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RESUMEN

TITULO: TOXICIDAD DE LA ALFA-CIPERMETRINA Y SU EFECTO SOBRE LA ACTIVIDAD
LOCOMOTORA EN NINFAS DE PRIMER ESTADIO DE TRIATOMA DIMIDIATA (LATREILLE,
1811) (HEMIPTERA: REDUVIIDAE: TRIATOMINAE)*

AUTOR: Victor Hugo Parra Rey**
PALABRAS CLAVE: Triatoma dimidiata, enfermedad de Chagas, alfa-cipermetrina, hiperactividad.
CONTENIDO

Triatoma dimidiata (Hemiptera: Reduviidae: Triatominae) es una de las principales especies que se
relacionan con la transmisién de Trypanosoma cruzi en Colombia, el cual ocasiona la enfermedad
de Chagas. En las campaifias de control de triatominos, los insecticidas piretroides son los que han
tenido mayor éxito; con el uso de éstos, se han definido varios sintomas de intoxicacion en los
insectos que ocasionan hiperactividad y muerte. El fin de esta trabajo fue determinar la
susceptibilidad y/o resistencia para el principio activo alfa-cipermetrina en ninfas de primer estadio
de T. dimidiata, y evaluar su efecto en la actividad locomotora. Se utilizé el protocolo de evaluacién
de la actividad insecticida en triatominos (técnica de aplicacién tépica) de la OMS para T. dimidiata
en una cepa susceptible (cepa de laboratorio) y en una cepa de campo (Capitanejo, Santander). El
efecto de la actividad locomotora se registré al exponer ninfas de primer estadio de T. dimidiata
(cepa de laboratorio) sobre papel filtro impregnado con alfa-cipermetrina (0,1-10 pg/cmz); los
movimientos fueron registrados durante 30 minutos con una camara de video conectada a un
analizador de imagenes. Los valores de las dosis letales 50 (DLs) de las ninfas de laboratorio y
campo, expresados en nanogramos por insecto, fueron 1,75 y 2,27; respectivamente. Los valores
de las dosis letales 99 (DLgg) fueron 14,45 y 18,12 para la cepa de laboratorio y campo,
respectivamente. La cepa de campo presentd un valor del grado de resistencia de 1,29X. Se
registré hiperactividad en las dosis utilizadas de alfa-cipermetrina. La comparaciéon de la DLg ¥
DLgy entre la cepa de laboratorio y de campo, indic6 que ambas cepas son susceptibles a la alfa-
cipermetrina. El valor encontrado del grado de resistencia en la cepa de campo indic6 que es
susceptible. La hiperactividad encontrada esta relacionada con la susceptibilidad a la alfa-
cipermetrina.

*Proyecto de Grado
** Facultad Ciencias, Escuela de Biologia, Director, Victor Manuel Angulo



ABSTRACT

TITLE: TOXICITY OF ALPHA-CYPERMETHRIN AND ITS EFFECT ON LOCOMOTOR ACTIVITY
IN FIRST INSTAR NYMPHS OF TRIATOMA DIMIDIATA (LATREILLE, 1811) (HEMIPTERA:
REDUVIIDAE: TRIATOMINAE)*

AUTHOR: Victor Hugo Parra Rey**
KEY WORDS: Triatoma dimidiata, Chagas disease, alpha-cypermethrin, hyperactivity.

CONTENT

Triatoma dimidiata (Hemiptera: Reduviidae: Triatominae) is one of the main species that they are
related to the transmission Trypanosoma cruzi in Colombia, which causes Chagas disease. In
campaigns of triatomines control, pyrethroid insecticides are those that they have been most
successful; using these, several symptoms of poisoning have been defined in insects that cause
hyperactivity and death. The aim of this work was to determine the susceptibility and/or resistance
to the active alpha-cypermethrin in first instar nymphs of T. dimidiata, and to evaluate its effect on
locomotor activity. Evaluation protocol of insecticidal activity in triatomines (topical application
technique) of WHO for T. dimidiata was used in a susceptible strain (laboratory strain) and in a field
strain (Capitanejo, Santander). The effect of locomotor activity was registered by exposing first
instar nymphs of T. dimidiata (laboratory strain) on filter paper impregnated with alpha-cypermethrin
(0.1-10 pg/cm®); the movements were recorded for 30 minutes with a video camera connected to an
image analyzer. Lethal dose 50 values (LDsp) of laboratory and field nymphs, expressed in
nanograms per insect were 1.75 and 2.27; respectively. Lethal dose 99 values (LDgyg) were 14.45
and 18.12 for the laboratory strain and field, respectively. The field strain showed a degree of
resistance value of 1.29X. Hyperactivity was registered at doses used of alpha-cypermethrin.
Comparison of the LDsy and LDgg between the field and laboratory strain indicated that both strains
are susceptible to alpha-cypermethrin. Hyperactivity found is related with susceptibility to alpha-
cypermethrin.

* Work of Degree
** Faculty of Sciences, Biology School, Director, Victor Manuel Angulo



INTRODUCCION

La enfermedad de Chagas es una antropozoonosis cuyo agente causal
es Trypanosoma cruzi, transmitido por insectos hematéfagos de la subfamilia
Triatominae, en la cual se cuentan actualmente 141 especies (Jurberg et al, 2009;
Schofield et al, 2009). Esta enfermedad est4d ampliamente distribuida en el
continente americano y existen reportes en paises no endémicos, como Estados
Unidos y Espaia (Rassi et al, 2009; Schmunis & Yadon, 2010). En Colombia, se
estima que cerca del 5 % de la poblacion se encuentra infectada con el paréasito y
aproximadamente, el 11 % estd en riesgo de contraer la infeccién (Moncayo &
Silveira, 2010; Moncayo, 2003).

Actualmente no existe una vacuna y por tanto el control de la enfermedad se basa
en la deteccion en bancos de sangre para prevenir la transmision por transfusion,
mejoramiento de viviendas y la eliminacion de los vectores con el uso de

insecticidas de accidn residual (Silveira & Vinhaes, 1999; Schmuiiis, 1999).

Rhodnius prolixus y Triatoma dimidiata son especies de gran importancia en la
transmision del agente causal, las cuales presentan una amplia distribucién en
Centroamérica y norte de Suramérica (Guhl, 2009). En el pais T. dimidiata se
distribuye en 15 de los 32 departamentos, donde ocupa hébitats silvestres,
peridomésticos y domésticos (Guhl et al, 2007); esta situacion, ha ocasionado
dificultades para su control debido principalmente a su capacidad de reinfestar
viviendas tratadas a partir de poblaciones peridomésticas y silvestres (Monroy et
al. 2003; Nakagawa et al. 2005).

El uso de insecticidas contra triatominos representa la medida mas préctica y
eficaz para reducir la endemia que afecta a Latinoamérica (Zerba, 1988).

Actualmente los insecticidas piretroides son los compuestos quimicos mas



exitosos para el control de triatominos (Casabé et al, 1988). Sin embargo, la
aparicion de resistencia a insecticidas debido al uso intensivo e indiscriminado de
plaguicidas, la falta de continuidad en los programas de control y las fallas en las
forma de aplicacion han contribuido al desarrollo de resistencia como un resultado
de seleccion de genes mutantes que la causan lo que ha ocasionado problemas

en la ejecucion de los programas de control (Chavasse & Yap, 1997).

En los insectos, los efectos de los insecticidas piretroides producen alteracion del
sistema nervioso que producen incoordinacion, hiperactividad y muerte. (Bradbury
& Coats, 1989; Benoit et al, 1986; Narahashi, 1996). La observacion de estos
patrones de movimiento en los triatominos no es tan simple y requiere de la
utilizacion de técnicas como la aplicacién topica y el uso de equipos por
observacion automatizada para cuantificar el incremento en la locomocion, lo cual

permitira estimar con precision los sintomas de intoxicacion (Buresova et al, 1986).

Este trabajo tuvo como fin la evaluacion del efecto téxico de la alfa-cipermetrina en
la mortalidad de ninfas de primer estadio de T. dimidiata y la aplicacién de una
técnica novedosa para el pais para la cuantificacion del efecto de la alfa-
cipermetrina  en la actividad locomotora descrita por el CIPEIN-
CITEDEF/CONICET, Centro consultor de la Organizacién Mundial de la Salud.

1. MATERIALES Y METODOS

1.1 Material biolégico

Se utilizé una cepa susceptible de referencia (establecida en el laboratorio desde
1998), y una cepa de campo recolectada en el municipio de Capitanejo, Santander

(colectada en el 2010). Las colonias fueron mantenidas sin aporte de material
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externo, en condiciones ambientales constantes de laboratorio a 24-28 °C de
temperatura, 60-80 % de humedad relativa (HR), foto-periodo 12:12 horas y

alimentadas con gallina cada 8-15 dias.

En los ensayos bioldgicos con insecticidas se utilizaron ninfas de primer estadio de
T. dimidiata; las ninfas tenian entre 24 y 36 horas (WHO, 1994), con un peso de

1,4 + 2,1 mg y no recibieron alimento.

1.2 Insecticida

El insecticida (grado técnico) utilizado fue alfa-cipermetrina al 97,5 % (Dr.
Ehrenstorfer GmbH). Las diluciones seriales del insecticida se prepararon en

acetona (JT Baker, México).

1.3 Ensayos biol6gicos

Evaluacion del efecto insecticida.

Cepa de laboratorio: Se determin0 la linea de susceptibilidad al principio activo
alfa-cipermetrina en ninfas de primer estadio de T. dimidiata, las cuales se trataron
con aplicacién tépica del principio activo piretroide (alfa-cipermetrina) diluida y
aplicada con microjeringas Hamilton de 5 pl provistas de descargador repetitivo.
En la region dorsal del abdomen de cada ninfa se aplico 0,1 ul de la solucién. En
los ensayos biologicos se seleccionaron cuatro niveles de dosis que registraron
entre 10 y 90 % de mortalidad; se utilizaron 10 ninfas por dosis con minimo tres
réplicas en diferentes dias; como grupo control se utilizaron 10 insectos en cada
réplica con igual volumen de acetona. Después del tratamiento, los insectos se
colocaron en frascos plasticos y se mantuvieron en una incubadora bajo
condiciones ambientales constantes a 25 £ 2 °C, 70 a 80 % de HR. La lectura de

mortalidad del insecticida se realiz6 a las 72 horas de aplicacién del tratamiento.
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Cepa de campo: Para la evaluacion de una posible resistencia al insecticida en la
cepa de campo, se realizaron grupos de 10 ninfas de primer estadio de la F1, a las
cuales se les aplico la concentracion discriminante, la cual es equivalente a la DLgg
de la cepa susceptible. Se determind los valores de DLsy realizando el
procedimiento de evaluacion del efecto insecticida antes mencionado, para poder

hallar los grados de resistencia.
Criterio de muerte.

Se consideré muerto el insecto que colocado sobre un papel de filtro no tuviera
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 Organizacion Mundial de la Salud (WHO,
1994).

1.4 Analisis de la actividad locomotora

Zona experimental. Las evaluaciones de la actividad locomotora fueron realizadas
en un anillo de acrilico (7 cm de didmetro, 2 cm de alto). El fondo de la zona
experimental fue cubierto con papel filtro tratado con 0,5 ml de acetona (control) o
soluciones de acetona de alfa-cipermetrina dentro del rango de 0,1 a 10 pg/cm?

30 minutos antes de iniciar cada experimento.

Procedimiento experimental. El equipo que registra y analiza la actividad
locomotora de las ninfas fue descrito por Alzogaray et al, 1997. Grupos de tres
ninfas de primer estadio de T. dimidiata de la cepa de laboratorio fueron
depositadas en la mitad de la zona de experimental. La iluminacién provino de un
bombillo fluorescente (50 W) colocado encima del plano de la zona experimental,

con el fin de eliminar las sombras y obtener una buena resolucion. El movimiento

12



de las ninfas fue registrado durante 30 minutos. Cada experimento fue repetido

cuatro veces.

La actividad locomotora se registro utilizando un Monitor de Movimiento Mdultiple
para el software Videomex V (Columbus, OH), el cual registra el movimiento de
multiples objetos en una zona. Cada conjunto de datos fue importado y

manipulado en un ordenador personal.

1.5 Anédlisis de datos

Ensayos toxicologicos. Los datos obtenidos de las dosis-respuesta para ambas
cepas fueron sometidos al andlisis Probit (Litchfield & Wilcoxon, 1949) para hallar
la dosis letal 50 % (DLso) y la dosis letal 99 % (DLgg), usando el programa Polo
Plus (LeOra Software, 2007). Dado que no hubo mortalidad en los grupos control,
no se corrigio la mortalidad. Los valores de las pendientes de las rectas de
regresion de ambas cepas se compararon a través de la prueba de paralelismo
(Raymond, 1985).

El grado de resistencia se estim6 a partir del cociente entre la DLsy de la cepa de
campo sobre la DLsp de la cepa de laboratorio, teniendo en cuenta que una cepa
con valores de grados de resistencia igual o mayores de 3X se cataloga como

resistente (Vassena et al, 2000).

Respuesta de la actividad locomotora. El software mencionado compara imagenes
consecutivas y cuantifica el numero de pixeles que cambian de “encendido” a
“apagado” y viceversa, como una medida del movimiento de los insectos. También
cuantifica en cada imagen el numero de pixeles en “encendido” como una medida
del area ocupada por los insectos. Para obtener valores independientes de
cambios en la posicion del insecto durante la duracion de cada experimento, se

utilizé el pardmetro movimiento/area y se usé para comparar entre tratamientos.
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Los resultados de hiperactividad fueron expresados en unidades de pixeles/area
(Alzogaray et al, 1997; Alzogaray & Zerba, 2001).

Los resultados se analizaron mediante ANOVA de una via y las comparaciones

post hoc se realizaron con el test de Tukey.

2. RESULTADOS

2.1 Comparacion de la susceptibilidad a la alfa-cipermetrina en ninfas de
primer estadio de Triatoma dimidiata entre la cepa de laboratorio y la cepade

campo

La susceptibilidad de la cepa de laboratorio fue evaluada y comparada con una
cepa de campo. Los valores de DLsp de la cepa del CINTROP vy la de Capitanejo
expuestas a alfa-cipermetrina fueron de 1,75 y 2,27 nanogramos (ng) por insecto,
respectivamente (Tabla 1). El solapamiento del indice de confianza (IC) del 95%
indica que no se encontraron diferencias significativas entre la cepa de laboratorio
y la cepa de campo. Asi mismo, los valores de DLgy de ambas cepas, no
presentaron diferencias significativas, dado que también se encuentra un
solapamiento del IC 95 %, con unos valores en ng por insecto de 14,45 para la
cepa CINTROP y de 18,12 para la cepa de campo (Tabla 1). El solapamiento de
los ICs 95 %, en ambas dosis letales indica que ambas cepas son susceptibles a

la alfa-cipermetrina.

Los valores de las pendientes de la rectas fueron de 2,54 para la cepa de
laboratorio y de 2,58 para la cepa de campo (Tabla 1) Estos valores sugieren una

respuesta homogénea en ambas cepas, lo cual quedé demostrado a través de la
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prueba de paralelismo, en la cual no se encontraron diferencias significativas (p >

0,05) entre las pendientes de ambas cepas.

En cuanto a la resistencia, la de cepa campo mostr6 un valor de grado de

resistencia menor a 3X, lo que significa que es susceptible a la alfa-cipermetrina.

2.2 Evaluacion de la actividad locomotora

El efecto de la exposicion a la alfa-cipermetrina en ninfas de primer estadio de T.
dimidiata sobre la actividad locomotora se muestra en la Figura 1. La actividad
locomotora de las ninfas se incrementd en funcidén de la concentracion, el valor
mas alto de hiperactividad fue producido a la concentracién de 10 pg/cm? seguida
de la concentracién de 1 pg/cm?. Sin embargo, las diferencias en los valores de
hiperactividad de esas dos concentraciones no tuvieron diferencias significativas
(p > 0,05). Por otro lado, existieron diferencias significativas entre el control y las
demaés concentraciones; también entre la concentracién de 0,1 pg/cm?® y las de 1

ng/cm?y 10 pg/em? (p < 0,05).

3. DISCUSION

Los valores bajos de DLsoy DLgg hallados para las cepas de laboratorio y de
campo de T. dimidiata, muestran susceptibilidad al principio activo alfa-
cipermetrina. En la cepa de laboratorio, la susceptibilidad se debe a que ha sido
mantenida desde 1998, libre de contacto con insecticidas. Los resultados
obtenidos en la cepa de campo indican que esta cepa no ha sido sometida a una
presion de seleccion producida por insecticidas con el mismo mecanismo de

accion que conduzca a resistencia al mismo.
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En la cepa de campo es posible encontrar variabilidad en el tamafio de las ninfas
de primer estadio debido a que son la F1 de insectos de campo que no llevan
mucho tiempo (comparados con la cepa de laboratorio) de haber sido colonizados
y adaptados a mantenimiento en condiciones de laboratorio que pueden con el
tiempo ocasionar reduccion de tamafio y homogenizacion de los pesos; sin
embargo estas circunstancias propias de la especie, no interfieren en la respuesta
toxica a insecticidas cuando, ademas son controladas otras variables como

alimentacion o ayuno, tiempo en el estadio, etc.

Por otro lado, el incremento gradual de la actividad locomotora observado en la
cepa de laboratorio, se encuentra relacionado con la susceptibilidad encontrada a
la alfa-cipermetrina. Este resultado es coherente con lo hallado en el trabajo de
Sfara et al, 2006, en el cual se encontré que la hiperactividad es significativamente
mas alta en una cepa susceptible, comparada con la registrada en cepas

resistentes a tres piretroides (p < 0,05).

Los datos registrados de la hiperactividad de la alfa-cipermetrina en T. dimidiata,
indicaron que el valor de hiperactividad no increment6 significativamente en la
dosis mas alta utilizada, con respecto a la anterior estos resultados concuerdan
con lo hallado por Alzogaray et al, 2001, quien muestra que los valores de
hiperactividad no presentaron diferencias significativas (P = 0,02) usando las dosis

mas altas de varios piretroides.

Con respecto a los ensayos toxicoldgicos, la alfa-cipermetrina mostré ser una
molécula insecticida efectiva al ser evaluada en condiciones de laboratorio en una
cepa de laboratorio y en una cepa de campo de T. dimidiata, lo cual sugiere que la
alfa-cipermetrina constituye una herramienta que puede llegar a ser implementada
por los funcionarios de los programas de control de vectores de la enfermedad de

Chagas.
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4. CONCLUSIONES

La alfa-cipermetrina es eficaz como insecticida en ninfas de primer estadio de T.
dimidiata, lo cual estad relacionado con la susceptibilidad encontrada a este

principio activo piretroide.

La actividad locomotora en ninfas de primer estadio de T. dimidiata se incrementa
a medida que se aumenta la dosis utilizada de alfa-cipermetrina en triatominos de

cepas susceptibles.

La aplicacién en el pais de una nueva técnica sobre el efecto de alfa-cipermetrina
sobre la actividad locomotora permite cuantificar el efecto toxico de los piretroides

y entender mejor los primeros pasos de intoxicacion con los piretroides.

Segun Alzogaray, 2006, una de las aplicaciones de la hiperactividad producida por
piretroide y que puede ser aplicada con la alfa-cipermetrina en Colombia es el
fendmeno de expurgue, el cual permite capturar insectos y averiguar si una

vivienda esta infestada.

5. RECOMENDACIONES

Como continuacién de esta investigacion, se recomienda evaluar el efecto de la
alfa-cipermetrina en presentacion de formulado, tanto en campo como laboratorio,
como parte de su proceso de implementacion en los programas de control de T.

dimidiata en el pais.
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Tabla 1. Toxicidad de alfa-cipermetrina aplicada topicamente a ninfas de primer
estadio de T. dimidiata de la cepa de laboratorio y una cepa de campo proveniente

de La Chorrera, Capitanejo, Santander

Poblacion n DLso IC DLgo IC95% Pendiente GR
(ng/insecto) 95% (ng/insecto) + EE
CINTROP-UIS 150 1,75 1,40 14,45 894 - 254+0,34 -
- 32,15
2,18
Capitanejo 150 2,27 1,49 18,12 896 - 258+0,35 1,29
- 107,53
3,37

n: niumero de individuos; DLsp: dosis que ocasiona el 50 % de mortalidad de los
insectos expuestos, expresada en nanogramos por insecto; IC: intervalos de
confianza del 95 %; DLgo: dosis que ocasiona el 99 % de mortalidad de los
insectos expuestos, expresada en nanogramos por insecto; EE: error estandar;
GR: grado de resistencia (DLsp cepa de campo/DLsy cepa de laboratorio.
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Figura 1. Efecto de la alfa-cipermetrina, aplicada en papel filtro, en la actividad

locomotora en ninfas de primer estadio de T. dimidiata. La actividad locomotora

fue registrada durante 30 minutos. Cada valor es la media de cuatro réplicas + EE.

Las barras con diferentes letras son significativamente diferentes (p < 0,05).
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