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RESUMEN

Introduccion. Los principales mecanismos
de resistencia a los insecticidas desarrollados
por los insectos incluyen una serie de enzimas
detoxificadoras. Se conoce que estos mecanismos
pudieran afectar la efectividad en la actividad
insecticida de algunos aceites esenciales. Estudiar
la implicacion de las enzimas detoxificadoras es
importante cuando se pretende recomendar un
aceite esencial para el control vectorial.
Objetivo. Determinar la actividad de las enzimas
de accion metabolica en dos cepas de Ae. aegypti
(susceptible y resistente a insecticidas) al ser
expuestas a sus respectivas CL, de un aceite
de trementina obtenido de Pinus tropicalis y
modificado por fotoisomerizacion.

Resultados. Los valores de actividad de las
B-esterasa y MFO oxidasa no variaron en la cepa
susceptible; sin embargo, en la cepa resistente
ocurrié una disminucién de los valores de estas
actividades. La actividad de las GST mostro
inhibicion en la cepa susceptible, mientras que,
para la cepa resistente se encontrd un ligero
incremento.

Conclusiones. En este trabajo se pudo demostrar
que las enzimas de accion metabolica evaluadas
no constituyen un mecanismo de resistencia en

las larvas que sobrevivieron a la exposicion del
aceite de trementina modificado. Este resultado,
unido a los efectos bioldgicos de este aceite, asi
como su actividad ovicida, larvicida, pupicida y
teratogénica, permite recomendar su uso como
un método alternativo para el control de Aedes

aegypti.

Palabras clave: Aedes aegypti, GST, esterasas,
aceite esencial

ABSTRACT

Modified turpentine oil as an inhibitor of
detoxifying enzymes in two strains of Aedes
aegypti mosquitoes

Introduction. The main mechanisms of insecticide
resistance developed by insects include a series
of detoxifying enzymes. It is known that these
mechanisms may affect the effectiveness of the
insecticidal activity of some essential oils. To study
the implication of detoxifying enzymes is very
important when trying to recommend an essential
oil for vector control.

Objective. To determine the activity of enzymes
with metabolic action in strains of Ae. aegypti
exposed and unexposed to modified turpentine oil .
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Results. The values of the activity from B-esterase
and MFO oxidase did not change in the selected
CL,, susceptible strain. However, there was a
decrease in the values of these activities in the
selected resistance strain. GST activity was
inhibited in the susceptible strain and increased
slightly for the resistant strain. This study
demonstrated that the enzymes of metabolic action
do not constitute a mechanism of resistance in the
larvae that survived the exposure to the modified
turpentine oil.

Conclusion. This result, combined with the
biological effects of this oil as ovicide, larvicide,
teratogenic and pupicidal, allows recommending
its use as a biological alternative method for
controlling Aedes aegypti.

Key Words: Aedes aegypti, GTS, esterases,
essential oils

INTRODUCCION

Aedes (Stegomyia) aegypti (Diptera:
Culicidae) constituye el vector primario de
dengue en las Américas (1). Se estima que
aproximadamente, 40 % de la poblacion mundial
esta en riesgo de contraer el virus y entre 50 a 100
millones de personas son infectados anualmente
(2,3). Si bien es cierto que el control quimico es
la opcion mas utilizada para reducir la transmision
de esta virosis, debido a que no se cuenta con
un candidato vacunal efectivo (4), es posible
utilizar otras alternativas de control con menos
limitaciones ambientales.

Las plantas, en su proceso evolutivo, han
desarrollado mecanismos de defensa contra el
dafio ocasionado por plagas (5). Estas propiedades
fueron empleadas desde tiempos inmemoriales por
el hombre para evitar las molestias principalmente
causadas por insectos (6). Sin embargo, con el
advenimiento del uso de los insecticidas sintéticos
la utilizacién de las plantas para el control de
plagas disminuy6 considerablemente. Una de las
consecuencias de la aplicacion ininterrumpida
de los insecticidas ha sido el desarrollo de
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mecanismos de resistencia en los insectos (4,
6-10). Esta problematica ha conllevado a retomar
el uso de controladores bioldgicos alternativos
como las plantas, pues son una fuente promisoria
en la busqueda de compuestos con actividad
insecticida (11-18).

Cuba, posee una extensa y variada flora, de
la cual existen especies de plantas biosintetizadoras
de sustancias con actividad plaguicida (19). El
potencial insecticida de la inmensa mayoria no
se ha estudiado a profundidad, salvo algunas
evaluaciones realizadas en plagas denla agricultura
y de la salud publica (20-24).

En estudios previos se comprobo la
actividad larvicida e inhibidora del desarrollo en
una cepa de Ae. aegypti resistente a insecticidas, de
un aceite de trementina obtenido de la destilacion
de la resina de Pinus tropicalis y modificado por
fotoisomerizacioén (25). Sin embargo, este tipo
de actividad bioldgica, se obtuvo en dicha cepa
con un ligero incremento de la dosis subletal,
infiriendo que la resistencia a insecticidas
sintéticos encontrada y un posible incremento de
la actividad de enzimas detoxificadoras, juegan un
papel en este resultado.

Debido a que los principales mecanismos
de resistencia a los insecticidas desarrollados por
los insectos incluyen las carboxilesterasas (EST),
glutation-S-transferasas (GST) y citocromo P450
monooxigenasas (MFO) (26-28), nuestro objetivo
fue determinar la actividad de estas enzimas de
accion metabdlica en dos cepas de Ae. aegypti,
una susceptible y otra resistente, expuestas a una
CL,, del aceite de trementina modificado (ATM).

MATERIALES Y METODOS

Cepas de Ae. aegypti utilizadas en el estudio.
Cepa Rockefeller. Cepa de referencia de
laboratorio susceptible a insecticidas, suministrada
por el Centro para el Control y la Prevencion de
Enfermedades (CDC), San Juan, Puerto Rico,
1996.

Cepa San Miguel del Padréon 2011. Cepa
colectada en estadios de larva y pupa en el afo
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2011, durante una etapa intensiva de control
vectorial en el municipio San Miguel del Padron,
situado en La Habana, Cuba.

Bioensayos de susceptibilidad a insecticidas
en larvas. La susceptibilidad y/o resistencia al
insecticida organofosforado temefos (insecticida
utilizado para el control larval en Cuba por el
Programa Nacional de Control de Aedes aegypti
y Aedes albopictus), fue evaluada, al igual que
los insecticidas lambdacialotrina, deltametrina,
bendiocarb y malation, a través de los bioensayos
de susceptibilidad para larvas (29). Se utilizaron
larvas de tercer estadio tardio o cuarto estadio
temprano de las dos cepas de mosquitos. Se
aplicaron cinco o mas concentraciones del
insecticida con acetona, como diluyente. Se
emplearon cuatro réplicas y un control por cada
concentracion que causaron mortalidades entre 2 y
98 %. La mortalidad se leyo a las 24 horas después
de aplicados los insecticidas. Las concentraciones
letales se calcularon usando Probit en SPSS
version 11 para Windows. Se calcul6 el Factor
de Resistencia (FR,, FR,,), dividiendo el valor
de CL,,, CL,, de la cepa San Miguel 2011entre
los valores obtenidos con la cepa susceptible
Rockefeller.

Se utiliz6 como criterio de susceptibilidad
las siguientes relaciones: FR, <5 Susceptible,
FR,,5-10 Resistencia moderada, FR,>10
Resistente (30). FR, <2 Susceptible FR > 2
resistente (31).

Seleccion con ATM en larvas de Aedes aegypti,
cepas San Miguel del Padron 2011 y cepa
Rockefeller. Larvas de Aedes aegypti de la cepa
Rockefeller y de la cepa San Miguel del Padron
2011 fueron expuestas a diferentes dosis de ATM,
posteriormente, se calculd la CL , para cada cepa
(0.0043% y 0.011 %, respectivamente) utilizando
Probit en SPSS version 11 para Windows (25). Se
utilizaron como control larvas de ambas cepas que
no fueron expuestas al aceite y a las que solamente
se aplicd Iml de etanol. La mortalidad se calculd

a las 24 horas; las larvas sobrevivientes se lavaron
con abundante agua destilada y fueron colocadas,
posteriormente, en un volumen de 500 ml de agua
por 24 horas mas.

Preparacion de la muestra. Para cada ensayo de
actividad enzimatica se selecciond una muestra
aleatoria de 200 individuos; larvas no expuestas
o control y larvas expuestas, pero sobrevivientes
de cada cepa. Se colocaron, individualmente, en
placas de 96 pocillos para la realizacion de las
pruebas bioquimicas. Se maceraron en 50 uL de
tampon fosfato 0,01 mol/L, pH 7,5 con el empleo
de un homogenizador de placas, sobre una bolsa
de hielo. Se complet6 a un volumen de 300 uL de
tampon fosfato.

Citocromo P450 mono-oxigenasas. Para la
actividad de las enzimas citocromo P450 mono-
oxigenasas se utilizé la metodologia descrita por
Brogdon et a/, (1998)(32) y modificada por French
et al, 2013(33). Se utilizaron 80 uLL de macerado,
200 uL de sustrato 3,3",5,5"- tetrametilbenzidina
(TMBZ) a una concentracion de 12 mmol/L, y 25
uL de H,0, (3%). Se utilizé como control negativo
una mezcla del tampon fosfato, TMBZ y H,O,.
La reaccién se dejo transcurrir durante 10 min.
La absorbancia se leyd a 620nm, a 25°C, en un
espectrofotometro cinético (Versa Max, EE.UU).

Glutation-S-transferasas. Para la actividad de
las enzimas Glutation-s-transferasas se utiliz6
la metodologia descrita por Rodriguez et al,
2001(34). De cada uno de las muestras se tomo 20
uL y se afadieron a una placa de microtitulacion
de 96 pocillos. Seguidamente se anadieron 200
uL del sustrato [mezcla: 1 mL de 1-cloro-2,4-
dinitrobenzeno (50 mmol/L) diluido en metanol y
20 mL de glutation reducido (20 mmol/L) diluido
en tampodn fosfato]. La reaccion se dejo transcurrir
durante 3 min. La absorbancia se ley6 a 340nm,
a 25°C, en un espectrofotometro cinético (Versa
Max, EE.UU).

o y P carboxilesterasas. Para la actividad de
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las enzimas o y B carboxilesterasas se utilizo
la metodologia descrita por Rodriguez et al,
2001(34). De cada uno de las muestras maceradas
se tomo6 20 pL y se afiadieron a una placa de
microtitulacion de 96 pocillos. Seguidamente se
anadieron 200 pL de a o B naftil acetato (diluido
1:100 a partir de una solucién madre de a o B-naftil
acetato 70 mmol/L). Se dejo transcurrir la reaccion
durante 10 min. Posteriormente, se anadieron 40
pL del colorante Fast Blue B Salt (0,03g en 10
mL de la mezcla H20 y SDS 5 %, 3:7 v/v). La
absorbancia se calculo a 570 nm, a 25°C, en un
espectrofotometro cinético (Versa Max, EE.UU).

Analisis estadistico . Se analiz6 la normalidad de
los datos mediante la prueba Kolmogorov-Smirnov
y Shapiro-Wilk. La diferencia estadisticamente
significativa de los valores de actividad enzimatica
en los grupos en estudio, se determind mediante
un test de Mann Whitney, utilizando el software
Statistica version 7.

RESULTADOS

En el Cuadro 1, se muestra los estudios
de susceptibilidad a insecticidas de las 2 cepas
en estudio. Se muestran los valores de CL,,
CL,, y el FR,, FR,,, obtenidos para temefos,
lambdacialotrina, deltametrina, malation y
bendiocarb, en ambas cepas.

La cepa San Miguel del Padron 2011,
resultd altamente resistente a los 4 insecticidas
utilizados, lo que se evidencia en los factores de
resistencia (FR, > 10x; FR >2), segun criterio
(30-31). El FR, calculado para temefos fue de
4.8x lo cual seria un indicador de susceptibilidad;
sin embargo, el FR , muestra un valor superior a
2. Esta diferencia de criterio pudiera considerarse
como un inicio de resistencia moderada de esta
cepa frente a temefos, lo que estd en concordancia
con otros estudios realizados en cepas colectadas
en La Habana.

Al estudiar las enzimas implicadas en la
resistencia a diferentes insecticidas (Figuras 1y
2), en las dos cepas, luego de haber sido expuestas

Cuadro 1

Valores de concentracion letal (CL,,,CL,,) y factor de resistencia (FR_, FR,))
de las cepas San Miguel del Padron 2011 y Rockefeller frente a 4 insecticidas y
ATM
i San Miguel del Padrén Rockefeller San Miguel del Padrin
s et abowio o e
CLa(% ){LC) CLuo(%0)/(LC)
Lambdacialotring 0.0000014 0.000047 0.0000020 0.0000961 33/48
(0.0000010-0.0000017)  (0.000035-0.000056)  (0.0000018-0.0000022)  (0.000054-0.000058)
Deltametrina 0.0000030 0.000089 0.0000051 0.000481 19/96
(0.0000010-0.00000507  (0.000078-0.00010)  ((LO000047-0.0000054)  (0.00046-0.00051)
Malation 0.0000032 0.000036 00000085 0.000111 11/12.9
(0.0000014-0.00000507  (0.000030-0.000048)  (0.0000081-0.0000088)  (0.000107-0.000116)
Bendiocarb 0.0000011 0.0000193 0.0000039 0.000036 17/9.2
(0.0000089-0.000018)  (0.000067-0.00021)  (0.0000036-0.0000042)  (0.000032-0.000038)
Temefos 0.00000535 0.000024 0.0000162 0.000098 48/6.1
(0.000052 - 0.000058) (000020 - 0.00029)  (0.0000160-0.0000165)  (0.00096-0.00102)
ATM * 0.0023 0.0037 0.0055 0.0155 2.4/2.8
{0.0022-0.0025) (0.0052-0.0060) (0.0047-0.0069) (0.0124-0.023)

LC: Limite confiabilidad de las concentraciones letales calculadas mediante Probit en SPSS

version 11 para Windows

* Estos valores fueron obtenidos con anterioridad en Leyva ef al., 2013
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Figura 1. Actividad a esterasa (A) y p esterasa (B) determinada para cada cepa en
el estadio de larva. Se realiz6 un test Mann Whitney (A: SMP (U=1404; p=0,0000001);
Rockefeller (U=1002; p=0.0000001); B: SMP (U=396; p=0, 0000001); Rockefeller
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Figura 2. Actividad glutation-S-transferasa (A) y actividad citocromo P450 mo-
nooxignasas (B) determinadas para cada cepa en el estadio de larva. Se realiz6 un
test Mann Whitney (A: SMP (U=2005; p=0,168); Rockefeller (U=307; p=0.00001); B:
SMP (U=279; p=0, 0000001); Rockefeller (U=1824; p=0.04) utilizando el programa

estadistico STATISTICA 7. Las barras representan los intervalos de confianza.

a sus respectivas CL , del ATM, se encontro que la
actividad fue més elevada en la cepa resistente que
en la susceptible, tanto en los individuos expuestos,
como en los no expuestos o controles. La actividad
de las carboxilesterasas (o y ) disminuyo en los
sobrevivientes a la exposicion a ATM en la cepa
Miguel del Padron 2011 con respecto al control.
En la cepa Rockefeller disminuyo la actividad
a carboxilesterasa, en los individuos expuestos,
mientras que la actividad beta se mantuvo

similar en los expuestos como en el control. La
actividad de las GST se incrementd ligeramente
en las larvas expuestas con respecto al control
en la cepa Miguel del Padrén 2011, mientras que
ocurri6 lo contrario en la cepa Rockefeller. Por su
parte, la mayor actividad de las MFO se encontro
en los individuos control de la cepa resistente,
destacandose una disminucion posterior luego de
ser expuestos. Valores similares se encontraron en
la cepa susceptible.

Vol. 26, No. 1, enero-abril de 2015



18

https://doi.org/10.32776/revbiomed.v26i1.4

Leyva-Silva et al.

DISCUSION

Determinar los mecanismos y niveles de
resistencia en poblaciones de insectos expuestas
a los insecticidas constituye un factor importante
a tomar en cuenta para prolongar el empleo de
cualquier método de control que sea efectivo
contra insectos vectores de enfermedades al
hombre.

Considerando que, en trabajos anteriores se
relaciona la funcion de las enzimas detoxificadoras
con la efectividad de la actividad insecticida
de determinados aceites de plantas (35-37), se
propuso que la resistencia a insecticida y, en
particular, la resistencia metabdlica encontrada
en la cepa San Miguel del Padrén 2011, como
una posible justificacion del resultado encontrado
anteriormente (25).

La cepa San Miguel del Padrén 2011
manifesto resistencia a los insecticidas evaluados
en los estadios de larva, segun los resultados
obtenidos en este trabajo, y en el estadio adulto,
segun resultados obtenidos en estudios previos
(25). Sin embargo, existen trabajos en los que solo
se ha detectado resistencia en uno de los estadios.
Montada et al, 2009 (38) al evaluar cipermetrina
y lambdacialotrina en tres cepas de La Habana,
solo encontr¢ resistencia en el estado adulto. Los
autores atribuyeron estos resultados a que los
dos piretroides evaluados no eran insecticidas
utilizados para el control larval. En contraste, en
otros estudios se encontrd que una cepa presionada
con temefos por 7 afios resultd ser resistente a
deltametrina, tanto en el estadio larval como
en el estadio adulto. Sin embargo, al evaluar
esta cepa con lambdacialotrina solo se encontrd
resistencia en el estado adulto (39). La resistencia
cruzada entre determinados insecticidas esta
fuertemente asociada al desarrollo de mecanismos
de resistencia que median la proteccion a los
insectos frente a varios compuestos (40). Aunque
los insecticidas piretroides no son utilizados
como larvicidas, la seleccion en el estado adulto
con piretroides podria hacer que se potencie, en
ambos estadios, mecanismos de resistencia que
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actuen frente a insecticidas a los que, inclusive, la
poblacion no ha sido expuesta (39).

Los niveles de resistencia encontrados con
temefos en la cepa San Miguel del Padron 2011,
pudieran atribuirse a la presion de seleccion con
este larvicida, aplicado durante mas de 30 afios en
el programa de control vectorial cubano (38). Esto
también pudo haber generado resistencia cruzada a
lambdacialotrina, deltametrina y malation en esta
cepa, lo cual coincide con resultados encontrados
por otros autores (7,8,41,44).

Es de destacar la alta resistencia encontrada
a bendiocarb, a pesar de haber sido usado
eventualmente en tratamiento perifocal, para el
control de Ae. aegypti en algunas provincias de
Cuba (42). Sin embargo, en estudios realizados
en Malasia se encontrd resistencia frente a
este compuesto, aun sin haberlo empleado con
anterioridad en el control vectorial (43).

Una variedad de esterasas, oxidasas y un
grupo de transferasas, median la detoxificacion de
aleloquimicos toxicos en los insectos, mediante su
transformacion enzimatica (44-46). Estos sistemas
enzimaticos estan implicados en la resistencia
metabdlica a carbamatos organofosforados,
piretroides y DDT entre otros (26-28).

La implicacion de los mecanismos de
resistencia sobre la actividad biolégica de los
aceites es un tema que esta siendo muy estudiado,
cuando se valora la posibilidad de utilizar
productos naturales para el control de insectos.

En nuestros resultados, los principales
sistemas enzimaticos responsables de la resistencia
metabdlica en los insectos se encontraron
sobreexpresados en esta cepa con respecto a la
cepa susceptible. Aunque los valores de actividad
de las carboxilesterasas fueron mayores en la cepa
resistente respecto a la cepa Rockefeller, el valor
medio disminuy0 significativamente en las larvas
expuestas a ATM respecto a las no expuestas
o controles, en ambas cepas. Por otra parte, en
cuanto a la actividad de las MFO, se encontrd
una disminucion de la actividad en las larvas
expuestas de ambas cepas, aunque el efecto fue
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mayor en Rockefeller. Estos resultados evidencian
la actividad inhibidora de ATM en la actividad
esterasa y MFO.

Las enzimas esterasas y citocromo
P450 monoxigenasas ademas de intervenir en
la detoxificacion de los insecticidas sintéticos
cumplen un rol importante en procesos como
la reproduccién, digestion y muda (47-48). Un
desequilibrio en la funcionalidad de las enzimas
mencionadas como consecuencia de la exposicion
al ATM pudiera justificar la actividad ovicida,
larvicida, pupicida y teratogénica atribuida a este
aceite (25).

No existe concordancia en los resultados
obtenidos en trabajos similares con respecto al
efecto de los aceites sobre la actividad de las
enzimas detoxificadoras, lo cual pudiera estar
relacionado al tipo de aceite empleado en cada
caso particular. Cordeiro et al, 2013 (37) al
enfrentar una cepa resistente a organofosforados
y la cepa susceptible Rockefeller a WSMol
(lectina soluble en agua obtenida de Moringa
oleifera), encontro elevados niveles de a-esterasas
mas que de P-esterasas para ambas cepas. La
cepa susceptible presenté una estimulacion de
a-esterasa mientras que en la cepa resistente
no se evidenciaron cambios significativos para
esta enzima. De manera similar, en otro estudio
al evaluar la actividad de esterasas en larvas de
Ae. aegypti expuestas a un extracto de Sapindus
emarginatus, encontraron una reduccion de la
actividad p—esterasa, mientras que no encontrd
ninguna variacion en la a-esterasa (49). En nuestro
estudio, la inhibicion de las beta carboxilesterasas
fue mayor que la de las alfa esterasas. Sin embargo,
Joffe et al 2012 (50), encontr6 inhibicion de la
actividad de las citocromo P450 monooxigenasas,
pero no de las esterasas al probar aceite de semilla
de perejil y dillapiol en Musca domestica.

En contraste a la inhibicion de las esterasas
y MFO, el valor medio de actividad de las GST
tuvo un ligero incremento en los individuos
expuestos con respecto al control. Este resultado
pudiera ser explicado por el hecho de que en los

insectos las enzimas glutation-S-transferasa no
solo tienen como funcion mediar la detoxificacion
de xenobioticos, sino que también constituyen
uno de los mecanismos protectores frente al estrés
oxidativo que se genera por la exposicion a toxicos
(51-52). Por lo tanto, el incremento de la actividad
GST pudiera analizarse como un mecanismo
protector y no como un mecanismo de resistencia
frente al ATM. Sin embargo, el incremento de
la actividad de las GST en larvas de Ae. aegypti
resistentes expuestas a dos aceites, también se ha
analizado como un mecanismo de detoxificacion
(53).

Los aceites, como los insecticidas, pueden
ser detoxificados con la participacion de diferentes
enzimas. La exposicion de los insectos a los aceites
puede modificar la actividad o cantidad de las
proteinas detoxificadoras ya sea aumentandola o
disminuyéndola. En dependencia del efecto del
aceite sobre la actividad detoxificadora puede
ocurrir un desbalance hormonal, que se traduce en
deterioro del crecimiento y finalmente la induccion
de la muerte o la supervivencia del insecto (54-56).

El proceso de fotoisomerizacidon de
ATM rinde derivados oxigenados de verbenona
y pulegona los cuales afectan el desarrollo
fisiologico de Ae aegypti (25). Algunos autores,
plantean que el efecto neurotoxico de los aceites
esenciales y sus constituyentes se produce
mediante la modulacién de la actividad biologica
de sus blancos moleculares, los cuales incluyen
algunos canales i6nicos (57) y a los receptores
de tiramina, octopamina, GABA, y acetilcolina
(46,58); otros autores plantean que, compuestos
como timol, pulegona y carvacrol son moduladores
alostéricos positivos de los receptores GABA en
insectos (59). La presencia de mutaciones en los
sitios blancos de la accion de los insecticidas es
un mecanismo que media la resistencia a varios
compuestos en diferentes especies de artropodos
(26). Este mecanismos pudiera ser la causa del
incremento de la dosis de ATM que se encontro
en trabajos previos (25).

De forma general, la actividad de las
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enzimas detoxificadoras disminuyd, lo que
sugiere una baja probabilidad de manifestacion de
resistencia metabolica frente al ATM. Una variante
de utilizacion de ATM seria su empleo en el control
de poblaciones que no manifiesten este tipo de
actividad enzimatica (37) y, en poblaciones en las
que se detecten niveles considerables de las GST,
pudiera emplearse ATM combinado con sinergistas
sintéticos para potenciar el efecto toxico (50,60-
61).

Los resultados de este trabajo y la
demostrada actividad ovicida, larvicida, pupicida
y teratogénica del aceite, avalan y permiten
recomendar el uso del aceite de trementina
modificado como un controlador de origen natural
para cepas de Ae aegypti.
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