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Resumen

Titulo: Evaluacion de la actividad insecticida e inhibitoria de la enzima acetilcolinesterasa (AChE) de 24 analogos
sintéticos del alcaloide girgensohnina en huevos y ninfas de | (NI) y V (NV) estadio de Rhodnius prolixus stil 1859
(Hemiptera: Reduviidae: triatominae)”.

Autor: Juan Pablo Pabon Gonzélez™

Palabras claves: Rhodnius prolixus, actividad insecticida, actividad ovicida, actividad locomotora, inhibicion,
analogos sintéticos.

Los Analogos sintéticos del alcaloide Girgensohnina han sido reportados en un estudio previo con actividad insecticida
sobre vector del dengue Aedes aegypti en accién inhibitoria sobre la enzima acetilcolinesterasa (AChE) (Carrefio et
al., 2014). En este trabajo fueron evaluados 24 analogos sintéticos del alcaloide Girgensohnina en ninfas de | y V
estadio de Rhodnius prolixus de la cepa de referencia CINTROP-UIS, su mantenimiento alimenticio se realiz6 cada
8 dias con aves de las especie Gallus gallus, la actividad insecticida se realizé con los métodos de aplicacion topica
en terguitos/esternitos y exposicion a superficies tratadas a diferentes dosis exploratorias (DE). Se determinaron las
dosis letales (DL) por medio de andlisis Probit para la moléculas con mayor porcentaje de mortalidad en DE, también
se evalud la actividad locomotora y ovicida de estas moléculas. Como resultados la mayor mortalidad para los an&logos
sintéticos fue: a 500 mg.L™* para molécula la AL119 con 65+2,6% en esternitos y AL184 con 46+0,5 % en terguitos.
En la exposicion a superficies tratadas la mayor mortalidad fue a 500mg.L™* por la molécula AL184 con 65+0% en
superficie No porosa y del18,75+0,5 % en superficie porosa. Para la AL119 las dosis letales fueron: DLso 489,1 ppm,
DLgs 1537 mg.L? y para AL184 DLsp 182,9 mg.L?, DLgs 6228 mg.L en esternitos. En la actividad locomotora las
ninfas presentaron hiperactividad con las moléculas AL114 y AL184 a 4640,09 y 6319,90 pixeles/area
respectivamente. Por otro lado el analogo con mejor ICsp concentracion Inhibitoria 50 % de la enzima AChE fue
AL185 con 8,78 pg/mL, para el caso de la actividad ovicida los compuestos generaron inhibicién de la eclosion y
muerte siendo la AL185 la molecula con mayor efecto inhibitorio de 83+4,8%.En conclusion los analogos sintéticos
de Girgensohnina presentaron actividad insecticida y ovicida en ninfas de | estadio de Rhodnius prolixus.

* Trabajo de grado
™ Facultad de Ciencias. Escuela de Biologia. Director: Jonny Edward Duque Luna, Doctor en Ciencias Bioldgicas
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Abstract

Title: Evaluation of the insecticide activity and inhibitory of the acetilcolinesterase (AChE) enzyme of 24 synthetic
analogs of the alcaloid girgensohnine in eggs and nines of 1 (NI) and V (NV) stage of Rhodnius prolixus stial 1859
(Hemiptera: Reduviidae: triatominae)”

Author: Juan Pablo Pabon Gonzalez™

Key words: Rhodnius prolixus nymphs, insecticidal activity, ovicidal activity, locomotor activity, inhibition, synthetic
analogues.

Synthetic analogs of the alkaloid Girgensohnina have been reported in a previous study with insecticidal activity on
the Aedes aegypti dengue vector in inhibitory action on the enzyme acetylcholinesterase (AChE) (Carrefio et al., 2014).
In this work, 24 synthetic analogues of the alkaloid Girgensohnina in Rhodnius prolixus | and V stage nymphs of the
CINTROP-UIS reference strain were evaluated. Their maintenance was carried out every 8 days with birds of the
species Gallus gallus, insecticidal activity performed with tergite / sternite topical application methods and exposure
to treated surfaces at different exploratory doses (ED). Lethal doses (LD) were determined by Probit analysis for the
molecules with the highest mortality rate in ED, the locomotor and ovicidal activity of these molecules were also
evaluated. As a result, the highest mortality for synthetic analogs was: at 500 mg.L* per molecule the AL119 with
65 + 2.6% in sternites and AL184 with 46 + 0.5% in tergites. In the exposure to treated surfaces the highest mortality
was at 500 mg.L for the AL184 molecule with 65 + 0% in non-porous surface and of 18.75 + 0.5% in porous surface.
For AL119 the lethal doses were: LDsp 489.1 mg.L! |, LDgs 1537 mg.L* and for AL184 LDso 182.9 mg.L? , DLgs
6228 mg.L in sternites. In the locomotor activity the nymphs presented hyperactivity with the molecules AL114
and AL184 at 4640.09 and 6319.90 Movement / area respectively. On the other hand, the analogue with the best 1Cso
50%inhibitory concentration of AChE enzyme was AL185 with 8.78 pg / mL, in the case of ovicidal activity the
compounds generated inhibition of hatching and death with AL185 being 83+4,8%. Inhibition the best. In conclusion
the synthetic analogs of Girgensohnina showed insecticidal and ovicidal activity in Rhodnius prolixus I stage nymphs.

“ Work Degree
™ Faculty of Science. School of Biology. Tutor: Jonny Edward Duque Luna, Doctor of Biological Sciences.
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Introduccion

El Chagas o Tripanosomiasis Americana es una de las enfermedades tropicales mas importantes
de Latino América segun(Duthie MS et al., 2005)la importancia de esta parasitosis radica en su
elevada prevalencia, grandes pérdidas econdmicas, incapacidad laboral y muerte repentina de
personas aparentemente sanas. Segun la Organizacién Mundial de la Salud (OMS), en el mundo
hay 18 millones de personas infectadas por Tripanozoma cruzi, anualmente se reportan cerca de
21.000 muertes, 300.000 nuevos casos de infeccidn y se estima que alrededor de 100 millones de
personas viven en zonas de alto riesgo (figura 1. A) (WHO Distribucion., 2010; Schofield et al.,
1994; Moncayo et al., 2003; OMS., 2002) la mayoria de ellas en América Latina (OMS., 2015).

En Colombia, las zonas de riesgo de contagio con la enfermedad se han determinado de acuerdo
a la presencia de los triatominos en las viviendas; a lo largo del valle del rio Magdalena, la regién
del Catatumbo, la sierra nevada de Santa Marta, el piedemonte de los llanos orientales y la serrania
de la Macarena. Los departamentos con mayor presencia de triatominos vectores de Chagas son:
Santander, Norte de Santander, Cundinamarca, Boyaca, Casanare y Arauca con una prevalencia
de la tripanosomiasis estimada entre 700.000 y 1.200.000 habitantes infectados y 8.000.000 en
riesgo de adquirir la infeccién (Vega et al., 2014). En el departamento de Santander, la
seroprevalencia es superior al 40% en algunas localidades (Zafra, German, et al., 2008; Hernandez
et al., 2009).

La principal via de transmision de la enfermedad es vectorial siendo en Colombia el triatomino

hematdfago Rhodnius prolixus el vector mas importante de esta enfermedad (figura 1. B) (Bestetti
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et al., 2013; Cuadros M.J., 2014: WHO., 2014)los parésitos penetran en el organismo cuando la
persona picada se frota instintivamente y esparce las heces hacia la picadura, los ojos, la boca o
alguna lesidn cutanea abierta, alcanzando los tejidos donde finalmente se establece (WHO., 2014).

La presentacion clinica caracteristica de la enfermedad consta de tres fases: aguda,
indeterminada y crénica. La fase aguda, se caracteriza por alta parasitemia, con sintomas que
incluyen fiebre, edema, adenomegalia, hepatoesplenomegalia, miocarditis y/o meningoencefalitis.
En la fase indeterminada, se disminuye la parasitemia y desaparecen las manifestaciones clinicas;
ésta se detecta por métodos seroldgicos y finalmente, la fase cronica que consiste principalmente
en cardiopatia o enfermedad digestiva, entre otras, puede manifestarse al cabo de 10 o més afios

entre el 20% y el 40% de los infectados. (Hernandez et al., 2009; Nicholls, R. S et al., 2007).
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A) Mapa de distribucion global de Chagas 2006-2010.

Distribucién global de casos de Chagas, segun estimaciones oficiales y
situacién de la transmisién vectorial, 2006-2010. A.
N° estimado de casos
infectados por el
Trypanosoma cruzi.

o <900

@ 900 - 89.999

@ 90.000 - 899.999

@ :900.000

] Sin datos disponibles
) No se aplica

Fuente: Organizacién Mundial de la Salud /

g@ World Health
L% Organization

B) Regiones de Colombia con la distribucion de vectores mas importantes de Chagas.

Rhodnius prolixus, B "
Triatoma dimidiata,
7. maculata

Reglones naturales

[ ] Selva de la Amazonia
[ vianos de la Orinoquia
[] costadel Pacifico
( | Llanuras del Caribe
| F—) Regién Andina ——

Sicrra Nevada oay oo

Distribucion de 103 principales triatominos asociados al habitat humano segun las zonas biogeogrificas.

Figura 1. A) Distribucion Global de casos de Chagas WHO 2010 B) Distribucidn de los principales
triatominos asociados al habitat humano segun zonas biogeograficas en Colombia (Guhl F. et al.,

2013).
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1. Justificacién

La enfermedad de Chagas, también llamada tripanosomiasis americana segin la décima
Clasificacion Internacional de Enfermedades (C.I.E.B57-B57.5), es wuna enfermedad
potencialmente mortal causada por el parasito Trypanosoma cruzi (Moctezuma C M. et al 2015).
Debido a que la enfermedad de Chagas es una zoonosis, no se puede erradicar, ademas el
namero de reservorios animales hace que sea imposible eliminar todas las fuentes de infeccion,
tampoco se dispone de medicamentos que puedan reducir las posibilidades de trasmision.
Desafortunadamente hasta el momento no existe vacuna para proteger las personas susceptibles;
en consecuencia, el método més eficaz para prevenir la enfermedad de Chagas en América
Latina es el control vectorial (Zambrano., et al 2014) utilizando insecticidas para eliminar los
triatominos domiciliados con la fumigacion que van desde agentes agrogquimicos,
organofosforados, carbamatos, nicotinoides, neonicotinoides y en su mayoria piretroides
(Fontalvo et al., 2014) que generan afectacion en los receptores nicotinicos de la acetilcolina
(NAChR) y la Acetilcolinesterasa (AChE) induciendo la muerte del vector. Otra forma de
control es el control cultural que busca educar en el riesgo y mejorar la calidad de la viviendas
con el fin de reducir las areas de establecimiento de las colonias, (OMS., 2003). A pesar de esto
las politicas de control han sido insuficientes hasta el momento; no obstante el grave problema
radica en que algunas especies como Rhodnius prolixus han presentado resistencia cruzada a
insecticidas organoclorados y piretroides (T.N Bolivar et al., 2005; C. Barbu et al., 2009)

(Mougabure-Cueto & Picollo., 2015).
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Asu vez laaltatoxicidad para los humanos en el uso de estos compuestos genera preocupacion
y una gran necesidad de encontrar nuevas alternativas de control vectorial; més especificas,
eficientes y menos toxicas.

Una clara alternativa de nuevos compuestos son los analogos sintéticos al alcaloide
girgensohnina los cuales fueron disefiados y sintetizados para potencializar su accion inhibitoria a
nivel de la enzima AChE y han sido reportados en un estudio previo con actividad insecticida
contra el vector del Dengue (Carrefio et al., 2014) con base en esto y a los pocos trabajos en sintesis
de nuevas sustancias con propiedad insecticida en triatominos es que este proyecto se hizo

relevante.

2. Objetivos

2.1 Objetivo General

Evaluar la accién biocida de 24 analogos sintéticos del alcaloide Girgensohnina en Rhodnius

prolixus stdl 1859 (Hemiptera: Reduviidae: triatominae).

2.2 Objetivos Especificos

e Determinar la susceptibilidad de ninfas NI y NV de Rhodnius prolixus a 24 anélogos

sintéticos del alcaloide gingersohnina mediante topicacién en terguitos y esternitos.
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e Determinar la susceptibilidad de ninfas NI y NV de Rhodnius prolixus a analogos sintéticos
del alcaloide gingersohnina aplicadas sobre superficies porosas y no porosas.

e Evaluar el efecto de las mejores moléculas con capacidad insecticida sobre la actividad
locomotora de ninfas NI y NV de Rhodnius prolixus.

e Determinarlas DL50 y DL95 NIy NV de Rhodnius prolixus frente a los analogos sintéticos
de Girgensohnina con mayor porcentaje de mortalidad.

e Identificar in vitro la actividad inhibitoria de las moléculas sintetizadas del alcaloide
girgensohnina frente a la enzima comercial AChE de Rhodnius prolixus.

e Determinar la actividad ovicida in vivo de Rhodnius prolixus de aquellas moléculas con
mayor actividad inhibitoria de la AChE, asi como calcular el porcentaje (%) de inhibicion de la

eclosién e intoxicacion.

3. Competencias Desarrolladas

a) Capacidad de mantener colonias vivas de Rhodnius prolixus, teniendo en cuenta su
complejidad y relevancia bioldgica.

b) Experticia en la evaluacion de la susceptibilidad de ninfas de Rhodnius prolixus a los
compuestos evaluados mediante topicacion en terguitos, esternitos y superficies porosas y no
porosas.

c) Agudeza en la estimacion de porcentajes de mortalidad entre el 5y 95% de Rhodnius

prolixus a los compuestos evaluados.
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d) Destreza en el manejo de programas de anélisis estadisticos (analisis de varianza y Probit),
mediante el software Statistic V11.

e) Experiencia en la utilizacion del Monitor de Movimiento Multiple del Software videomez
V (Columbos OH) en la realizacién de analisis de locomocion.

f) Competencias técnicas de evaluacion in vitro de la actividad inhibitoria de las moléculas
sintetizadas del alcaloide Gingersohnina frente a la enzima AChE de Rhodnius prolixus.

g) Experiencia en la evaluacion de las moléculas y su efecto en la viabilidad, inhibicion de la

eclosion y malformaciones en huevos de Rhodnius prolixus.

4. Materiales y métodos

4.1. Materiales

4.1.1. Material Bioldgico. Se utilizaron huevos y ninfas de la cepa de referencia de Rhodnius
prolixus mantenida en el laboratorio hace mas de diez afios en el insectario de cria del CINTROP-
UIS la cual se ha mantenido libre de contacto con insecticidas y bajo condiciones controladas de
254 °C de temperatura, humedad relativa de 75+4% y un fotoperiodo de 12:12 (figura 3). En los
bioensayos se emplearon ninfas NI de 24 a 36 horas de edad, con ayuno desde la eclosion y un
peso entre 0,6 £ 0,1 mg también ninfas NV recién mudadas con peso entre 142+10 mg (figura 2)
las cuales fueron alimentadas a los 7-8 dias con sangre de ave de la especie (Gallus gallus) y 7-8

dias después se emplearon en el ensayo.
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Nymph
Early and Late 3rd Stg.
Nymphal

Figura 2. A) Ciclo de vida de Rhodnius prolixus, se sefialan los huevos y estadios ninfales NI y
NV con los cuales se desarrollé este trabajo (Galvao et al 2014).

Colonia de Triatominos Rhodnius prolixus CINTROP-UIS

| SR

Pabén, JP 2016

Figura 3. A) Y-B) Colonia de Triatominos Rhodnius prolixus en condiciones de laboratorio C)
Huevos D) Proceso de alimentacién de la colonia con aves de la especie Gallus gallus.
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4.1.2. Material Quimico. La Girgensohnina es un alcaloide cianogénico de origen natural con
actividad insecticida capaz de inhibir a la AChE, se encuentra dentro de los metabolitos

secundarios de las plantas que cumplen funciones de defensa(figura 4) (Hegnauer .,1977).

0 = Lf

224

Girgensohnine a-AmmomtnIes

Girgensohnia oppositiflora

Figura 4. A) Girgensohnia oppositiflora (Amaranthaceae) planta de la que se obtiene la
Girgensohnina este arbusto crece en Rusia y desiertos de Iran B) estructura de Girgensohnina y
a-Aminonitrilos (Carrefio Otero et al. 2014).

Se emplearon 24 a-Aminonitrilos, analogos del alcaloide girgensohnina como nuevos

insecticidas a ensayar organizados en 5 grupos ver (Tablas 1, 2, 3, 4,5).
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Anélogos obtenidos a partir de la 1,2,3,4-tetrahidroisoquinolina

Tabla 1.
Grupo A: Analogos obtenidos a partir de la 1,2,3,4-tetrahidroisoquinolina.

o) O o o) o} OH
Ensayo
CHO CHO CHO CHO CHO CHO CHO

@i)\”" AL119 ALl113 ALll4 AL116 AL118 AL117  AL126

Numeracion 1 2 3 4 5 6 7

Analogos obtenidos a partir de la 1-(2-hidroxietil) piperacina.

Tabla 2.
Grupo B: Analogos obtenidos a partir de la 1-(2-hidroxietil) piperacina.
0 O o 0 0 OH
Ensayo

CHO CHO CHO CHO CHO CHO CHO

HNTY
K/N AL134 AL131 AL132 AL135 AL136 AL137  AL138

~"0H

Numeracion 8 9 10 11 12 13 14
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Anélogos obtenidos a partir de la 3-piperidinol.

Tabla 3.
Grupo C: Anélogos obtenidos a partir de la 3-piperidinol.
\O \O | O/\
o 0
Ensayo
CHO CHO CHO
HO
U“ AL133 AL129 AL130
Numeracion 15 16 17

Analogos obtenidos a partir del 4-dimetilaminobenzaldehido.

Tabla 4.
Grupo D: Analogos obtenidos a partir del 4-dimetilaminobenzaldehido.

0 >N
Ensayo Q\IH (N ()\m Q\,H
\N/
AL124 AL123 AL1122 AL125
CHO
Numeracion 18 19 20 21
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Anélogos obtenidos a partir del p-metoxibenzaldehido.

Tabla 5.
Grupo E: Analogos obtenidos a partir del p-metoxibenzaldehido.
~N OH N
Ensayo Q\IH

o 0 1)

AL120
AL184 AL185
CHO 2-(4-Hidroxifenil)-2-(piperidin-1-i)acstonitrio  2-(4-(dimetilamino)fenil)-2-(2-metipiperidin-1-i)acetonitrilo
Formula molecular: C43H;gN,0 Formula molecular: CygHa3N3
Peso molecular: 216.28 g/mol Molecular: 257.37 g/mol
Numeracion 22 23 24

4.2. Metodologia.

4.2.1. Evaluacion De La Actividad Insecticida Screening.

4.2.2. Aplicacion tdpica. Se manejo el protocolo (OMS, 2005) modificado. Las Ninfas de NI y
NV de Rhodnius prolixus se trataron de forma topica con dosis exploratorias (DE) por cada uno
de los 24 analogos sintéticos de girgensohnina y un insecticida comercial (Deltametrina al 99,1%).
Cada anélogo sintéticos fue diluido en acetona y aplicados con microgeringa Hamilton de 5 y 25
I provista de descargador repetitivo. Para la manipulacion de las ninfas se empled el método de
enfriamiento con hielo a 4°C por 2 minutos, para disminuir la motricidad del insecto
temporalmente y permitir su manipulacion sin afectar sus apéndices. La aplicacion de los
tratamientos se realizé sobre los terguitos y esternitos de cada ninfa de 1y V estadio aplicando 0,1

y 0,5ul de las DE respectivamente.
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En los experimentos se realizaron 4 repeticiones por dosis, evaluandose por cada replica 3
ninfas, para un total de 12 ninfas por dosis y 48 ninfas por bioensayo incluyendo los controles ver
(figura 5). Cada bioensayo se realiz6 por triplicado en dias diferentes. Las ninfas se colocaron en
vasos plasticos de 1/2 onza, con papel plegado en su interior y cubiertos con tapas perforadas que
permitieron la respiracion de las ninfas. El registro de mortalidad se realiz6 a las 2, 12, 24, 48 y 72

horas después del tratamiento. Ver (figura 6) (WHO., 1994; 2001; 2005).

Esquema metodoldgico de bioensayo por topicacion repeticiones.

Dosis Exploratorias REPETICIONES N°
En Nifas NINFAS

NI NV R1 R2 R3 R4 -

25mgL-" | B00MEL" | | N | NN | vy 12

125 mg.L-’ 1000 mg.L-’ AAN WY TN TN 12

500 mg.L-’ 1500 mg.L-’ i S2NEE S R L TN 12

Control (-) Control (-) AAN WY TN TN 12
Acetona 0,1 Acetona

WL 0,0uL
Totales 12 12 12 12 48

Figura 5. Esquema metodoldgico de bioensayo por topicacion, nimero de ninfas por repeticiones,
concentraciones a evaluar en dosis exploratorias (DE).
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Esquema de protocolo de evaluacion de efecto insecticida por topicacion.

OMS, 2005. Protocolo Modificado de evaluacion de efecto insecticida en R. prolixus

Terguitos

‘r

N= 12ninfas/dosis

.

Pabén, JP 2016

Esternitos :

Registro mortalidad
2,12,24,48,72 horas

i

Cada Bioensayo Se
Repite 3 Veces En
Pabén, P 2016 Diferentes Dias.

Microjeringa
Hamilton
0,1 pl — NI/ 0,51 NV

Figura 6. Esquema metodoldgico de bioensayo por topicacion terguitos y esternitos, protocolo
CINTROP-UIS.

Ejemplo 1: Célculo de las concentraciones de control positivo a evaluar (Deltametrina al
99,1%). Se prepara solucion Matriz 1 a una concentracion de 2000 mg.L™: se pesd en una balanza
analitica 10 mg de Deltametrina y llevé a un volumen de 5mL en un balén aforado usando acetona

como solvente.

10 mg sustancia 1000 mL

X = 2000 mg.L
5mlL 1L
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La solucion Matriz 2 a una concentracion de 50 mg.L™: Utilizando la formula C1xV1=CyxV2 se
determina la cantidad a tomar de la solucion Matriz 1 (de 2000 mg.L™) para obtener 500uL de
solucion con una concentracion final de 50 mg.L™. A partir de la solucién Matriz 2, se calculan las
diferentes dosis exploratorias (las siguientes concentraciones se citan a manera de ejemplo):

1 mg.L"1: Utilizando la formula C1xV1=C>xV> se determina la cantidad a tomar de la solucién
Matriz 2 (50 mg.L™) para obtener 500uL de solucién con una concentracion de 1 mg.L™2. La
preparacion de las diferentes concentraciones se realiz6 de igual manera para las moléculas

evaluadas, teniendo en cuenta su peso y la presentacion de los mismos.

4.2.3. Bioensayos dosis letales (DL). Fueron seleccionadas las moléculas con mejor actividad
insecticida en el “screening inicial”. Con base en esto se realizd una nueva bateria de dosis
multiples asimétricas evaluadas por aplicacion topica con (95 mg.L?, 195 mg.L?, 295 mg.L?, 495
mg.L?, 695 mg.L?, 1000 mg.L para ninfas NI y (1525 mg.L*,1550 mg.L™, 1650 mg.L, 1750
mg.L?, 1850 mg.L™t y 2000 mg.LY) para ninfas NV, cuyos resultados de mortalidad dosis-
respuesta a las 72 horas se utilizaron para determinar los pardametros estadisticos la DLsgy DLos (

Dosis Letales) con los respectivos intervalos de confianza mediante el analisis de probit.

4.2.4. Exposicion a superficies tratadas

4.2.4.1. Impregnacion de superficies porosas y no porosas. Para este bioensayo se utilizo
material biologico con las mismas caracteristicas descritas anteriormente y el material quimico
utilizado fueron las moléculas con la mejor actividad insecticida reportadas por el screening inicial

(AL114, AL117, AL119, AL184, AL185)se emplearon cajas de Petri de vidrio de 5,7 cm de
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diametro, radio de 2,87 y a un area de 25,87cm? para las de superficies no porosas y para las
superficies porosas se les colocaron discos de papel de filtro cualitativo Whatman N° 1 ver (figura
7). La descarga de la sustancia a evaluar se realiz6 en forma espiralada homogénea hacia el centro,
con un volumen tal que 16 pL de dilucién acuosa impregnaron cada 1 cm? de superficie siguiendo
el protocolo (OMS, 2005) de acuerdo al didmetro de la caja empleada se calculd la cantidad en puL
para una distribucion uniforme de la sustancia a evaluar donde 25,87cm? X16 uL /1 cm? = 414
uL  de Molécula por caja. Las superficies se dejaron secar durante 15 minutos debido a que el
disolvente utilizado fue acetona, de esa forma las superficies ya sea Porosa o No porosa quedan
impregnadas sélo con la molécula a probar.

Procedimiento.

La lectura de ejemplares muertos se realiz6 a las 24, 48 y 72 horas después de la aplicacion del
tratamiento. Se considera muertos los ejemplares que situados sobre un papel filtro no presente
actividad locomotora propia, ya fuera en forma espontanea o al ser estimulado con un pincel o una
pinza segun lo establecido por el protocolo de evaluacion de la actividad insecticida en triatominos

de la Organizacién Mundial de la Salud (OMS., 2005).

Superficies NO Porosas Superficies Porosas
(/™™ e ) (O 4 b %
- / 4 s/
S B T A N\ ¢ Y
Impregnada con 414 pL(DE) de Filtro Whatman N° 1 Impregnada

Molécula por caja. con 414 uL (DE) de Molécula por caja.

Figura 7. Esquema de distribucién de ninfas en las superficies porosas y no porosas impregnadas
con 414 pL de las moléculas AL114, AL117, AL119, AL184, AL185y controles.
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4.2.5. Actividad locomotora. Con este bioensayo se cuantificd el efecto de una sustancia
insecticida sobre la actividad locomotora de ninfas N I y N V de Rhodnius prolixus.

Para evaluar la actividad locomotora de ninfas de triatominos expuestas a insecticidas, se
empleo el analizador de imégenes en blanco y negro Videomex-V, Columbus Instruments, con una
resolucion de 256 x 192 pixels y una velocidad de adquisicion y procesado de 30 cuadros por
segundo. La videocdmara captura la imagen de los insectos ubicados en una arena experimental
(circulo de papel de filtro ubicado 10 cm por debajo de la videocdmara). El analizador de imégenes
convierte la sefial analdgica que recibe de la videocdmara en datos digitales con una resolucion de
256 x 192 pixeles y una velocidad de adquisicion y procesamiento de 30 cuadros/segundo, e
invierte los colores de laimagen. La presencia de los insectos sobre el papel de filtro es determinada
por contraste visual entre sus cuerpos (que en el monitor se ven blancos [pixeles encendidos]) vy el
papel (que en el monitor se ven negro [pixeles apagados]) y es cuantificada a través del niamero de
pixeles encendidos (que representa el rea ocupada por la silueta del insecto). Para evitar ruido de
fondo, el contraste de la imagen se gradud de tal manera que la cdmara registrara Gnicamente el
torax y el abdomen de las ninfas.

Para cuantificar el movimiento de los insectos, el Videomex-V uso el software Multiple Zone
Motion Monitor (Monitor de Multiples Zonas de Movimiento) que compara imagenes consecutivas
capturadas por la videocAmara y registra el nimero de pixeles que cambian de “on” (encendido) a
“off” (apagado) y viceversa. La suma de pixeles que cambian de estado durante el tiempo
experimental es Ilamada motion (M, movimiento).

El software calcula el nimero promedio de pixeles “on” durante el tiempo experimental,
parametro que representa el area promedio ocupada por los insectos, el area (A). La iluminacion

fue provista bombillo de luz fria (22 watts) philips. La temperatura se mantuvo a 26 + 2 °C. Cada
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serie de datos fue importada y procesada en una computadora personal (Moretti, A. N., 2015). Al
final de la sesion (30 minutos), el programa expresa la sumatoria de los pixeles que cambiaron de
estado y la cantidad de pixeles encendidos en cada imagen, sumandolos y promediadndolos por la
cantidad de imagenes procesadas durante la sesion ver (figura 8). Los resultados se reportan en
pixels/area 0 movimiento / area (Alzogaray, et al., 1996).

Para cuantificar la actividad locomotora se calculd el siguiente cociente (Alzogaray et al., 1997):
Actividad locomotora = M/A los resultados se expresan en unidades de pixeles/area.

Procedimiento.

La zona experimental constd de un anillo de acrilico de 7 cm de didmetro x 2 cm de alto, cuyo
fondo fue cubierto con papel filtro tipo Whatman. La camara de video se ubicara a una distancia
prudente, con una fuente de iluminacion proporcionada por un bombillo fluorescente de 22 W
colocado encima del plano de la zona experimental con el fin de eliminar las sombras y obtener
una buena resolucion.

Para la evaluacion de la actividad locomotora por topicacion, tras la aplicacién de las dosis del
tratamiento a evaluar y el tratamiento control (acetona), las ninfas se depositaron en el fondo del
aro de acrilico con el fin de registrar sus movimientos por un periodo de 30 minutos.

Cada experimento fue replicado 4 veces, después de la evaluacion de los diferentes tratamientos,
los ejemplares se descartaron en un frasco con alcohol. Los datos obtenidos se importaron para su

posterior analisis (Moretti, A. N,.2015).
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Figura 8. Esquema Del Analizador De Imagen Video- Mex. (Moretti, A. N., 2015)

4.2.6. Inhibicion In Vitro de la enzima AChE

AChE

H20 + (CH3)aNCH,CH,SCOCH; (CH3)aNCH,CH,S" * CH3COO™ + 2H*
Acetiltiocolina Tiocolina Acetato

.
S.s coo

O:N DTNB
COO

Y

S.g~N(CHa)3 s
Oz:N Q/ " OsN

COO COoO
Anion del acido tionitrobenzéico (TNB)
(Color amarillo)

Figura 9. Esquema de reaccion método (Ellman en 1961) utilizado para la determinacion de la
actividad de la Acetilcolinesterasa AChE.
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El método Ellman (Figura 9) utilizado para la determinacion de la actividad de la
Acetilcolinesterasa AChE, fue elaborado por Ellman en 1961, se basa en un ensayo colorimétrico,
donde en lugar de utilizar acetilcolina, compuesto que no presenta propiedades espectroscopicas
caracteristicas, se utiliza la acetiltiocolina como sustrato alternativo en la Inhibicién de la enzima
acetilcolinesterasa, para permitir su deteccion por medio de la absorcion de la luz se acopla una
reaccion a la conversion. La acetiltiocolina se hidroliza por medio de la AChE, produciendo sus
respectivos compuestos tiol, este es interceptado por el &cido 5,5 ditiobis [2-nitrobenzdico]
(DTNB) formando un enlace bisulfuro y liberando el anion TNB de color amarillo. La formacion
de este compuesto se monitorea midiendo la absorcion de la mezcla reaccionante a una longitud
de onda definida (Ellman.,1961; Lopez S., B. et al.,2002).

La actividad enzimatica se determind mediante la lectura espectrofotométrica a 412 nm de la
mezcla realizada entre muestra (disoluciones seriadas en buffer PBS), enzima AChE (0.25 mM en
buffer fosfato) y buffer PBS (8 mM K2HPO4, 2.3 mM NaH2PO4, 0.15 M NaCl, 0.05% Tween
20, pH 7,6). Las placas fueron incubadas por 30 minutos a temperatura ambiente y luego se afiadio
a cada pocillo una solucién de sustrato (0.1 M a 2HPO4, 0.5 M &cido 5,5-ditiobis-[2-nitrobenzbico]
(DTNB), 0.6 mM ioduro de acetilcolina (ACTI) en agua destilada, pH 7.5). Los compuestos se
evaluaron por triplicado en disoluciones seriadas a partir de 100 pg/mL. Como inhibidores de
referencia empleamos el farmaco Galanthamine con IC50 de 0.30 pg/mL y el insecticida Diazinon

con IC50 de 0.57 pg/mL (Carrefio Otero et al., 2014).

4.2.7. Determinar la actividad ovicida in vivo de Rhodnius prolixus. Se utilizaron huevos
viables de Rhodnius prolixus con 72 horas y 96 horas de oviposicion revisando anteriormente la

etapa de embriogénesis (figuras 10,11) ( Berni et al.,2014) estos se trataron de forma topica con
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las moléculas de mayor porcentaje de actividad insecticida reportadas por el screening inicial
AL114, AL117, AL119, AL184 y AL185 Yy se aplicaron con microgeringa Hamilton de 5 y 25 pl
provista de descargador repetitivo. La aplicacion de los tratamientos se efectud sobre la superficie
del huevo aplicando 0,1 y 0,5ul de las DE. a 25-125-500 mg.L! y 800 —-1500 mg.L*
respectivamente.

En este experimento se realizaron 4 repeticiones por dosis, evaluandose por cada replica 3
huevos, para un total de 12 huevos por dosis y 48 huevos por bioensayo

incluyendo los controles, cada bioensayo se realizé por triplicado en dias diferentes. Después
del tratamiento, los huevos se ubicaron en cajas de Petri cubiertos por tela porosa tipo tul y
colocados en cavas de icopor para mantener la humedad relativa a (25 + 2°C, 70-80 %HR). El
registro de accion de las moléculas se realizé alos 2, 4, 6, 8, 10, 12,14 y16 dias pos tratamiento,

asi como el porcentaje de eclosion y malformaciones (OMS, 2005).
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Etapas de embriogénesis en Rhodnius prolixus

Ser.

e

stg2-lateral

mx2- % °
An— e e
stg10-ventral-~ *

Figura 10. Etapas de patron prospectivo en la embriogénesis temprana de triatomino Rhodnius
prolixus (Berni et al., 2014).
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Descripcion de las etapas de embriogénesis en Rhodnius prolixus.

Las principales cavacteristicas de Ritodrins desarrollo embriconario hasta katatrepds

Periodo Escenario El tiemmpo de Los rasgos caracteristicos en su conjunto se monta

desarrolle a 28 ©

C
horas Lo

Escate 14 0-5 15 Lespicleos se dividen mternamente

1B 6-12 36 Lospicleos llegar a la periferia
Blastodermo 28 12-18 3.3  Formacidn de rudimento germen

2B 18-24 7.1 Lospicleas se concentran progresivamente al posterior del huevo
gastrulzcion 3A 24-30 3.9 mvaginacidn permen rudimento comienza

iB 30-36 107 de extensién de bapda germen
Segmentacién 4 36-48 143 1a3segmertacion anterior {en 1a cabeza v el tarax) comienza

48-60 179  brotes de zpéndicas aparecen; no segmertado abdomen
60-72 214 Apérdices crecen;

zbdomen sepmentado; surco neurzl evidente

Crecimiento 7 7234 23 zpéndices toracicos se alargan, mas prande que la cabera apéndicas
B 34-96 2646 zpéndices antenales crecen sobre primeros apéndices maxilares
Q9 26-108 32  Prnmeros zpéndices superiores ocultos por los apéndices de las antenas;
zoorta embritn v ensancha (germen barda de retracoion)
Eatatrepsis ¥ 10 108-132 35 Alfinal de katatrepsis, ejes antero-posteriores de embriones ¥ hueves
Cierre Dorsal coinciden; embrion cierra dorszlmente

¥05 Serefiere al totzl de desarrolle embricnario a 28 ° C.

Figura 11. Principales caracteristicas de las etapas de patron prospectivo en la embriogénesis
temprana de Rhodnius prolixus (Berni et al., 2014) patrén de referencia para medir la viabilidad
de los huevo evaluados en el trabajo.

4.2.8. Andlisis estadistico. Los datos de mortalidad de las dosis-respuestas de los bioensayos
en NIy NV se sometieron a los “test” de normalidad (Kolmogorov-Smirnov , mean/std.dev Know),
(Liliefors test, mean/std.dv unknow)( Shapiro-Wilk’s test ). Para su posterior analisis, se realizo el
test de Probit para determinar los parametros estadisticos, dosis letales (DL50 y DL95) y sus

respectivos intervalos de confianza para las moléculas con mejor actividad insecticida. Los
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programas estadisticos que se utilizaron fueron “Statistica v11” y Probit (Finney, 1971; Raymond,

1985).

5. Resultados

5.1. Evaluacién de la actividad insecticida

La mayor actividad insecticida se observo en las moléculas AL114, AL117, AL119, AL184 y
AL185 a las 72 horas a una concentracion de 500 mg.L™ en los bioensayos por topicacion de
terguitos/esternitos y exposicion a superficies tratadas ver (figura 12-19). Para el caso de las
pruebas en huevos, se presentd inhibicion de eclosion por impregnacion con las moléculas AL114,
AL117, AL119, AL184 y AL185 a los 16 dias siendo la molécula AL185 la que presento mayor
inhibicion de la eclosion a concentraciones de 25 mg.L?, 125 mg.L?, 500 mg.Lt, 800 mg.Lty
1500 mg.L™, siendo 1500 mg.L? la concentracion en la que hubo mayor inhibicion ver (figura
22), adicionalmente se observé signos de intoxicacién en ninfas NI y NV en los bioensayos por
topicacion de terguitos/esternitos y exposicion a superficies tratadas (figuras 20, 21) y en los
huevos no eclosionados por exposicion a los moléculas evaluadas ver (figuras 27-34).

No hubo mortalidad para los controles con Acetona para los tratamientos utilizados. Los datos
no cumplieron con las premisas de normalidad y homogeneidad de varianza (Kolmogorov-
Smirnov & Liliefors / Shapiro — Wilk) por lo cual todos los resultados se analizaron mediante los

test no paramétricos de Kruskal-Wallis.
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5.2. Mortalidad en Ninfas NI

Evaluacion de la actividad insecticida en esternitos de R. prolixus NI.
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Figura 12. Muestra la actividad insecticida de los 24 anédlogos sintéticos de girgensohnina a las 72
horas y 500 mg.L™? en ninfas de | estadio de Rhodnius prolixus en la topicacion de esternitos, se
aplicé el Test de Kruskal-Wallis: H (25, N= 78) =59, 04579 p = 0,0001 los asteriscos representan
las moléculas con diferencias significativas (p < 0,05) respecto al control negativo (acetona),
Median Test, Overall Median = 0,00000; Mortalidad esternitos NI (Spreadsheet2) Independent
(grouping) variable Chi-Square = 45,91562 df = 25 p = 0,0066.

La moléculas con mayor porcentaje de actividad insecticida fueron: AL119, AL184, AL185,
AL117 y AL114 con 85%2,6%, 66 +2,7%, 64+3,4%, 45+1,4% y 27+1% por ciento de mortalidad

siendo la AL119 la mejor molécula con 85+2,6% de mortalidad presentado en este bioensayo.
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Evaluacion de la actividad insecticida en terguitos de R. prolixus NI.

Boxplot by Group
Variable: MORTALIDAD TERGUITOS NI
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Figura 13. Muestra la actividad insecticida de los 24 analogos sintéticos a las 72 horas y 500 mg.L-
1 en ninfas de | estadio de Rhodnius prolixus en la topicacion de terguitos, se aplicé el test de
Kruskal-Wallis: H ( 25, N= 78) =62,34683 p =,0000 Median Test, Overall Median = 0,00000 los
asteriscos representan las moléculas con diferencias significativas (p < 0,05) respecto al control
negativo (acetona). Median Test, Overall Median = 0, 00000; Mortalidad Terguitos NI
(Spreadsheet5) Independent (grouping) variable:MOLECULAS Chi-Square = 50,68687 df = 25
p = 0,0018. Las moléculas con mayor porcentaje de actividad insecticida fueron: AL184, L185,
AL117, AL114 y AL119 con 67+0,07%, A 63+0,06%, 29+0,1%, 38+0%, 21+0,04%, por ciento
de mortalidad siendo la AL184 la mejor molécula con 67+0,07% de mortalidad presentado en este
bioensayo.
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Mortalidad En Ninfas NV

Evaluacion de la actividad insecticida en esternitos de R. prolixus NV.
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Figura 14. Actividad insecticida de los 24 analogos sintéticos a las 72 horas y 1500 mg.L™ en
ninfas de V estadio de Rhodnius prolixus en la topicacion de Esternitos, se aplico el Test de
Kruskal-Wallis: H (25, N= 78) = 49, 14073 p =0,0027 en este caso las moléculas presentaron
diferencias significativas (p < 0,05) respecto al control negativo (acetona). Median Test, Overall
Median = 0,00000; Mortalidad esternitos NV (Spreadsheet2) Independent (grouping) variable:
MOLECULA Chi-Square = 46,53103 df = 25 p = 0,0056. La moléculas con mayor porcentaje de
actividad insecticida fueron: AL184, AL119 y AL114 con 8+0,1%, 7 +0,04% y 6+0,07% por
ciento de mortalidad siendo la AL184 la mejor moléculas con 8+0,1% de mortalidad presentado
en este bioensayo.
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Evaluacion de la actividad insecticida en terguitos de R. prolixus NV

Boxplot by Group
Variable: MORTALIDAD TERGUITOS NV
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Figura 15. Muestra la actividad insecticida de los 24 analogos sintéticos a las 72 horas y 1500
mg.L? en ninfas de V estadio de Rhodnius prolixus en la topicacion de Terguitos. Test de Kruskal-
Wallis: H (25, N=78) =49,14073 p =0,0027 en este caso las moléculas con presentaron diferencias
significativas (p < 0,05) respecto al control negativo (acetona). Median Test, Overall Median =
0,00000; Mortalidad Terguitos NV (Spreadsheetl) Independent (grouping) variable: MOLECULA
Chi-Square = 55,46667 df = 25 p = 0,0004. Las moléculas con mayor porcentaje de actividad
insecticida fueron: AL184, AL119 y AL114 con 6+0,0%; 4+0,04%; 3 +0% por ciento de
mortalidad siendo la AL184 la mejor moléculas con 6+0,0% de mortalidad presentado en este
bioensayo.

5.3. Bioensayos dosis letales

Dosis letales DLsoy DLgs (ppm) bioensayo en esternitos de la mejores moléculas con actividad
insecticida: AL114, AL117, AL119, AL184 y AL185 alas 72 h en ninfas | estadio de Rhodnius
prolixus.; con Intervalos de confianza de (95%). DLso: dosis letal que causa la mortalidad al 50%
de las ninfas expuestas al tratamiento. DLos: dosis letal que causa la mortalidad al 95% de las

ninfas expuestas al tratamiento. X2:Chi-cuadrado (Tablas 6 y 7).
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Dosis Letales Esternitos NI

Tabla 6.

En esternitos las mejores DLsoy DLogs las presento la molécula AL184 con 182,9 mg.Ly 6228,9
mg.L ™ debido a que son las concentraciones mas bajas, es decir que se requiere una dosis mas
baja de compuesto para eliminar entre el 50 y 95 % de las ninfas evaluadas.

DOSIS LETALES ESTERNITOS (mg.L?)

MOLECULA DLso DLogs X2
AL 114 (2263,881222,34) (3446?76-4;2155,9) 3,17
AL 117 (427,78?1559,5) (72831%2‘31’35738) 2,98
AL 119 (323?2?55;7,4) (46711,3-327173093) 2.4
AL 184 (1141,2-22’36,5) (363?,212-83’8248) 2,06
AL185 (473??11%04) (395?)%3216) 242

Dosis Letales Terguitos

Tabla 7.

En terguitos las mejores DLsoy DLgs las presento la molécula AL184 con 526,4mg.Ly 4898
mg.L™ debido a que son las concentraciones méas bajas, es decir que se requiere una dosis mas
baja de compuesto para eliminar entre el 50 y 95 % de las ninfas evaluadas.

DOSIS LETALES TERGUITOS(ppm)

MOLECULA DLso DLes X
AL 114 (632.;3-813563.1) (56951.2?114?6915) e
AL 117 (568,825-1’6281, 1) (914:(%)%1502116) HoL
AL 119 (4386?2%36,8) (475;,116328’(;154,6) i
AT (4055,5?7’34,7) (242;2?285130) 202
AL1ES 10206,3 28922 1,15

(791,8-20881,7) (8009,2-673534)
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5.4. Exposicion a superficies tratadas

5.4.1. Impregnacion de superficies porosas y no porosas

Actividad Insecticida En Superficies No Porosas Ninfas NI

Boxplot by Group
Variable: MORTALIDAD SUPERFICIES NO POROSAS NI
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Figura 16. Actividad insecticida de las moléculas AL184, AL185, AL119, AL114 y AL117 alas
72 horas y 500 mg.L-1 en ninfas de | estadio de Rhodnius prolixus en la exposicién a superficies
No Porosas. Test de Kruskal-Wallis H ( 6, N=21) =18,58344 p =,0049 en este caso las moléculas
presentaron diferencias significativas (p < 0,05) respecto al control negativo (acetona). Median
Test, Overall Median Test, Overall Median = ,750000; MORTALIDAD SUPERFICIES NO
POROSAS NI (Spreadsheet10) Independent (grouping) variable: MOLECULA Chi-Square =
15,55556 df = 6 p = ,0164. La moléculas con mayor porcentaje de actividad insecticida en el
bioensayo de superficies no porosas fueron: AL184, AL185, AL119, AL114 y AL117 con
67+0,03%; 63+0,06%; 60+0,07%; 52+0,03%, 46+0,03%, porciento de mortalidad siendo la
AL184 la mejor moléculas con 67+0,03% de mortalidad presentado en este bioensayo.
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Actividad Insecticida En Superficies Porosas Ninfas NI

Boxplot by Group
Variable: Mortalidad Superficies Porosas
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Figura 17. Actividad insecticida de las moléculas AL184, AL185, AL114, AL117 y AL119 a las
72 horas y 500 mg.L en ninfas de | estadio de Rhodnius prolixus en la exposicion a superficies
Porosas. Test de Kruskal-Wallis H ( 6, N= 21) =14,02580 p =0,0294 en este caso las moléculas
presentaron diferencias significativas (p < 0,05) respecto al control negativo (acetona). Median
Test, Overall Median = 0,166666; Mortalidad Porosas NI (Spreadsheet14) Independent (grouping)
variable: MOLECULA Chi-Square = 10,11111 df = 6 p = 0,1201. La moléculas con mayor
porcentaje de actividad insecticida en el bioensayo de superficies no porosas fueron: AL184,
AL185, AL114, AL117 y AL119 con 19+0,06%; 17+0,1%; 17+0,07%; 10+0,1%, 8+0,1%,
porciento de mortalidad siendo la AL184 la mejor moléculas con 19+0,06% de mortalidad
presentado en este bioensayo.
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5.4.2. Mortalidad En Superficies De Ninfas NV.

Actividad Insecticida En Superficies No Porosas Ninfas NV
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Figura 18. Actividad insecticida de las moléculas AL114, AL117, AL119, AL184 y AL185a las
72 horas y 500 mg.L* en ninfas de V estadio de Rhodnius prolixus en la exposicion a superficies
No Porosas. Test de Kruskal-Wallis H (6, N= 21) =12, 88889 p = 0,0448 en este caso las
moléculas presentaron diferencias significativas (p < 0,05) respecto al control negativo (acetona).
Median Test, Overall Median = 0,00000; Moortalidad No Porosas NV (Spreadsheetl19)
Independent (grouping) variable: MOLECULA Chi-Square = 10,11111 df = 6 p = 0,1201. La
moléculas con mayor porcentaje de actividad insecticida en el bioensayo de superficies no porosas
fueron:, AL184, AL185, AL119 y AL117 con 4+0,03%; 4+0,03%; 2+0 %; 2+0 % y 0% por ciento
de mortalidad siendo la AL114 la mejor moléculas con 4+0,03% de mortalidad presentado en este
bioensayo.
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Actividad Insecticida En Superficies Porosas Ninfas NV

Boxplot by Group
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Figura 19. Actividad insecticida de las moléculas AL114, AL117, AL119, AL184 y AL185 a las
72 horas y 500 mg.L ™ en ninfas de V estadio de Rhodnius prolixus en la exposicion a superficies
Porosas. Test de Kruskal-Wallis H ( 6, N=21) =17,47368 p = 0,0077 en este caso las moléculas
No presentaron diferencias significativas (p <0,05) respecto al control negativo (acetona). Median
Test, Overall Median = 0,00000; Mortalidad Porosas NV (Spreadsheet24) Independent (grouping)
variable: MOLECULAS Chi-Square = 17,32500 df = 6 p = 0,0082. Los porcentajes de mortalidad
en superficies porosas fueron: AL114, AL184, AL185, AL119 y AL117 con 0%; 0%; 0%; 0% y
0% por ciento de mortalidad presentado en este bioensayo.
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5.4.3. Signos De Intoxicacion

Comportamientos Por Intoxicacion
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Figura 20. Durante el bioensayo en las superficies no porosas se observd agrupamientos de las
ninfas NI como reaccion al contacto con las moléculas probadas.
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Distension Abdominal En Ninfas NI'Y NV Por Exposicion A Los Compuestos Evaluados.
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Figura 21 (A- B.-C.) Vista posterior, anterior y lateral de ninfas NI del control negativo en

comparacion con ninfas NV (D.- E.-F.) en distension abdominal en por exposicién a los
compuestos evaluados
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Figura 22. (A.- B.-C.) Vista posterior, anterior y lateral de ninfas NV del control negativo en
comparacion con ninfas NV (D.- E.-F.) en distension abdominal en por exposicién a los
compuestos evaluados
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5.5. Actividad locomotora.

Actividad Locomotora Presentada En Ninfas NI.

Tabla 8.
Muestra la actividad locomotora de las ninfas expuestas por topicacion a las moléculas AL114,
AL117, AL119, AL184, AL185.a 195 mg.L y 695 mg.L™.

ACTIVIDAD LOCOMOTORA 195 PPM

MOLECULAS MOVIMIENTO/AREA Desviacion Estandar
AL 114 4640,09 0,014
AL 117 3463,99 0,033
AL 119 2258,62 0,012
AL 184 6319,90 0,043
AL 185 3901,95 0,061
Acetona 3204,01 0,024
Deltametrina 4096,05 0,000

ACTIVIDAD LOCOMOTORA 695 PPM

MOLECULAS MOVIMIENTO/AREA Desviacion Estandar
AL 114 2751,99 0,048
AL 117 1425,18 0,033
AL 119 2429,26 0,028
AL 184 5078,72 0,055
AL 185 2378,73 0,045
Acetona 3204,01 0,056
Deltametrina 4096,05 0,000

Las moléculas AL114 y AL184 reportan signos de hiperactividad a 195 mg.L? respecto al
control negativo (acetona) y similares al del control positivo (deltametrina).Por otro lado Las
moleculas AL117, AL119 y AL185 no reportan diferencias significativas en la actividad
locomotora respecto al control negativo (acetona) a 195 mg.L! y a 695 mg.L™? las moléculas

AL114 y AL184 reportan una disminucion de la actividad locomotora.
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5.6. Inhibicion In Vitro de la enzima AChE

Tabla 9.

Muestra las 1Cso Concentracion Inhibitoria 50 % de La Enzima AChE por las moléculas AL114,
AL117, AL119, AL184, AL185y los inhibidores de referencia Galanthamine y Diazinon
(Carrefio Otero et al., 2014). Siendo la AL185 la molécula que presenta la menor ICsp, 10 que
indica que se requiere solo 8,78 pug/mL de AL185 para inhibir el 50% de AchE.

I1Cs0 Concentracion Inhibitoria 50 % De La Enzima AChE

AL 114 33,8 pg/mL
AL 117 33.69 pg/mL
AL 119 33 pg/mL

AL123 0,44 pg/mL
AL 184 GINGER 20,1 pg/mL
AL 185 8,78 pg/mL
Galanthamine 0.30 pg/mL
Diazinon 0.57 pg/mL

Las concentraciones Inhibitorias 50 % de la enzima AChE ICso, més bajas en la inhibicion, son
consideradas las de mejor respuesta. en nuestro caso las moléculas AL114, AL117, AL119
presentaron concentraciones Inhibitorias 1Cso de 33,8 pg/mL, 33.69 pg/MIl y 33 pg/mL
respectivamente, estas se mantuvieron relativamente iguales a diferencia de las moléculas
AL184,AL185 y AL123 que presentaron concentraciones Inhibitorias 1Cso méas bajas a 20,1
pg/mL, 8,78 pg/mL y 0,44 pug/mL respectivamente, considerandose asi las de mejor inhibicién
debido a que se requiere una menor concentracion de compuesto para inhibir la enzima AChE y
que comparadas con los inhibidores de referencia Galanthamine con( 1Cso de 0.30 pg/mL) y el

insecticida Diazinon con ICso de (0.57 pg/mL ) las diferencias nos son significativas.
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5.7. Determinacion de la actividad ovicida in vivo de Rhodnius prolixus

La mayor actividad ovicida en funcion de la inhibicion de la eclosion se observé a los 16 dias a 25
mg.L-1, 125 mg.L-1, 500 mg.L %, 800 mg.L* y 1500 mg.L? en los bioensayos de topicacion de
huevos. No hubo inhibicién de la eclosion ni mortalidades para los controles con acetona en los
tratamientos utilizados. Los datos no cumplieron con las premisas de normalidad y homogeneidad
de varianza (Kolmogorov-Smirnov & Liliefors / Shapiro — Wilk) por lo cual todos los resultados
se analizaron mediante los test no paramétricos de Kruskal-Wallis y U de Mann WhitneyVer (

figura 22).
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Inhibicion De Eclosion En Huevos De Rhodnius Prolixus Por Exposiciéon A Anélogos

Sintéticos Del Alcaloide Girgensohnina.

Inhibicidén de Eclosién en Huevos de Rhodnius prolixus por exposicidn a analogos sinteticos del Alcaloide
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Figura 23. Evaluacion de la actividad Inhibitoria de la eclosion en huevos de Rhodnius prolixus
por las moléculas AL114, AL117, AL119, AL184, AL185 y controles a 25 mg.L™? Kruskal-Wallis
test: H ( 6, N= 21) =17,55615 p =0,0074 ; a 125 mg.L? Kruskal-Wallis test: H ( 6, N= 21)
=16,68033 p =0,0105 ; a 500 mg.L™* Kruskal-Wallis test: H ( 6, N= 21) =17,06122 p =0,0091 ;a
800 mg.L* Kruskal-Wallis test: H ( 6, N= 21) =16,93923 p =0,0095 ; a 1500 mg.L? Kruskal-
Wallis test: H ( 6, N= 21) =16,94615 p =0,0095. en estos casos las moléculas presentaron
diferencias significativas (p < 0,05) respecto al control negativo (acetona), evidenciandose un
aumento en la inhibicion de la eclosién a medida que se aumenta las concentraciones en las
diferentes moléculas, siendo la molécula AL185 con 83+0% la que genero el mayor porcentaje de
inhibicion de la eclosion.
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5.8.1 Control negativo Acetona.

Huevos viables en el control negativo con Acetona.

Pabén, JP 2017

Figura 24.A) Se muestran huevos viables comparados con patrén prospectivo en la embriogénesis
temprana de Rhodnius prolixus en las fases de n y (Berni et al.2014) B) a.)Embriones en fase de
finalizacién de la segmentacion 72 horas de oviposicion donde se aprecian la segmentacién
definida en los embriones C) b) y c) embriones totalmente formada en continuidad de crecimiento

96 horas de oviposicion.
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5.7.2. Respuesta en impregnacion por molécula AL114.

.‘\ a'
Pabtn, JP 2017 imm || Pabon JP 2017 1mm

Figura 25. Inhibicion de la eclosion de huevos de Rhodnius prolixus expuestos a 1500 mg.L? de
AL 114, donde se aprecia posible inhibicion de crecimiento (a) y disminucion de tanizacion (b).

Figura 26. a) Huevo de control negativo comparado con b.) Huevo no eclosionado de Rhodnius
prolixus expuesto a 1500 mg.L? de AL114, con dultima lectura a 16 dias del bioensayo se
evidencia posible inhibicion de crecimiento.
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5.7.3. Respuesta en impregnacién por molécula AL117
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Figura 27. Impregnacién por Molécula AL117 A) Inhibicion de la eclosion y muerte post eclosion
de ninfas NI a 800 mg.L? B) Inhibicién de la eclosion y muerte post eclosion a 1500 mg.L?, la
mortalidad presentada en las ninfas eclosionadas se debe posiblemente al contacto con la molécula
expuesta en la superficie de la caja de Petri, otro factor por el cual se puede presentar este tipo de
mortalidades es toxicidad demorada segun (O"Brien.R., 1960).

5.7.4. Respuesta en impregnacion por molécula AL119

2mm A 2mm 4

Figura 28. Impregnacion por Molécula AL119 A) Inhibicion de la eclosion y muerte post eclosion
a 500 mg.L?, también se observo agrupamiento entre ninfas como respuesta el contacto con las
moléculas especialmente al ser las superficies no porosas. B) Inhibicion de la eclosion y muerte
post eclosion a 800 mg.L™. La mortalidad presentada en las ninfas eclosionadas se debe
posiblemente al contacto con la molécula expuesta en la superficie de la caja de Petri, otro factor
por el cual se puede presentar este tipo de mortalidades es toxicidad demorada segin (O Brien.R.,
1960).
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5.7.5. Respuesta en impregnacion por molécula AL184

1mm

Figura 29. Impregnacion por molécula AL184 a 800 mg.L™ A) huevos no eclosionados de
Rhodnius prolixus, donde se aprecian embriones con distension abdominal como signo de
toxicidad por exposicion a compuestos con naturaleza insecticida (Moretti, A. N. 2015) en
comparacion con los huevos viables del control negativo B).

5.7.6. Respuesta en impregnacion por molécula AL185

Figura 30. Impregnacion por molécula AL185 A) huevos no eclosionados con embriones de
Rhodnius prolixus en distension abdominal a) como signo de toxicidad por exposicion a
compuestos con naturaleza insecticida (Moretti, A. N. 2015) asi como inhibicion de crecimiento.
B) Inhibicion de la eclosion y muerte post eclosion a 1500 ppm. La mortalidad presentada en las
ninfas eclosionadas se debe posiblemente al contacto con la molécula expuesta en la superficie
(O’Brien.R., 1960).
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5.7.7. Control Positivo Deltametrina.

Figura 31. Control Positivo Deltametrina, se presento inhibicion de la eclosion en un 95 % de los
huevos A) también mostré disminucién de la tanizacion asi como embriones de Rhodnius prolixus
en distension abdominal (Moretti, A. N. 2015) en B), C) y D) Mortalidad presentada en las ninfas
eclosionadas porl contacto con la molécula expuesta en la superficie (O"Brien.R., 1960).
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6. Discusion

6.1. Susceptibilidad de ninfas NI y NV de R. prolixus a 24 analogos sintéticos del alcaloide

girgensohnina mediante topicacion en terguitos, esternitos y superficies porosas y no porosas.

La superficie cuticular de triatominos est4 cubierta por una fina capa de lipidos, principalmente
hidrocarburos, ésteres de cera, alcoholes grasos y acidos grasos libres o esterificados, estos lipidos
desempefian un papel importante en la prevencién de desecacion letal, regulando la absorcion de
productos quimicos y la penetracion de microorganismos especialmente hidrofilicos
(Juarez,M.P.,& Fernandez, G. C. 2007) los analogos sintéticos evaluados son moléculas
hidrofébicas y al ser aplicadas tdpicamente en terguitos y esternitos estas lograron atravesar la
cuticula de las ninfas de primer estadio NI. (Hadaway, et al., 1971; Germano., 2012; Cuadros, M.J
2014), sin embargo la respuesta obtenida en la ninfas de quinto estadio NV fue menor respecto a
la NI ver (figura 12; figura 14), posiblemente debido al procesos de toxicocinética en cada uno de
los estadios (Reyes, M., Angulo, V. M., & Sandoval, C. M. 2007 ; Alzogaray et al., 2001)o
tanizacion, es decir al aumento en la esclerotizacion a medida que aumenta el estadio ninfal
(Haroldo T., et al 2003). Esto a su vez permite identificar las areas con mejor respuesta a los
bioensayos por topicacion; especificamente los intersegmentos articulatorios y apéndices, pues
estas son las zonas menos esclerosadas del insecto. (Haroldo T. et al., 2003) segun (Alzogaray, et

al., 1996; Juarez & Fernandez., 2007; Reyes et al., 2007; Caceres et al., 2011; Germano, 2012). La
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baja esclerotizacion en las ninfas NI favorece la susceptibilidad de las mismas a sustancias
externas.

En el caso de los bioensayos en superficies la mejor respuesta insecticida se obtuvo en las
superficies No Porosas (figura 16) esta respuesta posiblemente se deba a que los analogos
sintéticos son compuestos no volatiles que al ser disueltos en un solvente volatil como acetona
permiten que se formen nuevamente los cristales dejando residuos en las superficies (Cuadros M.J.,
2014), esta caracteristica permitio que las ninfas se impregnaran de los compuestos especialmente
con sus apéndices, adicionalmente se observd a manera de comportamiento que las ninfas se
agruparon unas con otras (figuras 20-21) , este agrupamiento generd una mejor dispersion de los
compuestos entre las ninfas por ende una mayor mortalidad, por otro lado la baja respuesta
evidenciada en la superficies porosas se debié a que los poros del papel filtro retienen las
particulas, disminuyendo la disponibilidad y la interaccion insecto - sustancia. Rojas de Arias et
al., 2003.

Otras respuestas observadas fueron los signos de intoxicacién, dentro de los cuales se
identificaron; movimientos anormales de probdscide y antenas , incoordinacion, paralisis de patas,
volteo e incapacidad para regresar a la posicién y distencion abdominal (figura 21), sintomas
similares a los que producen insecticidas neurotoxicos como los organofosforados y piretroides
(Wood et al. 1982) (Alzogaray et al. 1997), estos sintomas sugieren que el sitio de accién principal

se encuentra en el sistema nervioso de los insectos(Moretti, A. N. 2015).
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6.2 Inhibicion In Vitro De La Enzima AChE.

En la determinacion Inhibitoria de enzima AChE comercial se utilizo el método modificado
(Ellman en 1961)(figura 9) en el cual las moléculas que presentaron los mejores ICso
(Concentraciones Inhibitorias 50 % de la enzima AChE), mas bajas en la inhibicion, son
consideradas las de mejor respuesta; cabe resaltar que para el caso del alcaloide girgensohnina ya
han sido reportadas otros andlogos sintéticos con Concentraciones Inhibitorias ICso de la enzima
AChE(Carrefio Otero et al., 2014) en nuestro caso las moléculas AL114, AL117, AL119
presentaron concentraciones Inhibitorias 1Cso de 33,8 pg/mL, 33.69 pg/MIl y 33 pg/mL
respectivamente, estas se mantuvieron relativamente iguales a diferencia de las moléculas AL184,
AL185 y AL123 que presentaron concentraciones Inhibitorias 1Cso més bajas a 20,1 pug/mL, 8,78
pg/mL y 0,44 pg/mL respectivamente, considerandose asi las de mejor inhibicion debido a que se
requiere una menor concentracion de compuesto para inhibir la enzima AChE y que comparadas
con los inhibidores de referencia Galanthamine con( 1Cso de 0.30 pg/mL) y el insecticida Diazinon
con ICso de (0.57 pg/mL ) las diferencias nos son significativas ver ( tabla 9).

Sin embargo a pesar que la molécula AL123 presentd el I1Cso (0,44 pug/mL) inclusive mas bajo
que el insecticida de referencia Diazinon, esta no evidencio ninguna respuesta en mortalidad en
ninfas NI y NV de Rhodnius prolixus por ninguno de los bioensayos realizados. Los efectos
observados, pueden estar relacionados con este mecanismo de accion de la molécula pues debe
tenerse en cuenta la habilidad de los diferentes compuestos para penetrar la cuticula, las barreras
intestinales y las diferentes solubilidades en la hemolinfa de los insectos (Ryan & Byrne., 1988)
pues esos factores influyen en la migracion de los diferentes compuestos a los sitios colinérgicos.

(Castillo M.R., 2015).
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Esta prueba de inhibicién de la AChE refuerza los resultados de mortalidad presentados en los
bioensayos por topicacion y superficies, pues evidencia la accion de las moléculas con afectacion
sobre el sistema nervioso especialmente en la AChE. Segin (Ryan & Byrne, 1988). Los
compuestos que inhiben o activan la AChE causan la acumulacion de acetilcolina en el sitio de
unién colinérgico, causando una estimulacion continua de las fibras nerviosas a través del sistema

nervioso periférico y central, seguido por paralisis y muerte.

6.3 Evaluacion del efecto de las mejores moléculas con capacidad insecticida sobre la

actividad locomotora de ninfas NI de Rhodnius prolixus.

En la prueba de actividad locomotora las moléculas AL114 y AL184 reportaron signos de
hiperactividad a 195 mg.L™ respecto al control negativo y similar al control positivo (deltametrina)
la hiperactividad es el primer sintoma visible en insectos intoxicados (Gammon, 1978; Toth y
Sparks, 1990; Alzogaray et al. 1997) Las moléculas AL117, AL119 y AL185 no reportaron
diferencias significativas en la actividad locomotora respecto al control negativo a 195 mg.L™%; por
otro lado a 695 mg.L™ las moléculas AL114 y AL184 reportan una disminucion de la actividad
locomotora, esta respuesta se debe posiblemente a que el aumento en la dosis de 195 mg.L™ a 695
mg.L? y cercana a las DLso reportadas en este mismo trabajo para estas moléculas ver (tabla 9)

(Alzogaray et al. 2013;Moretti, A. N., 2015).
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6.4 Determinacion de la actividad ovicida in vivo, en huevos de R. prolixus

La mayor actividad ovicida en funcidn de la inhibicion de la eclosién se observd en las moléculas
AL114, AL117, AL119, AL184 y AL185 a los 16 dias de inicio del bioensayo y con 20 dias de
oviposicion tomando como referencia el tiempo promedio de incubacion de los huevos de R.
prolixus de 15,4 dias (Arévalo, A..et al 2007; Ledezma E. et al., 2002) a concentraciones de 25
mg.L?, 125 mg.L?, 500 mg.L?, 800 mg.L? y 1500 mg.L? (figura 22) ,en los bioensayos de
topicacion de huevos y no se presento inhibicion de la eclosion ni mortalidades post eclosion en el
control negativo con acetona. Los datos no cumplieron con las premisas de normalidad y
homogeneidad de varianza (Kolmogorov-Smirnov & Liliefors / Shapiro — Wilk) por lo cual todos
los resultados se analizaron mediante los test no paramétricos de Kruskal-Wallis y U de Mann
Whitney.

Se observd aumento en la inhibicion de la eclosion a medida que se aumentaron las
concentraciones en cada una de las moléculas, adicionalmente se presentaron mortalidades en la
ninfas NI que eclosionaron, posiblemente se deba a que la superficie no porosa de las cajas de Petri
quedaron impregnada con las moléculas al momento de topicar los huevos, este resultado reafirma
la eficiencia de los compuestos evaluados.

En la revision estereoscopica de los huevos no eclosionados se observaron patrones posibles de
toxicidad, como es el caso de la distension abdominal en embriones, bajo nivel de tanizacion e
inhibicidn de crecimiento ver (figuras 28-34). Algunos autores sugieren que se favorece la accion
ovicida por contacto por topicacion, pues permite su adhesion y solubilizarian de los compuestos
en la capa mas externa del corion (P de villar, M., 1979) también sugieren que estos tipos de

respuesta en diferentes dias se deba al fendmeno de toxicidad demorada donde huevos tratados en
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diferentes estadios de su embriogénesis contintan su desarrollo embrionario muriendo durante el
ultimo dia del mismo, poco antes o durante la eclosion (O"Brien.R., 1960) este fendmeno se debe

a la lesién bioquimica critica responsable de la muerte demorada del embrion.

7. Conclusiones

e Los anélogos sintéticos AL114, AL117, AL119, AL184 y AL185 del alcaloide
Girgensohnina presentaron actividad insecticida en ninfas de | estadio de R. prolixus.

e La actividad insecticida de los analogos sintéticos del alcaloide Girgensohnina presento
variaciones en funcién del bioensayo aplicado. Los mejores métodos fueron la topicacion en
terguitos/esternitos y superficies no porosas con una alta actividad frente a las superficies porosas
donde se presento baja actividad especialmente en ninfas de | estadio.NI.

e Las moléculas que presentaron mayor actividad insecticida en ninfas de | estadio NI fueron
AL114, AL117, AL119, AL184 y AL185.

e En ninfas de V estadio NV hubo muy baja actividad insecticida en cada uno de los
tratamientos y moléculas evaluadas.

e Se logré cuantificar la actividad locomotora en Ninfas de primer estadio NI de Rhodnius
prolixus por accion de anélogos sintéticos del alcaloide Girgensohnina.

e Los andlogos sintéticos AL114 y AL184 del alcaloide Girgensohnina mostraron efecto
hiperactivante en ninfas de primer estadio NI de Rhodnius prolixus con valores superior a la del

control positivo (deltametrina).
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e Se Identificd in vitro la actividad inhibitoria de las moléculas AL114, AL117, AL119,
AL184 y AL185 frente a la enzima AChE de R. prolixus. Siendo la AL185 la que presento ICso a
una menor concentracion.

e Las moléculas AL114, AL117, AL119, AL184 y AL185 presentaron actividad ovicida in

vivo, en huevos de R. prolixus.
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