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RESUMEN

Triatoma longipennis, es uno de los insectos que participa como vector de la
enfermedad denominada “Enfermedad de Chagas”, la cual es causada por un parasito
flagelado llamado Trypanosoma cruzi, el cual es desalojado en el huésped por las heces
del insecto del género Triatoma después de alimentarse de sangre por una picadura
indolora. Esta enfermedad se distribuye por toda América, desde el sur de los Estados
Unidos hasta Argentina, mayormente en areas rurales de mayor pobreza en Centro y
Sudamérica, incluyendo algunos de los estados de México, con una fuerte incidencia en
nuestro pais. Por tal motivo, es importante desarrollar metodologias que ayuden a
identificar los principales vectores que se encuentran dentro de nuestra region, y que
pueden ser indicadores de riesgo para la proliferacion de dicha enfermedad. En este
trabajo se identificaron y cuantificaron los hidrocarburos cuticulares (HC) de las alas
primarias y secundarias de T. longipennis por medio de cromatografia.

Los insectos fueron sometidos a un choque térmico (-4°C/15min) para su
sacrificio, para posteriormente quitarle las alas y realizar la extraccion de compuestos
grasos e hidrocarburos con 1.5 mL de hexano, bajo condiciones ambientales. Los HC
fueron purificados de la muestra por medio de cromatografia en columna la cual fue
empacada con 1.5 gr de silica gel (70-230 mesh), para ser previamente eluidos con 2.0
mL de hexano HPLC. Las muestras eluidas fueron concentradas evaporando el solvente
a sequedad con una corriente de nitrogeno y resuspendidas en 5 pL de hexano, la cual
fue inyectada al cromatdgrafo de gases. La identificacion y cuantificacion de los
hidrocarburos cuticulares se realiz6 con estandares certificados (ALDRICH), los cuales
van desde el C19 (nonadecano) hasta el C40 (tetracontano). Las muestras se inyectaron
(300 °C) a un equipo de cromatografia de gases (VARIAN cp-3800), provisto con una
columna Factor Four (30 m x 0.32 mm x 0.25 um) y los componentes fueron separados
por un programa de temperatura (iniciando a 50 °C por 1 min y después fue aumentando
gradualmente 15 °C/min hasta 300 °C, manteniéndose a esa temperatura por 10 min). La
deteccidn se realizé por medio de ionizacién de flama (FID, 300 °C), utilizando helio de

alta pureza como gas acarreador.
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Se obtuvieron los cromatogramas caracteristicos de Triatoma longipennis, con
excelente resolucion de los picos, los cuales fueron identificados con el analisis del
Indice de Kovats (IK) encontrandose un total de 40 HC (14 lineales y 26 ramificados) en
machos, y 38 HC (14 lineales y 24 ramificados) en hembras. EI HC27 mostré mayor
diferencia significativa entre ambos sexos (5.74 % en machos y 11.97 % en hembras), lo
cual crea la caracteristica en las hembras de formar una campana de gauss, en el
cromatograma con los hidrocarburos caracteristicos lineales. La mayoria de los HC
encontrados en machos fueron similares a las hembras, excepto por 2 hidrocarburos
ramificados los cuales no se encontraron en hembras, con longitud de cadena de 24
carbonos (IK: 2467, 2472). Los hidrocarburos caracteristicos, que representan los
marcadores taxonomicos de la especie Triatoma longipennis son los hidrocarburos
lineales, HC23 (1.78%), HC25 (5.31%), HC27 (8.86%), HC29 (16.30%), HC31
(13.70%), HC33 (5.03%). EI HC que presentdé mayor concentracion fue el HC29
(17.04% en machos y 15.55% en hembras), mientras el que presentd menor
concentracion fue el HC23 (2.43% en machos y un 1.11% en hembras), el hidrocarburo
ramificado de mayor concentracion fue uno de 37 carbonos (IK: 3778).

Los resultados de este trabajo demuestran o concluyen que existe un perfil
caracteristico de hidrocarburos cuticulares para la especie Triatoma longipennis, y que
existe una diferencia significativa entre géneros, con lo cual nos puede ayudar a una
mejor comparacion entre especies y a identificar quimiotaxonémicamente este
importante vector de la enfermedad de Chagas. Se concluyd que las alas del insecto
contienen los mismos hidrocarburos cuticulares que el cuerpo, y son una fuente de
hidrocarburos mas confiable, ya que al utilizar el cuerpo se corre el riesgo de extraer
hidrocarburos de la linfa. También se demostré que se pueden desarrollar o modificar
técnicas de identificacion que nos permitan dar un seguimiento quimico a estas especies

vectoriales en nuestra region.
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INTRODUCCION

La enfermedad de Chagas o “Tripanosomiasis Americana” se encuentra
ampliamente distribuida en el Continente Americano, es endémica en 21 paises, con
reportes a principio de los afios noventa de 16-18 millones de personas infectadas y 100
millones (25 % de la poblacién de América Latina) en riesgo de contraerla. La
enfermedad de Chagas es causada por el parasito Trypanosoma cruzi, que es transmitido
al hombre por medio de las heces de insectos del género Triatoma. La Organizacion
Mundial de la Salud (OMS) considera a este padecimiento como la enfermedad

parasitaria mas grave de América (Schofield, 1985).

En México, se estima que 70 millones de personas viven en riesgo constante para
la transmision vectorial de la enfermedad de Chagas y otros 20 millones de individuos
estan en riesgo por su presencia ocasional en zonas infestadas. Por lo cual, es necesario
contar con herramientas nuevas que nos permitan identificar a las especies vectoras y asi
definir zonas de riesgo (Goldsmith y Heyneman, 1995). En México se estima una
incidencia anual de 44,000 nuevos casos con una prevalencia actual de 2.5 — 3.0

millones de personas infectadas (Lépez y col., 2002).

En base a estudios que se han realizado particularmente sobre 9 especies de
triatomineos del género Triatoma, se ha visto que los hidrocarburos cuticulares (HC) son
alcanos lineales de 25 a 33 atomos de carbono y cadenas de alcanos ramificados de uno
0 tres grupos metilos insertados a lo largo de un esqueleto carbonado de 29 a 41 4&tomos

de carbono (Juarez y Fernandez, 2007).



Por lo tanto, se pueden utilizar la composicion de los HC triatomineos como
criterio taxondmico para separar poblaciones, especimenes individuales con base en la
comparacion gréafica de sus correspondientes perfiles (huellas dactilares), o el céalculo
cuantitativo de indicadores numéricos como la determinacion de los HC. Debido a que
por el momento no existe alguna vacuna o droga eficiente para controlar la enfermedad

de Chagas, una alternativa es controlar los vectores (Juarez y col., 2002).

La identificacion y cuantificacion de hidrocarburos que contienen los
especimenes de estudio es demasiado pequefia. Por tal motivo, se requiere establecer una
metodologia para la concentracién de los HC capaz de ser reproducible y que pueda
manejar un gran nimero de muestras. Esto nos lleva a utilizar técnicas para la separacion
diferencial de los compuestos en una muestra como son, la cromatografia en columna y
técnicas de andlisis altamente sensibles como la cromatografia de gases, los cuales nos
ayudan a identificar los HC de los triatomineos y mediante analisis estadisticos lograr la

cuantificacion.



OBJETIVOS

Objetivo General

Extraer y cuantificar la composicion de hidrocarburos cuticulares en Triatomas

longipennis.

Objetivos Particulares

Establecer las condiciones para el manejo de muestras en la obtencidén del extracto

crudo.

Definir las condiciones para el aislamiento de los hidrocarburos cuticulares por

cromatografia de adsorcion en columna.

Identificar cualitativamente el tipo de hidrocarburos por el anélisis de Indice de Kovats.

Comparar cualitativamente y cuantitativamente la composicion de hidrocarburos

cuticulares entre los generos masculino y femenino de la especie Triatoma longipennis.



ANTECEDENTES

La parasitologia es una rama de la biologia la cual esta encargada de estudiar la
relacion que se establece entre dos especies. En esta relacion se distinguen dos factores
bioldgicos: el parésito y el huésped, siendo el parasito el que vive a expensas de la otra
especie a la que se denomina huésped (Harold y Franklin, 1995). La parasitosis sucede
cuando los parasitos encuentran en el huésped las condiciones favorables para su
anidamiento, desarrollo, multiplicacién y virulencia, de modo que pueda ocasionar una
enfermedad. Debido a que los parasitos estan bien adaptados a sus modos de vida, son
dificiles de destruir, ya que han ido evolucionando al desarrollar estrategias para evitar
los mecanismos de defensa del huésped y muchos han conseguido ser resistentes a los

medicamentos e insecticidas que se aplican para su control (Chester y col., 1990).

La enfermedad de Chagas es una enfermedad parasitaria frecuente en
Sudamérica y toda América Central. Las detecciones seroldgicas masivas revelan que,
en regiones endémicas, se encuentra infectado del 15 — 50 % de la poblacion. En este
mismo informe, se reporta que en México hay aproximadamente 3.8 millones de casos,
el Centro Nacional de Transfusion Sanguinea en México reporta hasta un 3.5% de bolsas
contaminadas con el parésito. Hoy en dia, la enfermedad de Chagas es la parasitosis méas
importante en México. Segun el Banco Mundial, la enfermedad de Chagas es
econdmicamente hablando, mas importante que todas las enfermedades parasitarias
juntas, incluyendo paludismo, leishmaniasis y oncocercosis. (Shofield, 1985; Imbert y

col., 2004).



Enfermedad de Chagas

Esta enfermedad parasitaria fue nombrada en reconocimiento al médico e
infectélogo brasilefio Carlos Justiniano Ribeiro Chagas (1879-1934), quien en 1909 un
23 de abril la describi6é por primera vez. Pero no fue hasta 1960 donde fue considerada
un problema de salud publico. Chagas descubri6 que en los intestinos de los
triatomineos albergaba un protozoo flagelado, el cual podia transmitirse a monos tities
del género Callithrix y a monos ardilla, Chagas Ilamo a este protozoo Trypanosoma
cruzi y luego Schizotrypanum cruzi honrando en ambos casos a Oswaldo Cruz famoso
médico y epidemidlogo brasilefio, el cual fue su maestro. Luego de que otros
investigadores describieran a la Pneumocysitis como un género independiente, Chagas
volvié al uso del nombre Trypanosoma cruzi. Chagas creia erroneamente que la via de

infeccion principal era la picadura del insecto y no las heces de este (Chagas, 1993).

La enfermedad de Chagas o Tripanosomiasis Americana, es una clara infeccién
zoonotica parasitaria del Trypanosoma cruzi, teniendo como principal vector chinches
reduvideas del género Triatoma, los cuales se encuentran ampliamente distribuidos en
América central y Sudamérica. Los principales huéspedes vertebrados son el hombre,
animales silvestres y domésticos (Hulsebos, 1989). Las chinches reduvideas permanecen
infectadas al pasar por diferentes etapas de su vida. Después de la multiplicacion del
parasito en el intestino del vector, algunos parasitos se desarrollan a pomastigotes
infectantes, los cuales son transmitidos a los vertebrados por contaminacion fecal

(Chester y col., 1990).



Infeccidn parasitaria

La contaminacion de T. cruzi, se lleva a cabo después de que el vector se
alimenta de sangre por medio de una picadura indolora, puesto que es frecuente que
defequen durante o después de haber picado, el sitio de la picadura se infecta facilmente,
ya que el parésito se encuentra en las heces de los triatomas. La victima puede rascar o
frotar la zona lesionada sin darse cuenta, provocando el transporte del parésito a
mucosas de los 0jos u otros sitios. Siendo esta la transmisién mas importante de T. cruzi
hacia los humanos y otros mamiferos. Los parésitos se pueden transmitir por
transfusiones sanguineas, transmision transplacentaria, transmision accidental,
transmision oral y transmision por transplante de oOrganos. Generalmente los mas
afectados por la transmision vectorial son jovenes y nifios, aunque las condiciones
ambientales juegan un papel importante, debido a que los casos agudos humanos se

detectan la mayoria en verano (Wendel y col., 1992).

Desarrollo de la enfermedad

Al principio, el parésito se multiplica en las células del tejido subcutaneo en el
sitio de la inoculacién, dando lugar a una lesion local llamada Chagoma, las células
infectadas permanecen en buen estado hasta que el paréasito las rompe al multiplicarse,
ocurriendo una importante reaccion inflamatoria afectando a todos los tipos de células,
produciendo edema local. En la etapa inicial de la infeccion, se detecta la enfermedad

observando tripanosomas en la sangre por el método Giemsa (Brown y Neva, 1995).



Al volverse mas cronica la infeccion, los parasitos intracelulares disminuyen en cantidad
y ya no se descubren tripanosomas en la sangre periférica, hasta en aquellos individuos
que mueren con las manifestaciones tipicas de la enfermedad de Chagas cronica

(Chester y col., 1990).

Aspectos clinicos

Las manifestaciones clinicas pueden presentarse en tres formas, etapa aguda, con
parésitos en la sangre, la cual es de poca duracion y suele afectar a los nifios pero a
menudo es leve y pasa inadvertida, etapa crénica son mucho mas comunes y duraderas
cuando hay lesiones cardiacas o gastrointestinales, lo que se presenta en adultos en etapa
tardia, ambas estan separadas por una etapa clinicamente asintomatica, la cual se le
denomina etapa indeterminada. A lo largo de la enfermedad se pueden presentar dafios
en cualquier 6rgano en cualquier etapa, pudiendo causar la muerte 95% de las veces, la

infeccion no produce sintomas, o son tan leves, que no se perciben (Mujica, 1998).

Etapa aguda. Esta etapa de la enfermedad puede o no manifestarse clinicamente,
los casos agudos por via vectorial se observan en nifios independientemente del sexo. En
la transmision por transfusiones la incidencia es mayor en adultos. El signo clinico mas
importante en esta etapa es la fiebre, con una duracion de 2 — 4 semanas despues del
contacto inicial con el parésito, generalmente se acompafia de cefalea. ElI edema

subcutaneo se presenta en mas del 50 % de los casos, iniciando en la cara y



desplazandose hacia el tronco y extremidades. La cardiopatia parece ser la lesion méas
constante, la hepatoesplenomegalia se presenta del 30 — 40% de los casos, especialmente
en lactantes. La deteccion de esta etapa es primordial ya que aqui la enfermedad puede

ser curable.

Etapa indeterminada. La caracterizacion de esta etapa se debe a la presencia de
infeccion y ausencia de sintomas y anormalidades electrograficas y radiolégicas, por lo
cual se considera que el paciente esta sano. La evolucion a esta etapa clinica es debido al
descuido de la etapa aguda. Esta etapa puede persistir por el resto de la vida en un 40%
de pacientes infectados, y gran parte de ellos podran presentar sintomas cardiacos y
digestivos después de 15 — 25 afios. En estos pacientes, la infeccion puede ser
rdpidamente activada durante una enfermedad severa o en condiciones de

inmunosupresion severa.

Etapa crénica. Esta etapa se manifiesta de forma cardiaca, siendo esta la més
estudiada, los sintomas mas frecuentes son palpitaciones, mareos, disnea, edema y dolor
de pecho, teniendo como complicaciones mas importantes embolismo pulmonar y la
muerte repentina. El tracto digestivo también se ve involucrado en la etapa crénica,
siendo maés afectados el esofago y el colon. También se involucra el sistema nervioso
central, siendo estos los sintomas méas desconocidos de la etapa cronica, pero se han
observado dafio al cerebro y convulsiones. En aproximadamente un 30% de los casos se
presentan complicaciones en el corazon y en el tracto digestivo, 10 a 30 afios después de

la infeccidn inicial (Wendel y col., 1992).



Triatoma longipennis

El insecto Triatoma longipennis es uno de los mas importantes vectores de la
enfermedad de Chagas en México, acorde a su distribucidn, alto grado de domesticacion
y altos indicadores entomoldgicos. Pertenece al orden Hemipteros (latin Hemiptera), los
cuales son un grupo de insectos que se caracterizan por tener un aparato bucal chupador
con el cual se alimentan de sangre. Sus microhabitats domiciliares son muy diversos; se
le ha encontrado asociado con gallinas, cerdos, roedores y humanos, asi como con

diversos animales en microhébitats silvestres (Goldsmith y Heyneman, 1995).

Morfologia

Este insecto pertenece a la subfamilia Triatominae, tribu Triatomini, género
Triatoma, especie longipennis. El insecto es de los de mayor tamafio en el género
Triatoma, debido a su tamafio es mayor la cantidad de hidrocarburos que se pueden
extraer de su cuticula, por lo cual es un buen espécimen para trabajos de investigacion.
Este triatoma cuenta con una aparato succionador en la parte frontal (probéscide), con la
cual se alimenta de sangre (hemat6fagos). Las hembras contienen un ovopositor en la
parte posterior del cuerpo, el cual los machos no poseen, la cabeza es mas larga que
ancha, donde contienen 2 antenas las cuales les permiten detectar el calor para poder
alimentarse, cuentan con un par de alas primarias y un par de alas secundarias, siendo
estas mas pequefias. Poseen 2 patas delanteras, 2 patas medias y 2 patas posteriores

(Fig. 1) (Vidal y col., 2002).



Figura 1. Imagen de Triatoma longipennis aumentado 2 X.
Tomado de: Magallon y col., 2006.
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Ciclo de vida

El insecto se reproduce por huevos, que miden de 2 — 3 mm, de color blanco, que
cambian a rosado cuando se completa la evolucion del embrion. Desde que sale del
huevo hasta que alcanza el estado adulto (formas aladas), el Triatoma pasa por cinco
etapas de crecimiento (estadios ninfales), con cambios graduales de tamafio y sin alas.
En cada cambio pierde su pelecho. Desde el estado de huevo hasta la etapa adulta, el
ciclo evolutivo del Triatoma puede variar de ocho meses hasta un afio. A partir del
estadio adulto la vida de este insecto se prolonga entre uno y dos afios (Fig. 2) (IPCA,

2002).

Comportamiento

El Triatoma puede desarrollarse en zonas de temperaturas frias. No obstante
tratarse de un insecto de climas calidos y debido a sus habitos domiciliarios, el ambiente
mas propicio para su desarrollo es la vivienda. Por lo tanto, la tibieza de las habitaciones
favorece su supervivencia. No es comun verlos durante las horas del dia, ya que se trata
de un animal de habitos nocturnos, para lo cual tiene una vista especializada. Durante las
horas diurnas el Triatoma permanece escondido. La resistencia al ayuno de este insecto
es muy grande, la ninfa de quinto estadio (estado previo al adulto) soporta mas de seis
meses de ayuno (Bastien, 1998). Los estados evolutivos dotados de alas, las emplean en
vuelos lentos y pesados, que sin embargo en condiciones apropiadas de viento, los

pueden llevar a kildbmetros de distancia (Maldonado, 2002).
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ESTADIOS DE TRIATOMA

-

Figura 2. Estadios de Triatomas en el transcurso de su vida.
Tomado de: IPCA, 2000.
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Trypanosoma cruzi

Trypanosoma cruzi es un protozoo flagelado del reino Protista, filo Euglenozoa,
clase Kinetoplastida, orden Tripanosomatidae, género Trypanosoma, especie T. cruzi.
Es caracterizado por la presencia de un flagelo y una sola mitocondria, dentro de la cual
su genoma se encuentra ordenado en una compleja y compacta red denominada
cinetoplasto. Es un parasito intracelular con un ciclo de vida que involucra vertebrados e

invertebrados, siendo el agente etiolégico de la enfermedad de Chagas.

Morfologia

El T. cruzi es muy pequefio (mide aproximadamente 20 W), posee un cuerpo
alargado provisto de un flagelo y una membrana ondulante, estructuras que, agitandose
y vibrando, permiten su movilizacion dentro de la masa de sangre. Las poblaciones de
T. cruzi circulan en la naturaleza entre el hombre, el vector y los reservorios. A lo largo
de su ciclo evolutivo sufren profundas alteraciones de forma que, de modo general,
reflejan su adaptacion al medio en que se localizan. Esas formas reciben nombres
diferentes en funcion de su aspecto general, de la manera como el flagelo emerge del
cuerpo celular y de la posicion relativa de dos importantes estructuras intracelulares: el
nacleo y el cinetoplasto (6rgano de movimiento). Este parasito presenta tres
morfologias distintas: amastigote (esférico u ovalado, se reproduce en las células),
epimastigote (alargado, forma reproductiva en el tracto digestivo) y tripomastigote
(alargado y se encuentra en la sangre, siendo esta la forma infectante)

(fig. 3) (Cevallos y Hernandez, 2004).
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Amaztigotes Promaztizotes Tripomasztigotes Epimastigote
(tejidoz) (celulaz) (zangre) (luz intestinal)

Figura 3. Morfologia de Trypanosoma cruzi.
Tomado de: Vidal y col., 2002.
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Ciclo de vida

El parasito transmitido al hospedador vertebrado en las heces de la vinchuca es
Ilamado en esta etapa tripomastigote metaciclico. Los tripomastigotes pueden invadir
inmediatamente las células en la puerta de entrada o pueden ser transportados en la
sangre a otros sitios antes de invadir las células del hospedador. Dentro de estas células
se transforman en formas amastigotes que se multiplican rapidamente. Los amastigotes
son redondeados con un flagelo externo muy corto o inexistente. El desarrollo de
amastigotes a tripomastigotes se iniciaria después de cumplirse un numero
preprogramado de divisiones intracelulares, al cabo de las cuales la célula hospedera se
destruye y los tripomastigotes entran en el torrente sanguineo (tripomastigotes
sanguineos). Los tripomastigotes encontrados en la sangre circulante, de un tamafio total
que varia entre 15 y 20 u tienen flagelo libre, un cinetoplasto voluminoso, terminal o
subterminal que contiene el 30% del ADN del parasito, y un nucleo oval. Estos
tripomastigotes pueden infectar células, y no son capaces de multiplicarse en la sangre

(Goldsmith y Heyneman, 1995).

El insecto nace libre de la infeccién, hasta que se infecta alimentandose de sangre
de vertebrados infectados. Los tripomastigotes migran al intestino medio del insecto
donde se transforman en epimastigotes. Ahi se divide un gran nimero de veces. Los
Triatomas quedan infectados de por vida. Los epimastigotes se transforman en
tripomastigotes metaciclicos y migran al intestino posterior donde son excretados con las

heces en el momento de la picadura (Fig. 4).
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Figura 4. Ciclo de vida del Trypanosoma cruzi.
Tomado de: Maldonado, 2002.

1.- Picadura del triatoma 2.- Infeccidn parasitaria a través de la herida 3.- Alojamiento del parésito en
las células 4.- Reproduccion del parasito dentro de las células 5.- Rompimiento de células vy liberacion

del parasito al torrente sanguineo 6.- Infeccién del Triatoma a través de la picadura hematofaga.
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Membranas Cuticulares

La superficie cuticular de los insectos, estan cubiertas por una gran variedad de
compuestos grasos, dentro de los cuales se encuentran mezclados los hidrocarburos. Los
lipidos cuticulares juegan un papel importante dentro de la proteccion del insecto, ya que
previenen la desecacion del mismo reduciendo la transpiracién, y dandole permeabilidad
a la cuticula sobre los vapores de agua. Ademas, los lipidos cuticulares constituyen una

barrera contra la penetracion de insecticidas (Juarez y Blomquist, 1993).

Los lipidos que se encuentran en la membrana del insecto pueden ser,
fosfolipidos, triacilgliceroles, colesterol, ceras. En la membrana también se puede o no
encontrar quitina, el cual es un compuesto formado por la degradacion de glicoproteinas,
quedando constituido por polisacéridos. Los hidrocarburos también pueden tener varias
funciones en el comportamiento (ej. Feromodnas) y en la fisiologia de los insectos

(Nation, 2002).

Hidrocarburos cuticulares

El sitio de biosintesis de HC en el insecto, se encuentra en las células asociadas a
la capa epidérmica o al cuerpo periférico graso. Los HC son biosintetizados por los
oenocitos, siendo estas células ectodérmicas. Los hidrocarburos son transportados a la
superficie cuticular del insecto por la hemolinfa, para ser almacenados en la glandula

post faringeal.

17



Se han realizado estudios sobre biosintesis de lipidos, sin embargo para fines de
qguimiotaxonomia se ha dado mayor importancia a los hidrocarburos cuticulares, y a la
facilidad con la que se extraen y se cuantifican. Las alas de los insectos, contienen los
mismos hidrocarburos cuticulares que en la superficie cuticular. Los hidrocarburos que
generalmente se encuentran en la cuticula del insecto, son alcanos lineales de 25 a 33
atomos de carbono, y cadenas de alcanos ramificados de uno o tres grupos metilos
insertados a lo largo de un esqueleto carbonado de 29 a 41 4tomos de carbono (Juarez, y
col., 2001).

Ouimiotaxonomia

La quimiotaxonomia es la ciencia que estudia las sustancias quimicas de los
grupos taxondmicos. El uso de hidrocarburos cuticulares de insectos para determinar si
estan en el mismo o diferente taxon es un area de investigacion muy interesante. La
realizacién de estudios con el fin de analizar e identificar compuestos quimicos
presentes en la cuticula del insecto, es para poder lograr una comparacion por medio de
la composicion de hidrocarburos cuticulares en diferentes especies de triatomineos,
logrando asi definir poblaciones dentro de una misma especie, con el fin de poder
controlar este importante vector de la enfermedad de Chagas (Howard, 1993). Una
diversidad de grupos de insectos han sido estudiados en los ultimos afios en lo que
respecta a sus hidrocarburos cuticulares como posible semioquimicos (Dhabi y col.,
1996). Los semioquimicos se definen como sustancias quimicas usadas en la
comunicacion entre individuos de la misma especie o diferente especie (Norlund y

Lewis, 1976).
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En la actualidad la quimiotaxonomia vegetal hace uso de muy diversas
metodologias analiticas, con las que se ha llegado a determinar la época de recoleccion
del material o aun hasta su distribucion geografica. Entre los estudios
quimiotaxonémicos mas recientes efectuados se puede mencionar en el que se emplea la
cromatografia liquida de alta resolucion (HPLC), para analizar los flavonoides presentes
en diferentes especies vegetales autoctonas (Zalochi y col., 1990). Se han estudiado
recientemente los componentes volatiles de las hojas de especies de llex paraguariensis
por cromatografia de gases, utilizando una columna capilar con metilfenilsilicona como
fase estacionaria, con el fin de contribuir a su caracterizacién taxonémica. La yerba mate
(te del Paraguay) es producida en Argentina mediante un proceso tradicional, con
algunas renovaciones en su maduracién empleando una mezcla de llex paraguariensis y
a veces con trozos de ramas jovenes y pediculos florales, lo que favorece a su
adulteracion o sustitucion con otras especies de llex. Esta investigacion optimiz6 un
método analitico para clasificar quimiotaxonémicamente a la especie llex paraguarienses
mediante el analisis de sus componentes volatiles, permitiendo el seguimiento mas
preciso del proceso tecnoldgico de elaboracion de la yerba mate, con el fin de garantizar

la calidad del producto para su consumo (Romero y col., 1990).

Se han realizado estudios con diversas especies de Triatomas con el fin de
analizar e identificar compuestos quimicos presentes en cuticula como con Rhodnius
prolixus (Juarez y col., 2001), Triatoma mazzottii (Juarez y Blomquist, 1993). También
se han realizado comparaciones por medio de la composicion de los hidrocarburos

cuticulares como con diversos Triatomas (Juarez, 2000).
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Cromatografia en el Analisis Quimico

La palabra cromatografia, se deriva de los vocablos griegos khromatos, que
significa color y graphos, que significa escritura. La cromatografia se basa en la
separacion de los compuestos en relacion a la afinidad diferencial de los compuestos
entre el adsorbente y la fase movil. La cromatografia tiene como principal funcion, la
separacion de una mezcla en sus constituyentes individuales, para lo cual son utilizadas
técnicas de separaciones cromatograficas (Joseph, 1975). La cromatografia no solo
permite la separacion de los componentes de una mezcla, sino también su identificacion
y cuantificacion. El andlisis cualitativo estd basado en la medida de parametros
cromatograficos (tiempos y volimenes de retencion) mientras que el analisis
cuantitativo est4 basado en la medida de alturas o areas de picos cromatogréficos que se

relacionan con la concentracion (Skoog, 2005).

Separaciones cromatogréaficas

Todas las separaciones cromatogréficas se logran mediante la distribucién de los
constituyentes de una mezcla entre dos fases, de los cuales una es fija, llamada fase
estacionaria y la otra que se desplaza, llamada fase movil. La separacion de los
compuestos se logra debido a que algunas substancias son retenidas mas fuertemente en
la fase estacionaria que otras, por lo tanto, tienen menor tendencia a desplazarse en la
fase movil. La polaridad de un compuesto, influye en una buena o mala separacién

cromatografica de dicho compuesto (Joseph, 1975).
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Polaridad

La palabra polaridad en cromatografia, es aplicada a los compuestos por separar
y a los disolventes empleados en la separacion. Se le llama polar al compuesto que es
adsorbido fuertemente por la fase estacionaria en una separacién, y no polar cuando no
es retenido. Por otra parte un disolvente no polar, es el que casi no desplaza a los
compuestos adsorbidos y es polar cuando es muy eficiente desplazando compuestos en

retencion.

Cromatografia de adsorcion

El fendmeno de adsorcién a diferencia de la cromatografia de absorcion, es un
fendmeno de superficie, en donde los compuestos son adheridos a la fase estacionaria y
no absorbidos por ella (Tejeda y col., 1995). La fase estacionaria que se utiliza en
cromatografia de adsorcion, es un sélido como la silice, en tanto que la fase movil
generalmente es un liquido o aunque también puede ser un gas. En este tipo de
cromatografia, la separacion se logra debido a la adsorcion selectiva de los
constituyentes por separar, el grado de separacion depende notablemente de la superficie
activa del solido y por otra parte, el tamafio de la particula sélida que se utiliza debe ser
lo menor posible para tener mayor superficie activa. En el caso de adsorcion fisica o
simple, las fuerzas de atraccion entre el soluto y el adsorbente son de tipo van der Walls.
En la adsorcion fisica el adsorbente mas utilizado en bioseparaciones es el carbén

activado y la silica gel.
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Los lipidos pueden ser separados facilmente de otras biomoléculas por extraccion
con solventes organicos y pueden ser separados por técnicas experimentales como son

cromatografia de adsorcion, cromatografia de placa fina y cromatografia de fase reversa.

En investigaciones recientes sobre la “Composicion en Acidos Grasos de Larvas
D de Almeja Fina (Ruditapes decussatus)” se realizo la separacion de dos familias de
lipidos neutros y lipidos polares mediante una cromatografia de adsorcion empleando
como fase estacionaria gel de silice hidrato al 6% y como fases moviles
cloroformo/metanol (98:2) y metanol. Obtenidas las dos fracciones se procede a la
transesterificacion empleando trifluoruro de boro. Para la identificacion y cuantificacion
de los &cidos grasos se emplea en la cromatografia de gases (Novoa y col., 2002). En
este tipo de cromatografia una vez adheridas las particulas a la fase estacionaria, es

utilizada la técnica de elusion, para una mejor separacion cromatogréafica (Skoog, 1991).

Técnicas de elusion

Esta técnica es la mas empleada en las separaciones cromatograficas y representa
el fendmeno basico de las separaciones. Esta técnica consiste en utilizar un disolvente
como eluyente, el cual al aplicarlo a la columna donde se encuentra la fase estacionaria,
favorezca la desorcion del compuesto de interés, permitiendo asi ir separando las zonas
entre compuestos, hasta que el compuesto mas movil salga por la parte inferior de la
columna. En la técnica de purificacion de hidrocarburos cuticulares se utiliza la elusién

por gravedad.
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Cromatografia Liguida en Columna

Este método cromatografico es uno de los mas empleados para fines preparativos
en laboratorios de quimica orgénica, la funcion de este método es ir logrando hacer la
separacion de los constituyentes de una mezcla dada. La columna es generalmente un
tubo de vidrio en forma cilindrica, cuya altura es de 10-20 veces mayor al diametro, las
dimensiones pueden variar de acuerdo a la cantidad de substancia que se desee separar,
algunas columna en el fondo pueden llegar a tener una llave que nos permita regular el
goteo. Como criterio, puede considerarse que por cada gramo de mezcla que se desee
separar, se usan entre 20 y 100 gramos de adsorbente, considerando fundamentalmente
la diferencia de polaridad de los constituyentes de la mezcla. La cromatografia en
columna se logra aprovechando la atraccion de la gravedad para que el liquido gotee

(Joseph, 1975).

Un factor importante que influye en una buena o mala separacion
cromatografica, es la preparacion de la columna, la cual se refiere al procedimiento en el
que se coloca el adsorbente en el interior de la columna, ya que una columna bien
empacada permitira al disolvente fluir con velocidad uniforme en toda una seccion
transversal de la columna, por lo tanto, también a lo largo de esta, obteniendo mejores
separaciones. En las cromatografias en columna, es importante que los disolventes que
se empleen sean muy puros, ya que los contaminantes de los disolventes alteran el curso

completo de los desarrollos cromatogréaficos (Tejeda y col., 1995).
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Cromatografia de Gases

La cromatografia de gases, es empleada para el analisis y la separacion de
mezclas gaseosas, también se emplea para compuestos volatiles y para sélidos que se
puedan pasar al estado gaseoso. Al inyectar una pequefia cantidad de muestra que se
desea separar, esta es agregada al flujo de la corriente de un gas inerte, el cual pasa por
una columna en la que se efectla la separacién cromatogréfico, logrando salir los
componentes ya separados (Skoog, 1991). Las grandes ventajas de este método
cromatografico, es que se realizan separaciones cuantitativas de mezclas muy complejas,
ademas de que en este método los tiempos requeridos para efectuar un analisis dado, son
generalmente cortos comparados a otros métodos (Tejeda y col., 1995). La
cromatografia de gases (CG) se lleva a cabo en un cromatéografo de gases. Este consta de
diversos componentes como el gas portador, el sistema de inyeccién de muestra, la

columna (generalmente dentro de un horno), y el detector.

Instrumental para cromatografia de gases

Puerto de inyeccién. Este es provisto de un orificio tapado con un septum de
hule, de tal manera que la aguja pasa por el hule y al volver a sacarla, el hule sella
nuevamente. Para la inyeccion de solidos en solucidn y de liquidos, ya sea con o sin
disolvente, son utilizadas jeringas calibradas a 10 pL. La cantidad de muestra a inyectar,
depende de la complejidad de la muestra, de la similitud de la muestra por separar, del

tamario y tipo de columna que se este empleando.
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Gas acarreador. Este es contenido en un cilindro de alta presién, el cual es
conectado al cromatdgrafo, empleando un regulador para asegurar una presion constante
a la entrada de la columna, la funcidén principal de este es acarrear la muestra a través de
la columna, logrando asi la salida de los componentes en forma individual. Es
importante que el gas sea inerte para evitar reacciones quimicas, que su difusion gaseosa
sea pequefia para evitar que los componentes individuales de la mezcla se extiendan
mucho, que se pueda obtener con mayor pureza y que sea adecuado para el detector que
se emplee. Ademas, el flujo del gas acarreador debe de ser escogido adecuadamente, ya

que la eficiencia de la columna depende de este parametro (Joseph, 1975).

Columna cromatogréafica. En la columna es donde se separan los compuestos
en base a temperatura y a la polaridad del compuesto, utilizando el método de elusion,
teniendo como eluyente al gas acarreador. El grosor depende de la volatilidad del
analito. Asi, un analito muy volatil requerird una capa gruesa para aumentar el tiempo

de interaccidn y separar mas efectivamente los diferentes componentes de la mezcla.

Detectores. Son dispositivos que por medio de sefiales eléctricas indican la
presencia de un compuesto y miden la cantidad del mismo, cuando este sale de la
columna cromatogréafica con la ayuda del gas acarreador. Para una buena deteccion de
compuestos es necesario, que el detector tenga alta sensibilidad, el nivel de ruido
electronico que genere debe ser minimo, que sea poco sensible a cambios de temperatura

y a los cambios de flujo del gas acarreador.
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Cromatogramas. Estos nos muestran el perfil de concentracion de cada
compuesto, simbolizandolo en picos, obteniendo dos pardmetros importantes, el area del
pico y el tiempo de retencion. El rea del pico nos permite determinar la concentracion
de cada compuesto en el Cromatograma, y el tiempo de retencion, es el tiempo que
transcurre al salir un pico después de haber inyectado la muestra, utilizdndolo para

identificar compuestos (Skoog, 1991).
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MATERIALES Y METODOS

Lugar de la Investigacion

Este trabajo se llevd a cabo en el “Laboratorio de Analisis Instrumental
Avanzado” del Departamento de Ciencias Quimico Bioldgicas y Agropecuarias, ubicado

en la Universidad de Sonora, Unidad Regional Norte campus Caborca.

Materiales de Laboratorio

Al material de vidrio utilizado en la investigacion, se le dio un tratamiento de
purificacion, eliminando asi contaminantes de cualquier tipo, los cuales pudieran afectar
los resultados. Fue lavado previamente con agua de la llave y jabon, eliminando asi
particulas de polvo. Se dejo reposar en una solucion de 20 mL de extran por cada litro de
agua destilada (extran 2%), durante 20 minutos, con el fin de eliminar residuos de
grasas. Se enjuag6 con agua destilada y agua tridestilada segun el orden, para después
llevarlo a sequedad en una incubadora a 40 °C. EI material limpio y seco se guard6 en
bolsas de polietileno hasta su uso. Los viales para utilizar las muestras extraidas y
concentradas, se compraron con especificaciones de volumen 4 mL, transparentes, con
tapdn de plastico firme con rosca. Se utilizaron pinzas entomologicas en la extraccion de
las alas del insecto, las cuales fueron previamente lavadas con metanol, eliminando asi
contaminantes, fueron lavadas antes de cada extraccion de alas de los diferentes

especimenes.
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Para la separacion cromatogréfica en columna se utiliz6 una columna fabricada
por “Comercial Argentina”, la cual fue disefiada segiin las condiciones adecuadas al
método de “Extraccion de Hidrocarburos Cuticulares” adquirida en el “Instituto de
Investigaciones Bioquimicas de La Plata, Argentina”. A la columna se le adiciond un
tapon de algodén en el fondo, el cual evito la fuga de silica al ser empacada. Se le
agregd 2 mL de hexano grado HPLC a la columna para poder empacarla con 1.5 gr de
silica gel, la cual fue agregada golpeando suavemente las paredes de la columna,
logrando asi acomodar la silica en el fondo evitando grietas, de este modo quedd

empacada y activada la columna para proceder a la purificacion de la muestra.

El cromatégrafo de gases utilizado fue un equipo VARIAN CP-3800 con
detector de flama de ionizacion (FID), utilizando helio como gas acarreador y una
mezcla de aire-hidrogeno para crear la flama de deteccion. La columna capilar utilizada
para la separacion de compuestos fue la columna Factor Four VF5ms, (CP8955,

Supelco) con dimensiones, 30 m x 0.32 mm x 0.25 um

Reactivos Quimicos

Para la extraccion de los hidrocarburos cuticulares, la elusion en la cromatografia
en columna y para la inyeccion de la muestra en el cromatografo de gases, se utilizd
hexano grado HPLC con 99 % de pureza (Sigma-Aldrich). Para la extraccion por
cromatografia en columna se utilizo silica gel (Sigma-Aldrich) con un tamafio de

particula de 70 — 230 mesh.
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Para la identificacion y cuantificacion de los hidrocarburos cuticulares se
utilizaron 18 estandares certificados (C19-C40) los cuales se listan en la Tabla 1

(ALDRICH).

Material Biolégico

Los insectos fueron proporcionados por el M.C. Edgar A. Paredes Gonzalez,
responsable del Bioterio de la Universidad de Sonora-Unidad Regional Norte campus
Caborca. En total se utilizaron 20 insectos adultos de la especie Triatoma longipennis,
(10 machos y 10 hembras). Después de su captura, los insectos se mantuvieron a una

temperatura controlada de 28 °C, alimentados con sangre de gallina hasta su sacrificio.

Procedimiento Experimental

Primeramente, se procede a sacrificar por congelacién a los insectos, para
después desprender las alas de donde se extrajeron los HC, dando un tratamiento
especial libre de contaminacion. El extracto fue pasado a través de una columna
empacada con silica gel para la separacion de lipidos de los HC. Los HC fueron
colectados en un vial, después fue evaporado el solvente con una corriente de nitrégeno
para lograr la concentracion de la muestra en el vial. Las muestras conteniendo los HC
fueron recuperadas en 5 pL de hexano caliente, para lograr inyectar 2 - 5 puL
directamente al cromatografo de gases donde se identificé y cuantificd la composicion

de HC.
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Tabla 1. Lista de estdndares utilizados para la cuantificacion de HC.

ESTANDARES PUREZA MARCA
C19-Nonadecano 99% ALDRICH
C20-Eicosano 99% ALDRICH
C21-Heneicosano 99% ALDRICH
C22-Docosano 98% ALDRICH
C23-Tricosano 100% ALDRICH
C24-Tetracosano 96% ALDRICH

C25-Pentacosano 100% ALDRICH
C26-Hexacosano 98% ALDRICH

C27-Heptacosano 99% ALDRICH
C28-Octacosano 99% ALDRICH
C29-Nonacosano 99% ALDRICH
C30-Triacontano 100% ALDRICH
C31-Heneitriacontano 99% ALDRICH
C32-Dotriacontano 98% ALDRICH
C33-Tritriacontano 99% ALDRICH
C36-Hexatriacontano 95% ALDRICH

C38-Octatriacontano 98% ALDRICH

C40-Tetracontano 96% ALDRICH
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Sacrificio y desprendimiento de alas

Para lograr el sacrificio por congelacion, los insectos vivos fueron sometidos a
una temperatura de 4°C durante un tiempo de 15 min dentro de un congelador. Una vez
muertos los insectos, las alas fueron desprendidas cuidadosamente con pinzas
entomoldgicas, para evitar el desgarre de las mismas. Se utilizaron las alas primarias y
secundarias de los Triatomas, ya que, aqui se encuentran los mismos hidrocarburos
cuticulares que en la cuticula del insecto (Chester y col., 1990). Las muestras fueron
transportadas y conservadas cubriéndolas con papel aluminio (previamente rotulado) a

temperatura ambiente hasta su posterior tratamiento.

Extraccion de hidrocarburos cuticulares

Primeramente, las alas fueron lavadas con agua tridestilada para eliminar
contaminantes solubles en agua. Una vez que se secaron a temperatura ambiente, las alas
se colocaron dentro de los viales de 4 mL previamente rotulados. Posteriormente se
agregaron 1.5 mL de hexano grado HPLC para lograr la extraccion de los compuestos
grasos Yy los hidrocarburos, dejandolo reposar un dia. Al concluir la extraccion, las alas
se retiraron de los viales con las pinzas entomologicas, y se les agregd unas gotas de
hexano caliente, con el fin de obtener la mayor cantidad de hidrocarburos. Finalmente,
para lograr la concentracion de la mezcla de hidrocarburos y lipidos en el vial, el
solvente fue evaporado utilizando una corriente de nitrogeno (Fig. 5). Las alas fueron

guardadas en papel aluminio para futuras investigaciones morfolégicas.
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Figura 5. Foto del sistema evaporador de nitrégeno con 4 salidas.
Tomado de: Paredes, 2008.
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Separacién de la muestra por cromatografia en columna.

Una vez concentrados los hidrocarburos y lipidos en el vial, se agregan por las
paredes 0.5 mL de hexano caliente, procurando lavar completamente las paredes para
lograr bajar y obtener la mezcla de hidrocarburos y compuestos grasos en el fondo del
vial. La muestra es tomada con una pipeta Pasteur de vidrio con una capacidad de 2 mL
e inyectada a la columna de liquidos, la cual fue previamente empacada con 1.5 gr. de
silica gel y activada con 2.5 mL de hexano. Para la elusion de los compuestos no
adsorbidos se utilizaron 2.0 mL de hexano como eluyente por gravedad, la columna
cuenta con una llave en la parte inferior, con la cual se controla el flujo de goteo en la
columna (fig.6). Los hidrocarburos fueron recolectados en un vial a la salida de la
columna, mientras que los lipidos fueron adsorbidos fuertemente por la silice. La
columna empacada fue reutilizada para purificacion de dos muestras mas sin recambio
de adsorbente. Para el cambio de silica se utiliz6 una bomba de vacio con la cual se

extrajo la silica utilizada y se lavé la columna con hexano para nuevamente empacarla.

Una vez obtenida la muestra con los hidrocarburos purificados, es evaporado el
solvente nuevamente con una corriente de nitrégeno y reconstituida con hexano,
repitiendose este procedimiento 2 veces mas, con disminucion gradual en la cantidad de
hexano utilizado en la redisolucion de la muestra, con el fin de lograr la concentracion
de hidrocarburos en el fondo del vial antes de ser inyectada al cromatografo de gases, la
razon por la cual los hidrocarburos se concentran en el fondo del vial, es que se requiere

inyectar la mayor cantidad de hidrocarburos posibles para un resultado méas confiable.
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Figura 6. Foto de la columna cromatograéfica.
Tomado de: Paredes, 2008.
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Andlisis por Cromatoqgrafia de Gases

Previo a la inyeccion de las muestras, fue inyectada una cantidad de 2 pl de
hexano al cromatdgrafo de gases, obteniendo una linea base con el pico del hexano y
libre de impurezas en la columna. El andlisis de los hidrocarburos se llevd a cabo en un
cromatégrafo de gases (VARIAN cp-3800) (Fig.7). Se utiliz6 una columna capilar
Factor Four 30 m x 0.32 mm x 0.25 um, a la cual se le inyectaron 2 - 5 pl de cada
muestra de hidrocarburos. La temperatura programada del inyector es de 300 °C, el flujo
del gas acarreador (helio) es de 2.5 mL/min, con un make up de 27 mL/min, la rampa de
temperaturas de la columna fue programada a 50 °C durante 1 min y después aumentd
15 °C/min hasta alcanzar 300 °C, manteniéndose a esa temperatura por 10 min, la

temperatura a la que se programd el detector (FID) fue de 300°C.

Andlisis cualitativo

Los tiempos de retencién no son informacién suficiente para asegurar una
identificacion positiva en el caso de mezclas complejas, por tal motivo en esta
investigacion se utilizo el analisis cualitativo Indice de Kovats. El Indice de Kovats (1K)
relaciona el tiempo de retencion (Tr) de un compuesto desconocido con otro que
contiene n-carbonos, el cual eluye antes y después que el. Los indices de retencion de
Kovats, se definen de tal modo de asignar un valor de 100 veces el nimero de carbonos
de cada uno de los hidrocarburos lineales. En este sistema el hexano tiene un valor de

600 y el heptano de 700. De esta forma, cuando se cromatografia una serie homoéloga de
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n-hidrocarburos, las fuerzas intermoleculares son relativamente constantes y la
separacion esta controlada fundamentalmente por las diferencias en la presion de vapor
(relacionada con los puntos de ebullicion). El cromatograma que se obtiene muestra una
relacion logaritmica entre el nimero de carbonos y los tiempos de retencion, reflejando
la tendencia en los puntos de ebullicion entre los miembros de una serie homoéloga

(Marques y col., 2000).

En condiciones cromatograficas isotermas, los tiempos de retencion crecen en
forma logaritmica con el nimero de carbonos. Por esta razon, para mezclas con un rango
amplio de puntos de ebullicién, se prefiere trabajar en condiciones de temperatura
programada. En estas condiciones, los tiempos de retencién de una serie homologa
aumentan en forma lineal con el nimero de carbonos y la ecuacion que los relaciona

tiene la siguiente expresion:

IK=100A +100(B-A)| Tr(x) - Tr(A)

Tr(B) - Tr(A)
Donde:

A = No. de carbonos antes del carbono de interés
B = No. de carbonos después del carbono de interés
X = Carbono de interés

Tr = Tiempo de retencion
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Andlisis cuantitativo

Articulos publicados recientemente sobre cuantificacion de hidrocarburos
cuticulares en insectos, se han reportado el por ciento en area de cada hidrocarburo,

logrando asi una mejor comparacion quimica entre las especies (Jurez y col., 2002).

La CG cuantitativa se basa en la comparacion de la altura o el area del pico de un
analito frente al de uno o méas patrones. Si las condiciones se controlan de manera
adecuada, ambos pardmetros varian linealmente con la concentracion. El area del pico es
independiente de los efectos de ensanchamiento antes mencionados. Por tanto, desde
este punto de vista el &rea es un pardmetro analitico mas satisfactorio que la altura del
pico. Muchos instrumentos cromatograficos modernos estdn equipados con
computadores que brindan medidas de areas de pico relativas. Si no se cuenta con tales
equipos, se requiere que la estimacién sea manual. Un método sencillo que funciona
satisfactoriamente con picos simétricos de altura razonable, consiste en multiplicar la
altura del pico por la anchura de este, siendo divididos por la mitad de la altura del pico

(Skoog, 2005).

% Area = Area pico / Area total x 100
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Figura 7. Foto del cromatdgrafo de gases (VARIAN cp-3800).

Tomado de: Laboratorio de Analisis Instrumental Avanzado.
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RESULTADOS Y DISCUSIONES

Manejo de Muestras en la Obtencion del Extracto

La extraccion de hidrocarburos de las alas del insecto, es un proceso sencillo
donde se requiere tener una debida precaucion, debido a la facilidad con la que se
contaminan las muestras y lo sensible que son. Logrando manejar las muestras con
cuidado, no se extrae la linfa del cuerpo, lo cual nos lleva a ocasionar errores en la
determinacion de la composicion de los HC. Algunas investigaciones han reportado el
uso del cuerpo del insecto, Sin embargo, se ha observado que al morir el insecto, el
cuerpo se endurece y puede llegar a quebrarse facilmente lo que ocasiona que se corra el
riesgo de extraer hidrocarburos de la linfa, provocando errores en el célculo de la
concentracion en el analisis (Chester y col., 1990). Se debe de tener un mayor cuidado
respecto a la concentracion de los hidrocarburos, debido a que es una cantidad muy
pequefia de estos y se requiere la mayor cantidad posible para el analisis. Un factor
importante para la cuantificacion de los hidrocarburos cuticulares o cualquier elemento
cuantificable en las alas o cuticula del insecto, es el peso, ya que con este dato podemos

cuantificar por unidad de peso de organismos, obteniendo resultados mas confiables.

Es importante mencionar que tanto el insecto como las alas, son guardados bajo

condiciones ambientales y libres de impurezas para estudios proximos de morfologia y

morfometria.
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Separacion de los Hidrocarburos Cuticulares

La purificacion de los hidrocarburos cuticulares de los componentes grasos de la
muestra, se llevd a cabo en cromatografia en columna. Para una mejor separacion
cromatogréafica de los hidrocarburos, se realizd una prueba, en la cual se eluye una
mezcla de estandares de hidrocarburos, con el fin de identificar la mayor concentracion
de hidrocarburos presentes en un determinado volumen de elusion. Se prepard una
mezcla con 3 mL de hexano y 2 mL de una combinacion de hidrocarburos (C14, C15,
C16), una vez empacada y activada la columna, se inyectaron los 5.0 mL de la mezcla,
la cual fue eluida por gravedad con 2.0 mL de hexano. Por la parte inferior de la
columna fue tomada la elusion de la muestra en viales, obteniendo fracciones de 0.5 mL,
de las cuales se obtuvieron 5 fracciones en total (2.5 mL), para previamente inyectar 2
pL de cada fraccion en el CG, con el fin de determinar, a que volumen existe la mayor
cantidad de hidrocarburos cuticulares en la elusion cromatogréfica. Debido a que los
hidrocarburos no presentan afinidad por la silice no se adsorben y eluyen facilmente, a
diferencia de los compuestos grasos de la muestra, los cuales presentan un fuerte

fendmeno de atraccion por la silice.

Los cromatogramas de las fracciones inyectadas, mostraron que la segunda
fraccion (1.0 mL) contiene la mayor cantidad de hidrocarburos presentes en la muestra
con respecto a las demas fracciones (Fig. 8). Las siguientes fracciones fueron
disminuyendo respecto a la concentracion de hidrocarburos, pero siguiendo un orden

gradual.
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Figura 8. Cromatograma de las fracciones eluidas de hidrocarburos.
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Identificacion Cualitativa de Hidrocarburos Cuticulares

Para la identificacion cualitativa de los hidrocarburos, es necesario tener
previamente inyectados los estdndares, para corroborar asi su tiempo de retencion y
poder identificar a que hidrocarburo pertenece cada pico del cromatograma. En la Tabla
2 se muestran los tiempos de retencion de cada uno de los estandares inyectados
individualmente en el equipo de cromatografia de gases. Para los hidrocarburos
ramificados es necesario utilizar el Indice de Kovats, ya que no se cuenta con los

estandares necesarios.

En las Figuras 9 y 10 se muestra un Cromatograma caracteristico de Triatoma
longipennis macho y hembra. Bajo las condiciones de andlisis utilizadas se puede
observar una separacion correcta de los picos en el Cromatograma. Los picos fueron
identificados por los tiempos de retencion correspondientes a los estandares certificados
comerciales (Tabla 2) y por el resultado del célculo del Indice de Kovats. Se puede
observar que los picos mayoritarios correspondieron a hidrocarburos lineales, siendo
predominantes los HC23, HC25, HC27, HC29, HC31 y HC33, también se observa que
se encuentran dentro de los lineales HC24, HC26, HC28, HC30, HC32, HC37, HC38,
HC39 pero en menor intensidad. Los picos con menor intensidad de areas fueron
identificados como ramificados con la ayuda cualitativa del Indice de Kovats, siendo

hidrocarburos ramificados desde 24 carbonos hasta 39 carbonos.
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individualmente.

Tabla 2. Tiempo de retencion de los estandares en el Cromatograma inyectados

Estandar Nombre Tiempo de retencion
C19 Nonadecano 6.31 min.
C20 Eicosano 7.18 min.
c21 Heneicosano 8.23 min.
C22 Docosano 9.51 min.
C23 Tricosano 10.99 min.
C24 Tetracosano 12.67 min.
C25 Pentacosano 14.49 min.
C26 Hexacosano 16.44 min.
C27 Heptacosano 18.40 min.
C28 Octacosano 20.45 min.
C29 Nonacosano 22.40 min.
C30 Triacontano 24.46 min.
C31 Heneitriacontano 26.40 min.
C32 Dotriacontano 28.33 min.
C33 Tritriacontano 30.20 min.
C36 Hexatriacontano 35.71 min.
C38 Octatriacontano 38.65 min.
C40 Tetracontano 42.17 min.
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Figura 9. Cromatograma caracteristico de T. longipennis macho.
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Figura 10. Cromatograma caracteristico de T. longipennis hembra.
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Identificacion Cuantitativa de Hidrocarburos Cuticulares

En la Tablas 3 y 4 se presentan los datos caracteristicos de Triatoma longipennis
macho y hembra obtenidos de la alas, mostrando el nombre de los hidrocarburos tanto
lineales como ramificados que se identificaron, el tiempo de retencién, el por ciento del
area total para cada hidrocarburo presente en la muestra y el Indice de Kovats. Los
hidrocarburos ramificados fueron identificados utilizando los valores correspondientes
del Indice de Kovats al no contar con sus respectivos estdndares. Trabajos anteriores han
reportado esta metodologia en la identificacion de este tipo de hidrocarburos (Juarez y
col., 2002). Se encontraron los mismos hidrocarburos cuticulares en machos y hembras,

sin embargo las areas de los picos correspondientes fueron distintas.

En la especie de Triatoma longipennis machos se identificaron 40 HC de los
cuales 14 HC (57.93%) pertenecieron a hidrocarburos lineales y 26 HC (42.07%)
pertenecieron a hidrocarburos ramificados. En hembras se encontraron 38 HC de los
cuales 14 HC (61.93%) correspondieron a hidrocarburos lineales y 24 HC (38.07%)
correspondieron a hidrocarburos ramificados. Los hidrocarburos cuticulares lineales van
desde el tricosano (HC23) hasta el nonatriacontano (HC39), contando con la inexistencia
de algunos (HC34, HC35, HC36), en hembra y macho se encontraron los mismos HC
lineales. Los HC ramificados que se identificaron cualitativamente, fueron nombrados
debido, a la comparacion de los IK obtenidos en esta investigacion, en relacion al IK de
otras especies de Triatomas, los cuales fueron publicados por Juarez y colaboradores en

el afio 2002, obteniendo una gran similitud en los resultados.
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Tabla 3. Identificacion de hidrocarburos presentes en alas primarias y
secundarias de Triatoma longipennis macho.

Pico Hidrocarburo Nombre TR. %Area I|K.
1 Cc23 n- C23 10.951 2.437 2300
2 Cc24 n- C24 12.633 0.575 2400
3 r24 Desconocido 13.841 0.188 2467
4 r24 Desconocido 13.930 0.238 2472
5 C25 n- C25 14.450 4.048 2500
6 r25 MonOmero C25 15.015 1.826 2529
7 C26 n- C26 16.376 0.833 2600
8 Cc27 n- C27 18.368 5.745 2700
9 r27 5-me C27 19.324 0.603 2748
10 r27 X,X-dime C27 19.791 0.648 2771
11 C28 n- C28 20.387 1.106 2800
12 C29 n- C29 22.414 17.045 2900
13 r29 MonOmero C29 22963 0.131 2929
14 C30 n- C30 24.422 0.913 3000
15 C31 n- C31 26.407 14.021 3100
16 C32 n- C32 28.345 0.503 3200
17 C33 n- C33 30.254 4.228 3300
18 r33 5-me C33 31.297 1.320 3362
19 r34 x,X-dime C34 33.111 1.176 3470
20 r34 4,4-dime + x,x,x-trime C34 33.329 0.214 3484
21 r35 5-me C35 34420 1.138 3548
22 r35 3-me + x,x-dime C35 34883 3,528 3575
23 r36 x-me C36 36.164 0.529 3652
24 r36 X,X,X-trime C36 36.612 1.223 3678
25 r36 Desconocido 36.852 0.386 3693
26 C37 n- C37 37.030 0.520 3700
27 r37 Desconocido 37.230 0.975 3715
28 r37 MonOmero C37 37.563 1.022 3735
29 r37 5-me C37 37.885 3.249 3754
30 r37 x,X-dime C37 38.294 5.877 3778
31 C38 n- C38 38.650 2.247 3800
32 r38 MonOmero C38 39.097 1.132 3824
33 r38 5-me C38 39.538 0.924 3846
34 r38 3-me + x,x-dime C38 39.946 2.904 3867
35 r38 X,X,X-trime C38 40.219 1.063 3882
36 C39 n- C39 40576 3.708 3900
37 r39 Desconocido 40.843 2.972 3917
38 r39 Monémero C39 41.179 2.516 3938
39 r39 5-me C39 41569 3.620 3962

40 r39 x,x-dime + x,x,x-trime C39 41.945 2.667 3987

r = ramificado.
T.R. = tiempo de retencion.
|.K. = Indice de Kovats.



Tabla 4. Identificacion de hidrocarburos presentes en alas primarias y secundarias

de Triatoma longipennis hembra.

Pico Hidrocarburo Nombre TR. %Area I|K.
1 Cc23 n- C23 10.969 1.119 2300
2 Cc24 n- C24 12.614 0.441 2400
3 r24 ND ND ND ND
4 r24 ND ND ND ND
5 C25 n- C25 14.474 6.569 2500
6 r25 MonOmero C25 15.032 1.476 2529
7 C26 n- C26 16.401 1.098 2600
8 Cc27 n- C27 18.397 11.974 2700
9 r27 5-me C27 19.352 0.500 2748
10 r27 X,X-dime C27 19.844 1.785 2772
11 C28 n- C28 20.413 1.248 2800
12 C29 n- C29 22.444 15,557 2900
13 r29 MonOmero C29 23.012 0.339 2929
14 C30 n- C30 24.449 0.829 3000
15 C31 n- C31 26.436 13.386 3100
16 C32 n- C32 28.373 0.489 3200
17 C33 n- C33 30.284 5.829 3300
18 r33 5-me C33 31.327 0.909 3362
19 r34 x,X-dime C34 33.149 0.919 3470
20 r34 4,4-dime + x,x,x-trime C34 33.329 0.508 3484
21 r35 5-me C35 34.448 1.449 3547
22 r35 3-me + x,x-dime C35 34911 4.430 3575
23 r36 x-me C36 36.211 0.386 3652
24 r36 X,X,X-trime C36 36.650 1.009 3678
25 r36 Desconocido 36.888 0.236 3694
26 C37 n- C37 37.067 0.290 3700
27 r37 Desconocido 37.247 0576 3715
28 r37 MonOmero C37 37.490 0.519 3728
29 r37 5-me C37 37922 2.837 3755
30 r37 x,X-dime C37 38.323 4.789 3778
31 C38 n- C38 38.667 1.466 3800
32 r38 MonOmero C38 39.131 0.223 3824
33 r38 5-me C38 39.592 0.893 3847
34 r38 3-me + x,x-dime C38 39.981 2.018 3868
35 r38 X,X,X-trime C38 40.246 0.568 3882
36 C39 n- C39 40594 1.634 3900
37 r39 Desconocido 40.886 1.371 3918
38 r39 Monémero C39 41.206 3.639 3938
39 r39 5-me C39 41.609 4.770 3964
40 r39 x,x-dime + x,x,x-trime C39 41.963 1.921 3986

r = ramificado
T.R. = tiempo de retencion
I.K. = Indice de Kovats.

ND = no detectado.
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Composicion de Hidrocarburos Cuticulares

Para el anélisis de cromatografia de gases se utiliz6 el método de cuantificacion
por ciento en &rea, debido a que este es el método establecido para una mejor
comparacion de la composicién de hidrocarburos cuticulares entre los insectos. La Tabla
2 muestra los tiempos de retencion de los estandares inyectados individualmente, los
cuales sirvieron para la determinacion de la composicién de hidrocarburos en las
muestras. En la especie Triatoma longipennis los hidrocarburos con mayor
concentracion correspondieron a los lineales, predominando los HC23 (1.78%), HC25
(5.31%), HC27 (8.86%), HC29 (16.30%), HC31 (13.70%), HC33 (5.03%), de los cuales
el de menor concentracion fue el HC23 y teniendo como al de mayor concentracion al
HC29, siendo este el predominante de esta especie. Los hidrocarburos ramificados en
base a los lineales, siempre se encontraron en menor concentracion, pero no
necesariamente todos estuvieron en menor cantidad con respecto a algunos lineales,
siendo el hidrocarburo HCr37 (IK: 3778) el de mayor concentracién con un 5.33 %

dentro de los ramificados.

En investigaciones recientes, se han reportado en otras especies de Triatomas,
hidrocarburos lineales mayoritarios diferentes o iguales a Triatoma longipennis, como
son: Triatoma pallidipennis HC31, Triatoma mazzottii HC27 (Gélvez, 2002), Triatoma
dimidiata HC31, Triatoma barberi HC29 (Juarez y col., 2002), Triatoma rubida HC27
(Paredes, 2008), siendo comunmente los hidrocarburos cuticulares impares los de mayor

concentracion.
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Comparacion de Hidrocarburos Entre los Géneros

Los hidrocarburos cuticulares encontrados en machos fueron los mismos
encontrados en hembras, excepto por dos hidrocarburos ramificados (IK: 2467, 2472)
los cuales no se encontraron en hembras. Los hidrocarburos lineales predominantes
fueron los mismos (HC 23, HC 25, HC 27, HC 29, HC 31, HC 33), siendo esta la huella
digital caracteristica de Triatoma longipennis. Se encontré una diferencia notable de
porcentajes entre géneros en el HC 27, el cual en machos se encuentra en un 5.745 % y
en hembras en un 11.974 %, en las hembras representandose en el Cromatograma una
perfecta campana de Gauss de los hidrocarburos lineales caracteristicos, mientras que en
los machos se forma una incompleta campana de Gauss (Fig. 11). En ambos géneros el
hidrocarburo mayoritario ramificado fue un HC de una cadena de 37 carbonos con un IK

de 3778.

En la especie Triatoma longipennis, los géneros no difieren en la huella digital
caracteristica, sin embargo existe un perfil caracteristico para hembra y macho,
siguiendo un patrén de abundancia en el HC29 y una diferencia notable en el HC27

entre géneros, permitiendo esto un perfil caracteristico entre géneros.
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Tabla 5. Composicion de HC y desviacion estandar en alas primarias y secundarias
de Triatoma longipennis.

MACHO HEMBRA
HIDROCARBURO IK % S.E. % S.E.
n- C23 2300 2.4 0.2 1.1 0.4
n- C24 2400 0.6 0.2 0.4 0.4
Desconocido 2467 0.2 0.1 - -
Desconocido 2472 0.2 0.1 - -
n- C25 2500 4 0.4 6.6 0.4
MonOmero C25 2529 1.8 0.2 1.5 0.1
n- C26 2600 0.8 0.3 1.1 0.2
n- C27 2700 5.7 0.4 12 0.4
5-me C27 2748 0.6 0.4 0.5 0.3
x,x-dime C27 2771 0.6 0.5 1.8 0.6
n- C28 2800 1.1 0.4 1.2 0.4
n- C29 2900 17 0.6 15.6 0.5
Monémero C29 2929 0.1 0.1 0.3 0.3
n- C30 3000 0.9 0.2 0.8 0.2
n- C31 3100 14 0.6 13.4 0.5
n- C32 3200 0.5 0.2 0.5 0.2
n- C33 3300 4.2 0.3 5.8 0.2
5-me C33 3362 1.3 0.1 0.9 0.2
x,x-dime C34 3470 1.2 0.2 0.9 0.3
4,4-dime + x,X,x-trime C34 3484 0.2 0.1 0.5 0.2
5-me C35 3548 1.1 0.3 1.4 0.4
3-me + x,x-dime C35 3575 35 0.4 4.4 0.5
x-me C36 3652 0.5 0.3 0.4 0.2
X,X,X-trime C36 3678 1.2 0.5 1 0.4
Desconocido 3693 0.4 0.1 0.2 0.1
n- C37 3700 0.5 0.2 0.3 0.1
Desconocido 3715 1 0.4 0.6 0.2
Monémero C37 3735 1 0.4 0.5 0.3
5-me C37 3754 3.2 0.2 2.8 0.4
x,X-dime C37 3778 5.9 0.4 4.8 0.4
n- C38 3800 2.2 0.6 15 0.4
MonOmero C38 3824 1.1 0.2 0.2 0.1
5-me 38 3846 0.9 0.4 0.9 0.4
3-me + x,x-dime C38 3867 2.9 0.2 2 0.1
X,X,X-trime C38 3882 1.1 0.2 0.6 0.2
n- C39 3900 3.7 0.4 1.6 0.3
Desconocido 3917 3 0.4 1.4 0.2
MonOmero C39 3938 2.5 0.3 3.6 0.2
5-me C39 3962 3.6 0.1 4.8 0.1
x,x-dime + x,x,x-trime C39 3987 2.7 0.1 1.9 0.1
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CONCLUSIONES

Extraer y cuantificar la composicion de hidrocarburos cuticulares en Triatoma
longipennis, es una técnica cualitativa y cuantitativa que nos permite poder identificar la
composicion de HC de este importante vector de la enfermedad de Chagas, logrando
manejar técnicas de instrumental avanzado para una mejor comparacion del insecto entre
especies y géneros por medio de la quimiotaxonomia, con el fin de evitar una posible

proliferacion de la enfermedad en nuestra region.

Para lograr obtener las condiciones sobre el manejo de muestras en la obtencion
del extracto crudo, se debe de tener en cuenta el minimo manejo de la muestra, con el fin
de evitar el mayor error posible y una posible contaminacion. El utilizar las alas del
insecto y no el cuerpo, es una técnica que nos brinda seguridad de extraer hidrocarburos

de la cuticula y no de la linfa.

La separacion de los hidrocarburos cuticulares por cromatografia de adsorcion en
columna, es sumamente practica, ya que para empacar y eluir la columna solo se utiliza
un solvente (hexano), debido a que la silice que se utiliz6, no presenta afinidad hacia los
hidrocarburos y si hacia los componentes grasos, obteniendo asi una cromatografia
negativa, logrando asi una rapida purificacion y fraccionamiento de la muestra, con
respecto a las cromatografias normales en columna. La silica se puede reutilizar para 2

purificaciones mas sin necesidad de cambio.
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El identificar cualitativamente los hidrocarburos cuticulares por el método Indice
de Kovats, es muy efectivo, debido al no contar con algunos estdndares tenemos la
seguridad de identificar correctamente cualquier hidrocarburo, especialmente en el caso
de los ramificados, ya que no son comun estos estdndares. El analisis cualitativo 1K
permitid identificar hasta 35 HC en la investigacion. Este método permite comparar los
IK de los hidrocarburos en diferentes especies, por lo que es un método cualitativo

universal.

La cuantificacion de la composicion de hidrocarburos en la especie T.
longipennis, nos permite poder comparar entre los hidrocarburos del mismo o diferente
género, es una técnica sencilla que utiliza el area de los picos del Cromatograma para
poder representarlos en por ciento, algunos aparatos cromatogréaficos avanzados lo
poseen. Esto nos ayuda a poder comparar diferentes especies de Triatomas y definir un

perfil caracteristico de hidrocarburos para cada especie.

La composicion de hidrocarburos cuticulares entre machos y hembras es muy
perecida, salvo por 2 hidrocarburos ramificados que no se encuentran en la hembra, la
variacion notoria entre géneros es debido al HC27, el cual se encuentra en menor
cantidad en el macho, y esto permite que en la hembra se muestre un cromatograma
caracteristico de una perfecta campana de Gauss, formada por los hidrocarburos lineales

caracteristicos.
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RECOMENDACIONES

Realizar un estudio de identificacion sobre los componentes lipidicos que

conforman las cuticulas de los insectos, ya que junto con los hidrocarburos tienen la

funcién de proteger al insecto.

Se recomienda considerar los estudios morfométricos a las alas para una mejor

comparacion entre las especies.

Estudiar la posibilidad de rehusar mayor nimero de veces el adsorbente, con el

fin de manejar una cantidad mayor de muestras a las utilizadas en la investigacion.
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