efecto (Priestly et al., 2006).

En general los AEs utilizados en este estudio tuvieron un comportamiento
similar al actuar en fase gaseosa como por contacto, tanto en huevos de desarrollo
mediano como en adultos bajo las metodologias aplicadas. Esto podria deberse a que
en este punto del desarrollo embrionario, la organogénesis ya se encuentra en un
estadio avanzado (Gillot, 2005) y los sitios de accion podrian estar disponibles para que

los AEs puedan ejercer su efecto téxico.

Por ultimo al realizar el analisis comparativo entre los AEs segun la via de
exposicion se puede concluir que el tratamiento con los AEs de S. areira en fase de
vapor durante aproximadamente media hora provocaria un 99% de volteo de adultos y
un efecto ovicida menor al 35%; en tanto que el tratamiento con el AE de T. vulgaris
aplicado durante los 21 minutos por contacto provocaria un 100% de volteo en adultos

y un 92% de mortalidad en huevos de P. h. capitis.
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CAPITULO IV



4. ENSAYO DE IRRITACION/CORROSION AGUDA POR ViA
DERMICA DE LOS ACEITES ESENCIALES

4.1 Introduccion

Ante la necesidad de evaluar cuidadosamente los riesgos potenciales sobre la
salud humana que implica el uso de plaguicidas (dentro de los cuales se enmarcan los
insecticidas), diversos organismos internacionales, tales como la Agencia de Proteccidn
Ambiental de los Estados Unidos (EPA: Environmental Protection Agency), el Ministerio
Japonés de Agricultura, Silvicultura y Pesca (JMAFF: Japanese Ministry of Agriculture,
Forestry and Fisheries), la Comunidad Europea y la Organizacién para la Cooperacion y
el Desarrollo Econdmico (OECD: Organization for Economic Cooperation and
Development), promulgaron guias de referencia destinadas a regular los protocolos de
evaluacién de toxicidad de dichos compuestos quimicos. Estas guias establecen los
diferentes estudios de toxicidad que deben llevarse a cabo para evaluar los efectos
adversos potenciales de la exposicién a plaguicidas y asi poder determinar su uso
seguro para el humano y el ambiente. Estos documentos son revisados y actualizados
periddicamente en funcion de los nuevos planteos y requisitos a escala global respecto
de la evaluacion de plaguicidas (Moser, 2000; Breckenridge & Stevens, 2008; Hanson &

Ritter, 2010).

La evaluacidon de toxicidad de un compuesto involucra la identificacién de
posibles efectos adversos sobre la salud humana relacionados con su exposicion. Un
efecto adverso es definido como un cambio en la morfologia, fisiologia, crecimiento y

desarrollo de un organismo, el cual provoca la pérdida de la funcionalidad, el deterioro
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de la capacidad de adaptarse frente a un estrés externo o el incremento de la

susceptibilidad a otras influencias ambientales (Hanson & Ritter, 2010).

Los estudios de toxicidad son conducidos en animales de laboratorio en los
cuales las respuestas toxicas provocadas por la sustancia en evaluacidn son
consideradas similares a las que ocurririan en el humano, lo cual permite la
extrapolacion de los datos animales al hombre. Las especies de mamiferos que
generalmente se usan para este tipo de estudios como modelos de experimentacion

son rata, ratén, conejo y cobayo (Blazka & Hayes, 2008; Hanson & Ritter, 2010).

La evaluacién de la toxicidad de una sustancia se debe realizar considerando
varios factores, los cuales determinan el tipo de estudio que corresponde llevar a cabo,
de manera que, la informacidn que se obtenga sea util para establecer el riesgo
potencial de su empleo. Las caracteristicas fisico-quimicas del compuesto en estudio es
uno de estos factores a tener en cuenta: si la sustancia es liquida o sélida, hidrosoluble
o liposoluble, influird en la absorcién y el modo de accidén en el organismo. Otro factor
a considerar es la via mas probable por la cual la sustancia estara en contacto e
ingresard al organismo. Este punto a tener en cuenta, depende del uso que se le dard
al compuesto y determina la ruta de exposicién a la cual serd evaluado. Ademas, los
estudios de toxicidad deben contemplar los efectos producidos luego de la exposicién
a la sustancia a corto, mediano y largo plazo, y si las alteraciones producidas son
temporales o irreversibles (Breckenridge y Stevens, 2008; Devine et al., 2008; Hanson

& Ritter, 2010).

A principios del siglo XX, se consideraba a la piel como una barrera

relativamente inerte frente al ingreso de sustancias al organismo. En la actualidad, se
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sabe que esto es incorrecto. Aunque constituye una de las principales barreras de
defensa primaria del organismo, muchos compuestos pueden atravesar el estrato
corneo de la piel, llegar a la capa de células germinales de la epidermis y desencadenar
un efecto local. Ademds, muchas sustancias pueden ser absorbidas, ingresar al
torrente circulatorio y pueden provocar un efecto sistémico. Considerando que
representa un drea superficial muy grande, la piel puede ser la ruta principal de

entrada de sustancias al organismo (Hayes et al., 2008).

4.1.1 Evaluacion de la toxicidad de insecticidas

Para que una sustancia produzca un efecto indeseable en el organismo, en
primer lugar debe ser absorbida, a menos que también actle directamente de manera
local. Los sitios principales por los cuales puede ingresar el compuesto son los
pulmones, el tracto gastrointestinal y la piel. Una vez que la sustancia es absorbida, el
sistema circulatorio la distribuye a todos los drganos donde puede ejercer su efecto
deletéreo, tales como el sistema nervioso central, rifiones, higado, sistema
hematopoyético, aunque también podra ejercer su accién directamente en la sangre
(Eaton & Gilbert, 2008). Por lo tanto, resulta importante evaluar la toxicidad que
puede provocar una sustancia considerando la via mas probable a la cual el humano se
encuentre expuesto. En el caso particular de un insecticida, el humano podria tomar

contacto con la sustancia a través de las tres vias: oral, dérmica e inhalatoria.

La via oral es una de las rutas mas probables por las que un insecticida puede

ingresar al organismo, ya que puede ser ingerido de manera intencional o accidental, a
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través de residuos presentes en los alimentos, agua, los envases reutilizados, entre
otros. Por lo tanto, se deben evaluar los efectos producidos por el insecticida a través
de un estudio de toxicidad por exposicidon oral, en el cual la sustancia en cuestion es
administrada a los animales experimentales mediante intubacién gastrica o en la dieta
(Blazka & Hayes, 2008; Eaton & Gilbert, 2008; Wilson et al., 2008; Costa, 2010;
Ramsingh, 2010). Por otro lado, si el insecticida va a ser aplicado sobre la piel como
repelente de insectos o como pediculicida, también es importante que se evalle su
toxicidad potencial mediante estudios de exposicién dérmica. En este caso, la
sustancia se aplica directamente sobre la piel rasurada de los animales de
experimentacion y luego se observan los efectos a nivel local y sistémico. Esta via de
exposicion también es probable para las personas encargadas de las tareas de
aplicacion y traslado del plaguicida (Blazka & Hayes, 2008; Eaton & Gilbert, 2008;
Costa, 2010; Ramsingh, 2010). Por ultimo, se requiere que se realicen estudios de
toxicidad por exposicidn inhalatoria para compuestos gaseosos, volatiles o aerosoles.
Los encargados de realizar fumigaciones son los que mas riesgos presentan ya que el
producto puede ingresar a su organismo a través de las vias respiratorias (Blazka y

Hayes, 2008; Eaton y Gilbert, 2008; Costa, 2010; Ramsingh, 2010).

El periodo de tiempo durante el cual el humano puede estar expuesto a un
insecticida puede ser variable. La exposicion puede ocurrir a partir de un Unico
episodio o incidente, o puede suceder de manera continua. Para evaluar estas
situaciones, los estudios de toxicidad en animales experimentales se dividen en cuatro
categorias segun la duracidon de la exposiciéon al compuesto: agudos, subagudos,
subcrdnicos y crénicos (Eaton & Gilbert, 2008).
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En la actualidad, los aceites esenciales y los extractos vegetales son los
compuestos mas ensayados para el control de plagas de importancia en la salud
humana. El desarrollo de estos compuestos para su introduccion en el mercado,
requiere la evaluacidén no sélo de la efectividad del compuesto, sino también el estudio

de los efectos adversos sobre el humano y el ambiente que implicaria su utilizacién.

La exposicién por via dérmica de un compuesto puede provocar efectos
deletéreos en la regién de la piel que estuvo en contacto con dicho compuesto, tales
como irritacion y/o corrosion dérmica. La irritacion dérmica constituye una respuesta
inflamatoria de cardcter local y reversible, caracterizada por la presencia de eritema
(enrojecimiento cutaneo) y/o edema (acumulaciéon de liquido), mientras que la
corrosién dérmica consiste en el dafio irreversible de la piel, con producciéon de
necrosis de la epidermis y dermis (OECD, 2002; Repetto Jiménez & Repetto Kuhn,

2009b).

Todas las sustancias en las cuales una de las vias mas probables de ingreso al
organismo es a través de la piel, deben ser evaluadas mediante estudios de toxicidad
por via dérmica a fin de detectar los efectos adversos potenciales que pueden
provocar a nivel local. Los pediculicidas constituyen una de las clases de sustancias que
deben ser evaluadas por esta via de exposicion (Blazka & Hayes, 2008; O’ Malley,

2010).
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4.2. Objetivo general

Evaluar el efecto irritante y/o corrosivo en la piel de conejos Neozelandés albinos de
los AEs de S. areira (hoja y fruto), T. vulgaris, A. polystachya y A. citriodora para su

posible uso como pediculicida.
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4.3 Materiales y Métodos

4.3.1 Animales de experimentacion

La evaluacién de irritacién/corrosidn de los AEs de S. areira (hojas y frutos) T.
vulgaris, A. polystachya y A. citriodora se realizaron en conejos pertenecientes a la raza
Neozelandés albinos, adultos-jévenes y sanos, con un peso corporal entre 2 y 2,5kg
(OECD, 2002). Los animales fueron provistos por el Bioterio del Departamento de
Biologia, Bioquimica y Farmacia, UNS, y se mantuvieron en dichas instalaciones
durante el transcurso de los estudios en condiciones constantes de temperatura (20
3°C) y humedad relativa (60-70 %) bajo un fotoperiodo de 12 horas-luz: 12 horas-
oscuridad, alojandose en jaulas individuales de acero inoxidables debidamente
etiquetadas, en donde recibieron alimento balanceado en pellets (Marca Ganave) y
agua potable de red ad libitum. Los animales se aclimataron a las condiciones del
Bioterio durante un periodo minimo de 20 dias. Los conejos se observaban
diariamente, para detectar la aparicion de cualquier patologia o cambio de
comportamiento. Finalizado el periodo de aclimatacién se procedié a realizar los

ensayos.

4.3.2 Diseiio experimental

El ensayo se disefid segun las pautas establecidas por la Guia N° 404 de la OECD
para evaluar efectos locales de irritacion y corrosidon (OECD, 2002). Para la realizacién
del mismo, veinticuatro horas antes de la exposicidn, se rasuré cuidadosamente la

region dorsal del conejo a ambos lados de la columna vertebral, utilizando una
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maquina eléctrica (Gama, GM560), tomando los recaudaos necesarios para no

provocar dafios en la piel y asegurar el intimo contacto de los AEs a evaluar.

Siguiendo el protocolo de la guia, se utilizdé un primer conejo al cual se le
aplicaron de manera secuencial tres parches de gasas de 6 cm? impregnados con 0,5
ml del aceite puro, cubiertos con un film adherente no irritante (Tegaderm Film, 3M), y
cinta adhesiva hipoalargénica. Para evitar que el conejo lamiera o desprendiera el
parche se utilizé un collar “isabelino”. Antes de la aplicacidon de los AEs se tuvo en
cuenta el pH de los mismos debido a que un pH <2 o > 11,5 se define como tdxico y
peligroso por corrosividad, no siendo necesario el ensayo sobre animales vivos. Los AEs

de S. areira, T. vulgaris, A. polystachyay A. citriodora presentaron un pH= 5.

El primer parche se aplicé durante un periodo de tres minutos, el segundo
durante 1 hora y el tercero por 4 horas. Transcurridos los tiempos de exposicion se
retiraron los parches y se limpiaron los residuos de la sustancia con algodén vy
abundante agua. Inmediatamente después se realizd un registro de las caracteristicas
gue presentaba la zona de piel que estuvo en contacto con el aceite, evaluando signos

de efectos locales de corrosidn e irritacion (OECD, 2002).

Para esto, se utilizé una escala de puntuacion de 0 a 4 (Tabla 4.1), segun la cual
se determind el grado de severidad de eritema y edema. Los casos en los cuales se
detectara la presencia de algun efecto, se llevaria a cabo un seguimiento de los
mismos en los dias subsiguientes, para registrar la reversibilidad o persistencia de los

mismos.
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Tabla 4.1 Sistema de puntuacion para describir la formacion de eritema y/o edema luego de la

exposicién dérmica a los extractos (OECD, 2002).

Puntuacién Formacion de eritema Puntuacién Formacion de edema
0 Eritema ausente 0 Edema ausente
1 Muy leve, casi imperceptible 1 Muy leve, casi imperceptible
2 Bien definido 2 Leve, con bordes definidos

Moderado, con elevacién de
3 Moderado a severo 3 1 mm !

., Severo, mas de Imm de
Severo, con formacion de ., . .
4 4 elevacidn, expandido mas

escara , . -
alla del area de exposicion

Una vez realizada la evaluacién en el primer conejo, se llevd a cabo el test
confirmatorio con el segundo y tercer animal el cual consistié en la aplicacion de un
Unico parche por espacio de 4 horas. En cada animal se utilizé un parche control, libre

de cualquier sustancia.
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4.4 Resultados

La Tabla 4.2 muestran los resultados obtenidos a partir de la observacién de
las zonas de piel de los animales luego de retirar los parches y los residuos del aceite,

una vez finalizado cada periodo de exposicion.

Para los AEs de hoja y fruto de S. areira, T. vulgaris, A. polystachya y A.

citriodora no se observaron efectos de corrosién/irritaciéon (Fig. 4.2).

Tabla 4.2: Efectos observados en la piel de conejo expuesta a los aceites esenciales.

Aceite Conejos Tiempo de Exposicion
3 minutos 1 hora 4 horas
Eritema Edema | Eritema Edema | Eritema Edema
S. areira C1 0 0 0 0 0 0
(hoja) c2 - . . . 0 0
c3 - - - - 0 0
S. areira C1 0 0 0 0 0 0
(fruto) c2 ) ) ) ) 0 0
c3 - - - - 0 0
T. vulgaris Cc1 0 0 0 0 0 0
C2 - - - - 0 0
c3 - - - - 0 0
A. polystachya Cc1 0 0 0 0 0 0
C2 - - - - 0 0
c3 - - - - 0 0
A. citriodora Cc1 0 0 0 0 0 0
C2 - - - - 0 0
c3 - - - - 0 0

Referencia: C1, C2, C3: conejos 1,2y 3
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Figura 4.1 Efecto dérmico del AE de T. vulgaris en test in vivo de corrosion / irritacién. A: 3 min, B: 1 h, C: 4 h de exposicion
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4.5 Discusion

La capacidad de la piel para metabolizar los productos quimicos que se
difunden a través de ella hace que ésta se constituya en una verdadera barrera, lo cual
influye en la actividad bioldgica potencial de xenobidticos y en la aplicacién de
farmacos que conduce a su degradacion o su activacién como sensibilizadores de la

piel o carcinégenos (Hotchkiss, 1998; Rice & Mauro, 2008).

El 80% de los casos de dermatitis refieren a intoxicacién por contacto, situacion
que se debe a la accién directa de los productos quimicos en la piel. Para que un
producto no produzca una reaccién adversa debe tenerse en cuenta la concentracién y
el tiempo de exposicidn. La piel es mas sensible en algunos sitios anatémicos que otros
por ejemplo, los pdarpados tienen una epidermis fina como asi también el cuero
cabelludo de las personas con calvicie. Se debe tener presente que la piel de los
animales de laboratorio que son utilizados para los ensayos, es mas delgada y sensitiva

gue la humana frente a los posibles productos irritantes.

Durante los ensayos de evaluacion de la irritacion/corrosion por via dérmica
ninguno de los AEs produjeron efectos sobre la piel de los conejos neozelandeses

albinos en estudio.

Experiencias “in vitro” con un Champu de hierbas con paw paw cuyos
ingredientes vegetales contienen extracto de paw paw (Asimina triloba), té verde
(Melaleuca alternifolia) y timol demostraron tener actividad pediculicida tanto en
huevos como en adultos (McCage et al., 2002). También, champus basados en

extractos de plantas tailandesas como Tamarindus indica, Averrhoa bilimbi y Accacia
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concinna y un champu del arbol del neen (Azadirachta indica) produjeron el mismo

efecto (Rassami & Soonwera, 2013 y Heukelbach et al., 2006).

En la presente tesis no se han realizado estudios de irritacién/corrosién ocular
“in vivo” dado que los protocolos establecidos por la guia OECD 2012 tratan de reducir
sustancialmente este tipo de bioensayos para no ocasionar dolor y/o estrés en los

animales testeados.
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CAPITULO V



5. CONCLUSIONES GENERALES

Pediculus humanus capitis es el agente etiolégico responsable de la
“pediculosis capitis”, un problema de salud publica que ha afectado a la humanidad a
lo largo de toda su historia; es una enfermedad intimamente relacionada al hombre y
sus culturas que tiene distribucién mundial y afecta particularmente a la poblacién

infantil en edad escolar, estimandose en cientos de millones de casos a escala global.

En este contexto, en la presente tesis doctoral se llevé a cabo por primera vez
en la ciudad de Bahia Blanca (Provincia de Buenos Aires) un estudio de prevalencia en
jardines de infantes. La misma fue del 42,7%. Entre las variables analizadas que
influyeron fueron el género y la longitud del pelo, siendo las nifias con pelo largo las
gue presentaron mayor grado de infestacién. Cabe aclarar que cuando el valor de
prevalencia supera el 5%, la infestacidn de P. h. capitis se considera de importancia
epidémica. El grado de infestacidon tiene importancia en el momento de decidir el
método de control, en este trabajo se observd que el 28,6% de la poblacién infantil

presentd infestacion activa.

El uso excesivo de pediculicidas sintéticos generd la apariciéon de fendmenos de
resistencia. Los aceites esenciales derivados de las plantas, se presentan como una
alternativa interesante en el manejo del agente etioldgico de la pediculosis. Son pocos
los trabajos realizados sobre la actividad bioldgica de los AEs lo cual estaria relacionado
con las dificultades en el manejo del material biolégico en los estudios de laboratorio.

En consecuencia resultd de interés evaluar el efecto de diferentes AEs en P. h. capitis.
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En particular los AEs utilizados en este estudio fueron aquellos extraidos de
distintos érganos vegetales de plantas aromaticas como: Schinus areira (Hoja y Fruto),
Thymus vulgaris (Hoja), Aloysia polystachya (Hoja) y Aloysia citriodora (Hoja),
analizando la actividad ovicida y adulticida por exposicidon a vapores y a superficies

tratadas en P. h. capitis.

Todos los aceites mostraron actividad fumigante tanto en adultos como en
huevos de P. h. capitis, siendo los mds efectivos para adultos los de S. areira (hoja y
fruto) y para huevos los antes mencionados como asi también T. vulgaris. Ademas, se

observé que los AEs se comportaron de la misma manera en huevos y adultos.

El aceite de T. vulgaris fue el mds toxico en adultos y en huevos al analizar la
toxicidad por contacto. Los aceites de A. polystachya y A. citriodora produjeron un
menor efecto toxico. Cabe destacar que los AEs de S. areira, (hoja y fruto) no fueron
efectivos en ninguno de los estados evaluados. A la concentracién de 0,21 mg/cm2 el

comportamiento de los AEs fue similar tanto en huevos como en adultos.

A pesar de que en esta tesis doctoral se han utilizados AEs que han sido
evaluados previamente por otros autores es importante resaltar que en algunas
actividades analizadas, los efectos observados variaron significativamente y esto
podria deberse no solo a la técnica empleada sino a la existencia de diferencias en la
composicidon quimica de los AEs, lo que estaria indicando que en este estudio se ha
trabajado con quimiotipos diferentes. Ademas la correlacion composicion/actividad no
solo puede atribuirse a los componentes mayoritarios de los aceites sino también a los
componentes minoritarios presentes en los AEs, los cuales pueden jugar un rol mas o

menos importante en la actividad pediculicida.
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Es sabido que para introducir un pediculicida en el mercado es necesario no
solo analizar la efectividad de los compuestos sino estudiar los efectos adversos sobre
el humano y el ambiente. En efecto, los productos naturales como es el caso de los
aceites esenciales que se aplican de forma tépica sobre el cuero cabelludo requieren
de estudios de toxicidad por exposiciéon dérmica. En base a lo expuesto, se realizaron
bioensayos de irritacién/corrosién por via dérmica en conejos de raza Neozelandés

albinos de los aceites esenciales, no observandose alteraciones en la respuesta.

La prevalencia de P.h. capitis hallada en este trabajo en nifios de jardines de
infantes demuestra la necesidad de desarrollar estrategias de control, a corto plazo
que incluyen el saneamiento ambiental y la educacién sanitaria tendiente a adoptar
medidas de control y prevencidn y la eliminacién del piojo de la cabeza. Aunque los
pediculicidas sintéticos siguen siendo efectivos se debe continuar con la blsqueda de
nuevos compuestos que no desarrollen resistencia en las poblaciones de insectos.
Estos problemas pueden ser resueltos a través del desarrollo de nuevas alternativas de
control como los productos naturales tales como los AEs que son selectivos, tienen

multiples sitios de accién y reducen el posible fendmeno de resistencia.

De acuerdo a los resultados obtenidos en esta tesis el aceite esencial de
Thymus vulgaris podria convertirse en una herramienta valida para ser utilizada en el
manejo de Pediculus humanus capitis dado que a una concentraciéon baja y aplicado
durante 21 minutos produciria un efecto de volteo apreciable en adultos (seguido de

mortalidad) y toxicidad en huevos; no mostrando irritacion y/o corrosion dérmica.
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