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CONTENIDO

Rhodnius pallescens (Hemiptera:Reduviidae: Triatominae) es el mas importante vector asociado a
la transmision del parasito Trypanosoma cruzi (causante de la enfermedad de Chagas) en Panama
y presenta una amplia distribucion en Colombia, actualmente su presencia ha sido relacionada con
recientes brotes de Chagas agudo en Santander. El uso de insecticidas piretroides es la principal
herramienta para el control vectorial y el manejo de la propagacion de la enfermedad de Chagas.
La hiperactividad ha sido reportada como el primer sintoma de envenenamiento por piretroides,
traducida como el incremento en la actividad locomotora debido al contacto del insecto con un
insecticida. En este trabajo de grado se evalud el efecto en la actividad locomotora de los
insecticidas piretroides B-cipermetrina y A-cihalotrina en 4 poblaciones de R. pallescens criados en
condiciones de laboratorio. Se utilizaron individuos de primer estadio provenientes del insectario
del (CINTROP) de la Universidad Industrial de Santander; se defini6 como cepa de laboratorio
San Martin, Cesar (2001) y cepas de campo a Zona Urbana, San Vicente, Santander en (2010),
Bucaramanga, Santander y Pertrecho, San Vicente, Santander en (2012). La actividad locomotora
se registré por 30 minutos mediante una técnica de rastreo que utiliza mdultiples zonas de
movimiento y reconoce varios objetos en un &rea con el equipo Videomex-V Columbus. Se utilizé
papel filtro impregnado de diferentes concentraciones de los insecticidas y acetona como control.
El andlisis estadistico para las cuatro poblaciones de R. pallescens con los dos insecticidas arrojo
diferencias significativas entre concentraciones (p < 0,05), mientras que la comparacion entre
poblaciones no difieren significativamente entre si (p > 0,05). Las ninfas de primer estadio de R.
pallescens de las 4 cepas estudiadas mostraron altos niveles de hiperactividad frente a los
insecticidas A-cihalotrina y B-cipermetrina, demostrando la alta actividad triatomicida de estos
piretroides.
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Rhodnius pallescens (Hemiptera:Reduviidae:Triatominae) is the most important parasite
transmission vector of Trypanosoma cruzi (Chagas diseases causing) in Panama and has wide
distribution in Colombia, at the present time its occurrence has been related with recent acute
outbreaks of Chagas disease in Santander. The use of piretroid insecticides is the mean tool in
vector controlling and propagation management of Chagas disease. The hyperactivity has been
reported as the first symptom of poisoning by piretroids, translated as the locomotor activity
increasing due to the insecticide contact of insects. In this work the effects of piretroid insecticides
B-cipermetrin and A-cihalotrin on locomotor activity were assayed in 4 populations of R. pallescens
growing in laboratory conditions. First instars individuals from Universidad Industrial de Santander
insectary (CINTROP) were used in this assay; San Martin, Cesar (2001) strain was defined as
laboratory’s one and Urban Zone, San Vicente, Santander in (2010), Bucaramanga, Santander and
Pertrecho, San Vicente, Santander in (2012) were defined as field strains. Locomotor activity was
recording with Videomex-V Columbus equipment that uses a tracking technique in multiple
movement zones recognizing several objects in an area. Locomotor activity was recorded for 30
minutes using different insecticide concentration impregnated in filter papers. Acetone was used as
control. The sadistic analysis for the four R. pallescens populations showed significant differences
among concentrations (p < 0,05), meanwhile among populations there are not singinicant
differences (p > 0,05). The first R. pallescens nymph instars in the four studied strains showed high
hyperactivity levels under A-cihalotrin and B-cipermetrin insecticides exposure, demonstrating the
high triatomicide activity of these piretroids.
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** Faculty of Sciences. Biology Department. Director Ménica Florez

10



INTRODUCCION

La enfermedad de Chagas representa un problema importante de salud publica en
el continente Americano (Lopez et al., 2009). La causa de esta enfermedad es el
parasito protozoario Trypanosoma cruzi, el cual es trasmitido principalmente por
insectos triatominos (Hemiptera:Reduviidae:Triatominae), y afecta a unos 16-18
millones de personas en Ameérica; encontrandose 300.000 casos nuevos y 21.000
muertes por afio, principalmente nifios. En Colombia, los trabajos epidemioldgicos
estiman que cerca del 5% de la poblacion esta infectada por el parasito y al menos

el 20% esta en riesgo de contraer la infeccion (WHO, 2002).

La especie Rhodnius pallescens esta principalmente distribuida en Belice, Costa
Rica, Nicaragua, Colombia y Panama (Lent & Wygodzinsky, 1979; Arboleda et al.,
2009). Es el mas importante vector asociado a la transmisién de T. cruzi en
Panama (Méndez et al., 1997), extendiéndose desde la parte oriental de la
provincia del Darién, a lo largo de la costa Atlantica de la provincia de Bocas del

Toro en el occidente (Jaramillo et al., 2000).

Colombia presenta una amplia distribucién de R. pallescens hacia el norte, centro
y oriente del pais (Guhl et al., 2007); su habitat silvestre esta representado por
palmas de Attalea butyracea y refugios de diferentes mamiferos. Ademas existen
algunas evidencias de su presencia en el domicilio y peridomicilio, sin requerir el
establecimiento de colonias permanentes en las casas humanas (Nifio et al.,
2009).

Algunos estudios indican el aumento en la frecuencia con la que esta especie
coloniza diferentes lugares dentro de las viviendas, adquiriendo asi una mayor

significancia epidemioldogica como vector de la enfermedad de Chagas en
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humanos (Jaramillo et al., 2000; Arboleda et al. 2009). Su presencia ha sido
relacionada con los recientes brotes de Chagas agudo en Santander donde ha
sido encontrada haciendo intrusién a las vivienda en zonas rurales y urbanas
donde no hay presencia de triatominos domiciliados (Reyes et al., 2011). Esta
especie es considerada un problema potencial en el pais ya que puede
convertirse en candidato para reemplazar a R. prolixus domeéstico después que
éste se elimina de las casas como consecuencia de las campafias de control
(Jaramillo et al., 2000).

En la actualidad, no existe una vacuna contra el agente causal de la enfermedad y
los medicamentos existentes son parcialmente eficaces y presentan severos
efectos secundarios en los humanos (WHO, 2002; Guhl, 2009). Por lo tanto el uso
de insecticidas piretroides para el control quimico de triatominos ha venido
incursionando con éxito desde los afos 80’s, convirtiéndose en la principal
herramienta para el diagndéstico y control vectorial y para el manejo de la
propagacion de la enfermedad (Casabé et al., 1988; Alzogaray, 2005).

Varios productos quimicos inician o aceleran el movimiento, modificando la
actividad locomotora de los insectos, este es el caso de los piretroides llamados
también "estimulantes locomotores" (Dethier et al., 1960). Una vez que un insecto
ha estado en contacto con una dosis téxica de piretroides, se observan cinco fases
de sintomas visibles de intoxicacion a nivel nervioso: latencia, excitacion
(incremento progresivo de la actividad locomotora, hiperactividad), incoordinacion,
tetanizacidon y postracion. Durante la fase de incoordinacién, la actividad
locomotora del insecto decrece y se percibe paralisis del tercer par de patas,
considerandose esta fase como el primer paso del efecto knockdown (Benoit et
al., 1985). Un posible efecto letal de esta intoxicacion puede ocurrir en uno 0 mas

dias después de la exposicion al insecticida (Alzogaray & Zerba, 1997).
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La hiperactividad ha sido reportada como el primer sintoma de envenenamiento
por piretroides (Miller & Adams, 1982). La revision de la hiperactividad provocada
por los piretroides aporta informacion frente a futuros estudios de los niveles de
susceptibilidad y el potencial insecticida de los piretroides, ademas de tener un
valor practico con la utilizacién de la técnica “Flush out” o de expurgue para el
monitoreo y diagndstico de los vectores causantes de la enfermedad de Chagas
(Alzogaray & Zerba, 2001a; WHO, 2002).

Con la utilizacibn masiva de los métodos de control quimico se pueden
desencadenar fendmenos de resistencia en las poblaciones de triatominos
sometidas a una presion selectiva de insecticidas (Zerba, 1999). En algunos
paises de Suramérica un numero importante de poblaciones de triatominos han
mostrado variaciones en la susceptibilidad y la resistencia a insecticidas
piretroides (Vassena et al., 2000; Nakagagua et al., 2003; Picollo et al., 2005).

En el actual trabajo se evalu6 el efecto en la actividad locomotora de los
insecticidas piretroides B-cipermetrina y A-cihalotrina en 4 poblaciones de R.
pallescens criados en condiciones de laboratorio. Esta investigacion aporta
informacion estratégica para futuros controles quimicos de potenciales vectores de
la enfermedad de Chagas para Colombia, ademas de contribuir con posteriores
estudios de la especie y su estado de susceptibilidad o resistencia frente a
insecticidas ampliamente utilizados por los programas de control de la
enfermedad.
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1. MATERIALES Y METODOS

1.1 Material biolégico

Se utilizaron individuos de R. pallescens, provenientes de poblaciones
establecidas en el insectario del Centro de Investigaciones en Enfermedades
Tropicales (CINTROP) de la Universidad Industrial de Santander, asi: San Martin,
Cesar en 2001; Bucaramanga, Santander en 2012; Pertrecho, San Vicente,
Santander en 2012 y Zona Urbana, San Vicente, Santander en 2010. La cepa
proveniente de San Martin fue definida como cepa de laboratorio y tomada como
grupo control o de referencia. Las demas cepas fueron definidas como cepas de
campo y tomadas como grupos experimentales, y de estas se utilizaron las ninfas
N1 producto de los adultos F1 para la realizacion de los bioensayos. La totalidad
de las cepas fueron mantenidas sin aportes de material externo, en condiciones
estables, 24-28°C de temperatura, 60-80% de humedad relativa, fotoperiodicidad
12/12 horas y alimentadas sobre gallinas cada 8-15 dias. Los experimentos fueron
realizados con ninfas de primer estadio (instar N1) con un peso de 0,9 + 0,1 mg,
las cuales permanecieron en estado de inanicion hasta la utilizacion entre 1-3 dias

después de su nacimiento.

1.2 Insecticidas

Los insecticidas piretroides utilizados fueron la B-cipermetrina grado técnico
(96,5%), suministrado por Chemotecnica S.A.®, Argentina 2009 y A-cihalotrina
grado técnico (98%), suministrado por Dr. Ehrenstorfer GmbH (Augsburg,
Alemania). Para las diluciones de los insecticidas, se utilizd acetona (99,98%) de
B&j laboratory Plus (Michigan, U.S.A.).
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1.3 Campo de prueba o arena

El campo de prueba o arena fue delimitado usando anillos de acrilico de 2,5 cm de
alto y 5 cm de diametro. La cara interna de los anillos se impregné con vaselina
para evitar que las ninfas caminaran por esta zona. Se utilizaron piezas de papel
de filtro Whatman N °1 de 5 cm de diametro para cubrir el piso de la arena, las
cuales se impregnaron con 0,3 mL de insecticida disuelto en acetona o de solo
acetona para el caso del control, 30 minutos antes de realizar cada bioensayo
para lograr la evaporacion de la acetona. Para cada bioensayo se colocaron
cuidadosamente grupos de 3 ninfas (N1) de R. pallescens en la mitad de la arena
para registrar la actividad locomotora. Se realizaron cuatro repeticiones por cepa

de R. pallescens y cada concentracion.

1.4 Equipo de grabacion

Se utilizd el equipo de rastreo y grabacion descrito por primera vez por Alzogaray
et al. (1997) en el Centro de Investigaciones de Plagas e Insecticidas (CIPEIN-
CITEFA/CONICET), aplicando algunas modificaciones implementadas durante el
desarrollo de este estudio. El equipo se instalé como un circuito cerrado el cual
consistié basicamente en 3 compartimentos: de experimentacién, rastreo y analisis
de la informacién. En el compartimento experimental habia una videocamara (VC
1910; Sanyo Electrical Co., Tokyo, Japan) sostenida por una base metalica
disefiada para lograr su estabilidad, a 12 cm por encima del centro de la arena. En
la parte superior se dispuso una bombilla de 50 W a una distancia de 1 m del
centro de la arena. La arena se encontraba elevada por un pequefio recipiente de
plastico. EI compartimento de rastreo incluye el equipo Videomex-V Columbus,
que se encontraba conectado a la videocamara, convirtiendo la sefial analoga en
dato digital. Finalmente, el compartimento de andlisis consistié de un computador
desktop, el cual recibe la informacién por medio del software Videomex-V Driver

2.50 y un monitor conectado al Videomex-V Columbus y al computador. El monitor
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consiste en una pantalla que reconoce y capta las sefiales en negro (arena) y
blanco (ninfas). Durante los ensayos se procuré silencio en el lugar de trabajo y

eliminacién de luz fuera del compartimento de experimentacion.
1.5 Procedimiento experimental

La actividad locomotora se registr6 mediante una técnica de rastreo que utiliza
multiples zonas de movimiento y reconoce varios objetos en un area con el
monitor para Videomex y los programas informéticos (Videomex-V Driver 2.50).
Cada bioensayo se realiz6 a la misma hora del dia, tuvo una duracion de 30
minutos y se utilizaron cuatro concentraciones subletales (0,07 upg/cm? 0,7
ng/cm?, 7 pg/ecm?, 70 pg/cm?) de B-cipermetrina y tres concentraciones subletales
(0,07 pg/cm?, 0,7 uglcm?, 7 pglcm?) de A-cihalotrina (Alzogaray & Zerba, 2001a;
Alzogaray & Zerba, 2001b).

1.6 Interpretacion y Analisis de datos

El incremento de la actividad locomotora se expresé en unidades de pixeles/area,
donde "pixeles" indica el nUmero de pixeles que resultdé de "on" a "off" y viceversa
como una medida del movimiento de los insectos durante el tiempo de

nA

experimentacion y "area" indica el niumero de pixeles en "on" como una medida
del area ocupada por los insectos y es el valor medio de todas las imagenes
obtenidas para cada sesion. El nUmero de pixeles que cambia su estado cuando
los insectos caminan, depende del nimero total de pixeles "on" que varian durante
el tiempo de experimentacién debido a cambios en la posicién de los insectos. El
software usado compara imagenes consecutivas y cuantifica el nimero de pixeles

gue cambian en el tiempo (Alzogaray & Zerba, 2001a).
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Los resultados se analizaron mediante ANOVA de una via, para determinar si las
poblaciones y las concentraciones se diferenciaban entre si. Para minimizar la
varianza entre los datos de hiperactividad se realiz6 ajuste de medias. Las
comparaciones post hoc para significancia entre medias con el test de Tukey en el
software STATISTICA Version 10.

2. RESULTADOS
2.1 B-cipermetrina

El efecto de la B-cipermetrina sobre la actividad locomotora en ninfas N1 de las 4
poblaciones analizadas de R. pallescens se muestra en la Figura 1. En todas las
poblaciones la hiperactividad aumenté a medida que la concentracion del
insecticida piretroide incrementaba, siendo la hiperactividad mas alta observada
para la concentracién de 70 pg/cm®.  El andlisis de varianza para las cuatro
poblaciones de R. pallescens con [-cipermetrina no mostré diferencias
significativas entre poblaciones (p > 0,05). EIl andlisis de varianza dentro de
poblaciones mostré que los valores de hiperactividad del control y de la
concentracién méas baja (0,07 pg/cm?) no tuvieron diferencias significativas (p >
0,05); mientras las concentraciones restantes (0,7 pg/cm?, 7 pg/cm?, 70 pg/cm?)

difieren significativamente entre si (p < 0,05).
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Figura 1. Efecto del piretroide B-cipermetrina, aplicado como una pelicula en papel
filtro, sobre la actividad locomotora de ninfas N1 de cuatro poblaciones de R.
pallescens de Colombia (San Martin en Cesar, San Vicente Zona Urbana, San
Vicente Pertrecho y Bucaramanga en Santander). La actividad locomotora se
registré por 30 minutos. Cada valor es la media de cuatro replicas + E.E. Las
barras con distinta letra dentro de la misma poblacién indican valores
significativamente diferentes (p < 0,05).

2.2 A-cihalotrina

El efecto de la A-cihalotrina sobre la actividad locomotora en ninfas N1 de las 4
poblaciones estudiadas de R. pallescens se muestra en la Figura 2. En todas las
poblaciones la hiperactividad aumentd a medida que la concentracion del
insecticida piretroide incrementaba, siendo la hiperactividad mas alta observada
para la concentraciéon de 7 upg/cm? El andlisis de varianza para las cuatro
poblaciones de R. pallescens con A-cihalotrina no mostré diferencias significativas
entre las poblaciones (p > 0,05). Los valores de hiperactividad del control con
acetona y de las concentraciones utilizadas (0,07 pg/cm?, 0,7 ug/cm?, 7 uglcm?)

tuvieron diferencias significativas (p < 0,05).
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Figura 2. Efecto del piretroide A-cihalotrina, aplicado como una pelicula en papel
filtro, sobre la actividad locomotora de ninfas N1 de cuatro poblaciones de R.
pallescens de Colombia (San Martin en Cesar, San Vicente Zona Urbana, San
Vicente Pertrecho y Bucaramanga en Santander). La actividad locomotora se
registr6 por 30 minutos. Cada valor es la media de cuatro replicas + E.E. Las
barras con distinta letra dentro de la misma poblacion indican valores

significativamente diferentes (p < 0,05).

3. DISCUSION

En el presente trabajo, la hiperactividad de todas las poblaciones de R. pallescens
evaluadas aumentd a medida que la concentracion del insecticida piretroide
incrementaba, mostrando posible susceptibilidad al principio activo tanto de A-
cihalotrina como de B-cipermetrina. Estos resultados concuerdan con los trabajos
realizados por Alzogaray & Zerba (2001b), los cuales observaron hiperactividad a

varios insecticidas a-cianopiretroides incluidos la B-cipermetrina y A-cihalotrina, en
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ninfas de tercer estadio de R. prolixus, mostrando un incremento lineal de la
actividad locomotora en funcion del aumento de concentracion de los insecticidas
y los trabajos adelantados por el Ministerio de Salud de Panama en el Instituto
Conmemorativo Gorgas de Estudios de la Salud, donde se observé hiperactividad
con A-cihalotrina en ninfas de primer y quinto estadio de R. pallescens (Céaceres et
al., 2011). En contraste, se destaca lo hallado por Vassena et al. (2000), donde
una cepa de R. prolixus de Venezuela mostré resistencia a los piretroides -

cipermetrina y A-cihalotrina.

Los resultados del actual trabajo concuerdan con la hiperactividad esperada para
las cepas trabajadas (San Martin en Cesar, San Vicente Pertrecho (2012), San
Vicente Zona Urbana (2010) y Bucaramanga (2012) en Santander). En cuanto a la
cepa de laboratorio, la hiperactividad se explica debido al aislamiento de su
ambiente natural desde hace méas de 10 afios y su establecimiento en el
insectario del CINTROP, por tal motivo no ha estado expuesta a ningun tipo de
insecticida con el que pueda interactuar. En las cepas de campo, el motivo de la
hiperactividad se puede explicar debido a que estas poblaciones no han sido aun
fuertemente sometidas a una presion selectiva de insecticidas con el mismo
mecanismo de accién producido por piretroides. Es importante tener en cuenta
gue esta presion de seleccién puede en algin momento generar algun nivel de

resistencia.

Los valores de hiperactividad del control con acetona y la concentracibn mas baja
utiizada en el tratamiento con [B-cipermetrina fue la Unica que no mostrod
diferencias significativas para las cuatro poblaciones (Fig. 1). La ausencia de
hiperactividad en la concentracion mas baja de B-cipermetrina, podria servir de
evidencia de posteriores trabajos de susceptibilidad con este insecticida y estas
cuatro poblaciones. Este hecho se hace destacable debido a la importancia que
representan recientes focos de resistencia de triatominos a insecticidas en algunos

paises de Latinoamérica; Vassena & Picollo, (2003) mostraron que cepas de T.
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infestans de Brasil resultaron ser resistentes a deltametrina, B-ciflutrina, vy
cipermetrina pero susceptible a B-cipermetrina y A-cihalotrina, mientras que R.
prolixus de Venezuela mostro alta resistencia a todos los piretroides mencionados,
ya en Argentina Picollo et al. (2005) identific6 poblaciones de T. infestans que
mostraron altos niveles de resistencia a algunos piretroides. En contraste
Nakagagua et al. (2003) encontr6 que en paises Centroamericanos como
Guatemala la utilizacion de piretroides para la erradicacion de T. dimidiata ha

tenido total éxito.

La hiperactividad generada por A-cihalotrina a la concentracion mas alta utilizada
logré6 ser mayor que la hiperactividad generada por la concentracion mas alta
utilizada de B-cipermetrina. Ademas en el transcurso de esta investigacion se
realizaron ensayos con A-cihalotrina a la concentracién de 70 pg/cm?, donde las
ninfas N1 mostraron un efecto de postracion rapida. Esto demuestra que A-
cihalotrina en comparacion con B-cipermetrina es un insecticida con mayor poder
triatomicida y con prometedora utilizacion en los programas de control de la
enfermedad de Chagas en el departamento. En cuanto a las dosis subletales para
A-cihalotrina se sugiere su utilizacion como método de expurgue en las campafias

de diagnostico de focos de propagacion de la enfermedad de Chagas.

La evaluacion de hiperactividad de las cuatro poblaciones de R. pallescens para
los tratamientos con A-cihalotrina y pB-cipermetrina no revelé diferencias
significativas entre poblaciones en cada uno de estos tratamientos. Mostrando que
las cuatro poblaciones estudiadas se comportan de forma similar en cada

insecticida.

La hiperactividad en todas las poblaciones estudiadas de R. pallescens tanto con
A-cihalotrina como con [-cipermetrina se presentdé a mas bajos niveles en
comparacion con los altos niveles de hiperactividad observados para R. prolixus
en el articulo de Alzogaray & Zerba (2001b). Esto diverge de lo descrito para una
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cepa de R. prolixus de Venezuela, la cual no mostré hiperactividad con estos dos

insecticidas (Vassena et al., 2000).

Este es el primer trabajo en medir la actividad locomotora en poblaciones de R.
pallescens en Colombia. Siendo esta investigacion una de las pioneras en el
estudio comportamental de triatominos con un método de video-rastreo novedoso

para el pais.

4. CONCLUSIONES

Los piretroides A-cihalotrina y B-cipermetrina producen hiperactividad en ninfas de
primer estadio de R. pallescens, por lo cual estos insecticidas deben ser
considerados en las campafas para el diagnéstico de la enfermedad de Chagas

en Santander y para el control quimico contra este vector.

Durante este trabajo la A-cihalotrina resultd ser un insecticida mucho mas efectivo
a concentraciones mas bajas en comparacion con f-cipermetrina. Se sugiere el
uso de las dosis subletales de A-cihalotrina para la técnica de expurgue en las
campafas de diagnostico de focos de propagacion de la enfermedad de Chagas

en las localidades estudiadas.

Los estudios relacionados con la alteracion de la actividad locomotora en
triatominos, debido a dosis subletales generadas por piretroides, permiten
esclarecer aspectos biolégicos frente a la alteracién del comportamiento de estos

insectos.

En triatominos el estudio de la hiperactividad tomada como una modificacién de la
actividad locomotora debido a exposicion a diferentes dosis subletales de
insecticidas, puede resultar ser un método diagndstico eficaz para el

22



fortalecimiento de los estudios de susceptibilidad, ademas de aportar informacion

para el monitoreo de la resistencia a insecticidas en el pais.

La hiperactividad es un efecto subletal de los piretroides, la cual debe ser
considerada cuando se realizan estudios de letalidad para el control quimico

contra de los vectores de la enfermedad de Chagas.

5. RECOMENDACIONES

Se recomienda evaluar el efecto de A-cihalotrina y B-cipermetrina sobre la
actividad locomotora en los diferentes estadios de R. pallescens, principalmente
en individuos adultos y ninfas de quinto estadio, puesto que las concentraciones
utilizadas para lograr cambios en los comportamientos difieren entre los estadios
de estos insectos. Se recomienda utilizar otras superficies diferentes a papel filtro
en el campo de prueba, empleando las mismas dosis subletales de A-cihalotrina y
B-cipermetrina para R. pallescens. Finalmente se sugiere evaluar el efecto de
compuestos naturales (compuestos mayoritarios y aceites esenciales de plantas)

sobre la actividad locomotora de R. pallescens.
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