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RESUMEN

Producto del mas reciente brote de dengue en el municipio Santiago de Cuba, se estudié una cepa de este vector para determinar
sus niveles de susceptibilidad y/o resistencia a insecticidas organofosforados y piretroides. Los resultados de los bioensayos
mostraron bajos niveles de resistencia a fentiéon, malation y deltametrina, se obtuvieron moderados para temefos, metil-
pirimifos y cipermetrina, y altos para clorpirifos. Segun los resultados obtenidos, en el uso del sinergista S,S,Sftibtititlfos

se demostré que las enzimas esterasas juegan una funcién importante en la resistencia a temefos y clorpirifos. Utilizando el
sinergista piperonil butoxido se demostré que las enzimas oxidasas de funcion multiple no intervienen en la resistenma a ningu

de los insecticidas evaluados. Se realizaron las técnicas bioquimicas para la deteccién de los mecanismos de resistencia mediad
por enzimas esterasas, glutation-s-transferasa (GST) y acetilcolinesterasas, (Adéetesrmegypty quedé demostrado, de

acuerdo con los altos valores de frecuencia observados para cada uno de los mecanismos, que las enzimas esterasas y GST
intervienen en la resistencia a insecticidas, no resultando asi para la AchE. Sin embargo, por primereedes argyptise

encontro la presencia del gen de la AchE, aunque a baja frecuencia. Mediante electroforesis en gel de poliacrilamida se observo
una banda fuertemente tefiida con un valor de movilidad relativa de 0,779; la cual se nombré A4, que no se observé en la cepa
de referencia, y que pudiera estar asociada con la resistencia a organofosforados, hecho que queda por demostrar en futuros
trabajos.

Descriptores DeCS:RESISTENCIA A INSECTICIDA; AEDES; INSECTICIDAS ORGANOFOSFORADOS; PIRETRINAS;
SINERGISTAS DE PLAGUICIDAS.

Dentro del gran niumero de especies degeografica de su principal vectokedes aegypti
mosquitos resistentes a la accion de los insecticidasinneaus??
encontramos al génefedesque desempefia una En 1960, se reportaron los primeros casos de
importante funcion en la transmision de resistencia a insecticidas organofosforados y
enfermedades virales. El dengue, fiebre del dengue&arbamatos emedes aegypti. Féxeportd una
hemorréagico (FDH) y la fiebre amarilla, son cepa en Puerto Rico resistente 10X a malatién y
enfermedades viricas, transmitidas por esta especialiazinén. La capacidad de resistir a malatién se
gue causan grandes impactos en la salud pdblicaasocio con la detoxificacion mediada por enzimas
Dichas enfermedades estan diseminadas en areale actividad especifica carboxilesterasas. La posible
urbanas y van aparejadas con la distribucionfuncién de las enzimas especificas en el proceso de
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detoxificacion de insecticidas, Aedes aegyptiue .
observada en larvas de la espédistos estudios
sugieren la presencia de enzimas detoxificadoras
especificas que cumplen un papel importante en et
mecanismo de resistencia a organofosforados. Otro
grupo de insecticidas, piretroides, también sufre lose
efectos del desarrollo de mecanismos de resistencia
por los vectores. Estos compuestos presentan
grandes problemas con la resistencia cruzada que
existe con el organoclorado DBTMuchas cepas
analizadas que muestran resistencia a DDT,
evidencian resistencia a permetrina, lo que sugiere
la presencia de un mecanismo sinfilar. .

En Cuba, comenzé en 1981 una campafia
intensiva de control contra el mosquifkedes
aegyptidonde se uso0, por 7 afios consecutivos, ek
insecticida organofosforado malation; hecho que
produjo la aparicion de resistencia a este compuesto
deCulex quinquefasciatug,fue sustituido en 1986
por piretroides.

Este trabajo se propone determinar los niveles

Malatién: 97 % de pureza, suministrado por
American Cyanamid Co.Princeton, New
Jersey.

Clorpirifos: 94 % de pureza, suministrado por
Dow Chemical Co.Midlan, Michigan.
Metil-pirimifos: 99,8 % de pureza, suministrado
por ZENECA, Salud Publica.

Piretroides

Deltametrina: 98,3 % de pureza, suministrado por
AGREVO.

Cipermetrina: 90,5 % de pureza, suministrado por
ZENECA, Salud Publica.

Sinergistas:

S,S,S tributil fosfotritiado (DEF): 99 % de pureza,
suministrado poMobay,Kansas City , Kansas.
Piperonil butdxico (PB)-[2-butoxietoxi] etoxi-
4,5-metileno-dioxi-2-propitolueno); 96,8 % de
pureza, suministrado pdicLaughlin Gormley
King Co, Minneapolis, Minnesota.

En los bioensayos se emplearon 5 réplicas de

de resistencia a insecticidas en la cepaAddes
aegyptide Santiago de Cuba, determinarvivo

cada concentracion del insecticida (20 larvas por
réplica), registrandose entre 2y 98 % de mortalidad.

los mecanismos de resistencia, mediante el uso d®odas las soluciones se ajustaron a un volumen final
sinergistas, la frecuencia génicay el tipo de esterasde 1 mL con acetona. Esta concentracion de
que pudiera estar involucrada en la resistencia.  acetona no causé mortalidad en los controles.

La accion de los sinergistas se determind
exponiendo las larvas a concentraciones subletales
de DEF (0,4 mL de 0,01 %) y de PB (0,8 mL de
0,001 %) durante 4 h previas a la adiccion de los

Para el trabajo se utilizaron 2 cepasAdeles  insecticidas. La lectura de las mortalidades se realizé
aegypti: ROCKEFELLER, cepa de referencia alas 24 h, hallandose la Gly la CL,, mediante el
susceptible, que fue suministrada por el IaboratoriOprograma probit-log.
del CDC de San Juan de Puerto Rico; y Las pruebas bioquimicas se realizaron en larvas
SANTIAGO DE CUBA, cepa de campo colectada de cuarto estadio temprano. Se determind la
en el municipio Santiago de Cuba, durante el masactividad de la acetilcolinesterasa (AchE) normal e
reciente brote de dengue. inhibida con propoxur segun el método de

Las colonias fueron establecidas y mantenidasHemingway y otro4? La actividad de las esterasas
en el insectario del Instituto de Medicina Tropical se determiné individualmente en larvas segun el
"Pedro Kouri", con temperatura de 25 EC y 65 % método de Peiris & Hemingway.La actividad
de humedad relativa. especifica de la enzima glutation-s-transferasa se

Se emplearon los insecticidas siguientes: determiné mediante la técnica de Booth y otfos.
Todas estas técnicas fueron estandarizadas por
Rodriguezy otros, paraAedes aegypti Se
determind en los 3 casos la frecuencia génica segun
e Temefos: 93,3 % de pureza, suministrado porla férmula de equilibrio de Hardy-Weinberg.

American Cyanamid CoPRrinceton, New Para realizar la electroforesis se determiné la
Jersey. actividad enziméatica de las esterasas y se

METODOS

— Organofosforado:
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TABLA 1. Rangos de la concentracion letal 50 (L pendiente de la recta (b) y factor de resistencia (FR) para diferentes grupos de
insecticidas en las cepas SANTIAGO DE CUBA y ROCKEFELLERAgdes aegypti

SANTIAGO DE CUBA

Temefos Malation Fentién Metil-pirimifos Clorpirifos ambglha Cipermetrina
CL,, 0,0713 0,7888 0,05213 0,064415 0,11456 0,0037 0,00941
(rango) 0,067 - 0,076 0,729 - 0,855 0,048 - 0,056 0,06 - 0,068 0,104 - 0,0141 0,0033 - 0,0841 - 0,0104
b 7,1% 0,72 5,1 0,66 4,5% 0,44 6,4% 1,42 6,72 1,42 1,77+ 0,28 6,14 0,93
FR 5,96 1,77 0,247 8,101 16,18 4,35 7,23

ROCKEFELLER

CL50 0,01274 0,4455 0,00981 0,00797 0,00687 0,00085 0,00129
(rango) 0,012 - 0,014 0,38 - 0,53 0,009-0,011 0,007 - 0,009 0,0062 - 0,007 0,00066 - @@L - 0,002

b 6,2% 0,73 2,19 0,27 6,04 1,28 3,62 0,52 5,% 0,825 1,5% 0,25 1,52 0,24
FR - - - - -

seleccionaron las muestras con mayor actividadmalation y fention, y al piretroide deltametrina. Los
Luego, en tubos Eppendorf (1,5 mL), se adicionaronindividuos de esta poblacion mostraron moderados
10 mL de muestra mas 10 mL del indicador Xilene niveles a temefos, metil-pirimifos y cipermetrina, y
cianol (0,02 % en sacarosa al 15 %). Se aplicarorse evidenciaron altos valores de resistencia para
20 mL de esta mezcla en el gel y se realiza la corrid&lorpirifos.
a 150 V, durante 45 min. Para la coloracién de las De los ensayos realizados con sinergistas,
bandas desterasas, se sumergieron los geles erresulto ser el DEF el de mayor actividad sobre la
50 mL debufferfosfato (0,1 M) que contenia4 mL cepa SANTIAGO DE CUBA, lo cual se observo a
de cada uno de los sustratos inespecificos de laravés del factor de sinergismo (PS), en especial
esterasaso( y B-naftilacetato). Después se paraclorpirifos (16,1%), seguido por temefs,45x).
afiadieron 0,5 g del colorante Fast blue RR, disueltd-a resistencia a clorpirifos para esta cepa, sinergiada
previamente en agua destilada y SDS (sodio dodeciPor DEF, se reduce desde un valor de,@k 0,11
sulfato) al 5 %. Para fijar la coloracion de las bandashasta 0,0068 mg/mL. Esta reduccion en los niveles
se sumerge el gel en una solucién de &cido acéticde resistencia confirma que las esterasas
al 10 %. A cada una de las bandas se le determingesempefian una funcion de verdadera importancia
la movilidad relativa. en la detoxificacion enzimética del clorpirifos en la
cepa SANTIAGO DE CUBA. Los valores bajos
del factor de sinergismo con DEF para metil-pirimifos
RESULTADOS y cipermetrina, demostraron que la resistencia a estos
insecticidas no esta mediada por el mecanismo de
En la tabla 1 se muestran los rangos de la€sterasas (tabla 2).
concentracion letal 50 (CJ), la pendiente de la recta Los resultados del FS obtenidos con el sinergista
(b) y el factor de resistencia para diferentes grupos”B, indicaron que las oxidasas de funcion multiple
de insecticidas en las cepas SANTIAGO DE CUBA (OFM) no desempefian una funcion importante en
y ROCKEFELLER deAedes aegypti. la resistencia a temefos, cipermetrina, clopirifos y
La cepa cubana SANTIAGO DE CUBA, metil-pirimifos (tabla 3). A la luz de los resultados
colectada durante el reciente brote de dengue, fu@btenidos con ambos sinergistas es sugerente que
probada para determinar su susceptibilidad y/oen la resistencia a metil-pirimifos y cipermetrina
resistencia a insecticidas organofosforados (temefosgstén interviniendo otros mecanismos de accion tan
malation, clorpirifos, fention y metil-pirimifos) y a  importantes eAedes aegyptiomo GST glutation-
los piretroides (deltametrina y cipermetrina). s-transferasa y gen Kdr.
Como se muestra en la tabla 1, esta ceparesults Se demostro que la actividad de las esterasas
susceptible a los insecticidas organofosforadoselevadasy el mecanismo mediado por la enzima GST
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TABLA 2. Vz_alq(;es de las C%vafCLg&yfactO_r de S_igergismod(FS), Icepa (fig.). Por su movilidad electroforética, las

para insecticidas organofrosiorados y plretr0| es, mediante e

sinergista DEF, erAedes aegyptile Santiago de Cuba bandas fu_eron er]umeradas dESd_e_ 1 hasta _5’ con el
correpondiente célculo de su movilidad relativa. Es

Insecticida CL (ppm)  Cly, (pPmM) b FS de destacar que en la cepa SANTIAGO DE CUBA
Temefos 0,011 0.016 767 6,45 se observo una banda de esterasa nombrada como
Clorpirifos 0,0068 0,01 7,43 16,17 A4, con una movilidad relativa de 0,779, que aparecio
Malation 0,779 1,69 3,81 101 = ¢con una alta frecuencia (99 a 100 %), y no se
Metil-pirimifos 0,098 0,15 6,57 0,653 ,

Fention 0.029 0.04 9.54 1.79 observo en la cepa ROCKEFELLER. Fueron
Cipermetrina 0,007 0,011 6,31 1,34 observadas otras bandas, su intensidad fue menor.
Deltametrina 0,0055 0,013 3,29 0,673

TABLA 3. Valores de las Cly CL,, y factor de sinergismo (FS), DISCUSION
para insecticidas organofosforados y piretroides, mediante el
sinergista PB, e\edes aegyptile Santiago de Cuba

Con los presentes estudios se determinaron los

Insecticida G (ppm) — Cly, (ppm) b FS niveles de resistencia en una poblacionAéeles
Temefos 0,088 0,13 791 0,81 aegyptidel municipio Santiago de Cuba, mediante
Clorpirifos 0,086 0,175 4,16 1,28 diferentes técnicas para su monitoreo. El nivel de
Malation 1,115 2,437 3,77 1,013 SNl

Metil-pirimifos 0.181 0.346 456 0.353 susceptlblllgad della cepa SANTIAGO DE CUBA
Fention 0,0503 0,074 7,58 1,03 se demostro a través de los bajos y moderados niveles
Cipermetrina 0,00789 001276 6,14 1,191  de resistencia. Se mostarron niveles bajos a fention,
Deltametrina 0,00528 0,01296 3,29 0,701

malatién y deltametrina. Los valores moderados se
obtuvieron para temefos, pirimifos metil y
cipermetrina.

Identificamos, con la utilizaciéon del PB, que el
mecanismo mediado por MFO no desempefié un
papel importante en la resistencia a los insecticidas

“ Er R I T s po. temefos, clorpirifos metil-pirimifos y cipermetrina.
Por otra parte, el estudio con el sinergista DEF
permitioé concluir que el mecanismo de esterasas no
esta involucrado en la resistencia metil-pirimifos y
cipermetrina, pero desempefia una funcion
importante en los altos niveles de resistencia a
clorpirifos en la cepa SANTIAGO DE CUBA.

La resistencia a clorpirifos estd muy bien

Fig. Patrones de electroforesis en gel de poliacrilamida para Iadocumemada en cepas Aedes aegyptpara la
poblacién deAedes aegypttle Santiago de Cuba. Obsérvese la region del Caribe Rawlins y Ragoonansinégh
esterasa nombrada A4 tefiida con mayor intensidad. reportaron altos niveles de resistencia a clorpirifos,

en poblaciones dédedes aegyptile Puerto Rico

(5,86x), Santa Lucia (7,29) y Trinidad (9,14x).
desempefian un papel muy importante en lagstos resultados fueron argumentados con los niveles
resistencia a insecticidas de la cepa SANTIAGOde resistencia de clorpirifos reportados en esta
DE CUBA, encontrandose a alta frecuencia ambosinvestigacion.
mecanismos (1,0 y 0,5725; respectivamente). EIl  SegurMazarrien su tesis de maestria, el hecho
mecanismo mediado por acetilcolinesterasas naje que existian altos niveles de resistencia cruzada
interviene en la resistencia de esta cepay se obserntre clorpirifos y temefos, sugiere que el mecanismo
a baja frecuencia en la poblacion (0,0435). de resistencia a temefos es el que le confiere

El examen visual de los geles revelé un granproteccion a clorpirifos. En el presente estudio, el
ndmero de bandas de esterasas A y B para est@ecanismo de resistencia a clorpirifos y a temefos
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se investigd a través del uso de sinergistas, por loSUMMARY
métodos bioquimicos y mediante electroforesis en
gel de poliacrilamida. Los datos obtenidos con elAs a result of the most recent dengue outbreak in Santiago de Cuba
sinergista DEF para ambos insecticidas, nos Sugiereﬁrovmce, a st@lq of this vectqr was studied to determine the

. . .. vels of sensitivity and/or resistance to organophosphate and
que el mecanismo mediado por esterasas de aCUV'dqarethoid insecticides. The results of bioassays showed low levels

inespecifica pudiera ser responsable de estaf resistance to fention, malathion and deltametrine, moderate
resistencia. levels of resistance to temephos, metyl-pirimifos and cipermetrine

; 2 and high levels of resistance to chlorpirifios. According to the
En la electroforesis se observo una bandaresults obtained from the use of S.S.S. phosphotrithiate trybutil

fuert_emente teﬁida, que de acue.rt.zlo,con su movmda@ynergist, it was shown that esterases play an important role in
relativa y su coloracion se clasificO como esterasaresistance to temephos and chlorpirifos. Piperonyl butoxide
A4y cuya movilidad relativa fue de 0,7 T@azarri _synsrgist _disclosed that n;ulrt]ifuncti?n 0>éiqases _w_(ejre not inr\:olv‘ed|
; P in the resistance to any of the evaluated insecticides. Biochemica
en .1994’en. su teSI.S de MaeStr[aSeC“CIde techniques were applied to detect esterase-, glutathione-S-
reS|sta_nce in two field pOpUIat|9ns of Aedes transferase- and acetylcholineaterase-mediated resistance
aegypti (L) from Venezuelagncontrd que en una mechanisms ofAedes aegyptiln accordance with the high
cepa deA. aegypn se mostraba una banda cuya frequency values o(;:vsel-rvedhi'n eaCSh of th? mechanismg, it \Il\/asdprOVﬁd
" ; . at esterases and glutathione-S-transferase were involved in the
L. insecticide resistance but acetylcholinesterases were not. However,
mOV|I|dad0 relativa era de 0,61; que estaba presentd'®" de resi b eholi
en el 91 % de los Ir?C,jIVIdUOS, y que fue nombrada,cetyicholinesterase gen was found in Aedes aegypti for the first
esterasa A6. También se clasific6 como esteras@me though at low frequency. The polyacrylamide-gel
A6 la encontrada en adultos deedes aegypti electrophoresis made it possible to observe a well-stained band
procedentes de San Juan de Puerto Rico. con uWith a relative mobility value of 0,779; this band was called A4 it
- . was not observed in the reference strain and may be associated to
’ y
valor de movilidad relativa de 1,@fPI‘OdUC'[O. qe la organophosphate resistance which remains to be proved in future
nomenclatura de estas esterasas se dificulta |@search.
comparacién entre ellas. bj headi INSECTICIDE RESISTANCE; AEDES
.. - ubject headings ; ;
La (_:orrela}mon entre la actividad de las esterasa NSECTICIDES: ORGAND PHOSPHATE: PYRETHRINS:
y la resistencia a los compuestos organofosforadospESﬂcmE SYNERGISTS.
esta documentada en un gran nimero de inséétos.
Con el uso de ensayos en placa de microtitulacion
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