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RESUMEN

Se optimizé el micrométodo para la determinacién de la actividad especifica de glutation S-transferasa en una cepa seleccionada
en el laboratorio con lambdacialotrina por 6 generaciones (SP6). Los valores de saturacién para glutatiéon reducido y 1-cloro
2,4-dinitrobenceno fueron 15 mM y 40 mM, respectivamente; el tiempo 6ptimo de lectura de la reacciéon que permitié
diferenciar la cepa resistente SP6 de la susceptible de referencia SLAB result6 de 3 min. A través del micrométodo ya optimizad

se probaron 4 cepas procedentes de Cuba (SANTIAGO DE CUBA, SD4, QUIBU y SP6), una de Venezuela (MIRANDA), una de
Colombia (MEDELLIN) y una de Brasil (RIO DE JANEIRO). Los mas altos valores de actividad de la enzima fueron observados

en la cepa MIRANDA. Sin embargo, este mecanismo de destoxificacion se encontré6 a muy baja frecuencia en todas las cepas,
indicando que no desempefia un papel importante en la resistencia a insecticidas en las cepas de estudio. Se compararon los
valores de GST con las frecuencias de esterasas inespecificas y acetilcolinesterasa modificada para cada una de l&daepas estud

Palabras clave Optimizacién, mecanismos de resistencia a insecticidas, glutatiéon S-transferasa.

El desarrollo de la resistencia a insecticidas ha
sido quizas la mas seria consecuencia de su amplio
uso indiscriminado. Durante las Gltimas décadas
muchos insectos han desarrollado resistencia a
estos; hasta 1990 se reportaron 500 especies de
insectos resistentes a una o mas clases de los
toxicos?! La resistencia es heredada y ha
demostrado ser uno de los mayores obstaculos en
el control de los insectos. Los insecticidas han
contribuido a disminuir males como la malaria, la
fiebre amarilla, filariosis, encefalitis y arbovirosis,
adquiridas o transmitidas por vectores; y a su vez
han mejorado la produccién agricola en todo el
mundo, pero se han visto limitados por la evolucién
de la resistencia en muchas especies de insectos.
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Entre los mecanismos bioquimicos que confieren
resistencia a un amplio grupo de insecticidas se
encuentra la familia de la glutation S-transfefdsa.

La glutatién S-transferasa (GST) es una familia
de enzimas que catalizan la conjugacion del glutation
enddgeno a una variedad de compuestos electrofilicos,
protegiendo las macromoléculas biolégicas como las
proteinas y los &cidos nucleicos de las consecuencias
toxicas de una reaccion covalente con el insecticida.
Estas enzimas han sido implicadas en la
destoxificacion y biotransformacién de muchos
xenobidticos, incluidos varios carcinégenos y un
nimero considerable de medicamentos. La
conjugacién incrementa la solubilidad del
compuesto electrofilico (e.g. insecticidas),
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facilitando la excrecion de la molécula del
organisma.

La GST citosélica, encontrada tanto en plantas
como animales, es una proteina dimérica, cada una

compuesta de 2 subunidades las cuales pueden ser

homodimeros o heterodimeros. Pueden ser
clasificadas ademas, de acuerdo con su estructura
y especificidad de sustrato. Esta enzima es inducible
por algunos compuestos gquimicos, tanto en
mamiferos como en insectos.

La GST de insectos ha sido clasificada como
clasetheta Se ha propuesto a esta clase como
precursora de las clasala, miuy pi, basados
en la distribucion aparente de esta en un rango
diverso de organismos que incluyen bacterias,
levaduras, plantas e insectos.

Varios estudios han correlacionado la
resistencia a insecticidas con niveles incrementados
de actividad GST vy la produccién de diferentes
isoformas’°Las diferentes actividades cataliticas
de GSTy el numero de enzima individual presente
en las cepas de insectos susceptibles y resistentes
han demostrado ser el factor responsable de la
resistencia a varios insecticidds!

Este sistema enzimético generalmente esta
involucrado en la resistencia a insecticidas
organofosforados y proveen la forma mas
importante de resistencia metabdlica al
organoclorado DDT a través de la dehidroclo-
rinacion a DDE, en insectés!®

Los objetivos del presente trabajo fueron
optimizar y aplicar este micrométodo para
determinar la actividad de GST dfulex
guinquefasciatuy precisar si este mecanismo
estaba influyendo en la resistencia a insecticidas
en cepas de este vector, procedentes de Cuba y
otros paises de Latinoamérica.

Para optimizar este método fue necesario
determinar los valores de saturacion de sustrato
(glutatién reducido y 1-cloro 2,4-dinitrobenceno) y
el tiempo 6ptimo de lectura de la reaccién, lo cual
permitié diferenciar la cepa resistente SP6 de la
susceptible de referencia SLAB, asi como conocer
el estado de este mecanismo (GST) en otras cepas
de Latinoamérica.

METODOS

Para el estudio se utilizaron las cepas siguientes:

SLAB: cepa susceptible de referencia de la especie
Culex quinquefasciatysdonada por la
Universidad de Montpellier, Francia

QUIBU y SANTIAGO DE CUBA: cepas de
Culex quinquefasciatude Cuba, colectadas
en el terreno en las ciudades de Ciudad Habana
y Santiago de Cuba respectivamente y
mantenidas en el Insectario.

SP6: cepa d€ulex quinquefasciatugresionada
en el laboratorio con el insecticida piretroide
lambdacialotrina por 6 generaciones a partir de
la cepa SANTIAGO DE CUBA.

SD4: cepa d€ulex quinquefasciatysresionada
en el laboratorio con el insecticida piretroide
deltametrina por 4 generaciones, a partir de la
cepa SANTIAGO DE CUBA.

MIRANDA: cepa deCulex quinquefasciatuge
Venezuela mantenida en el Insectario.

MEDELLIN: cepa deCulex quinquefasciatus
de Colombia mantenida en el Insectario.

RIO DE JANEIRO: Cepa d€ulex quinque-
fasciatusde Brasil mantenida en el Insectario.

OPTIMIZACION DEL ENSAYO

Para la optimizacion del micrométodo se utilizd
la cepa SP6, seleccionada con lambdacialotrina por
6 generaciones, con un FR de 141,4 x para este
insecticida comparada con la cepa susceptible
SLAB.®Las larvas individuales de cuarto estadio
de SP6 fueron homogeneizadas en 200 mL de
tampon fosfato 0,1 M, pH 7,4.

La actividad GST fue determinada utilizando
1-cloro-2,4-dinitrobenceno (CDNB) y glutation
reducido (GSH), como sustratos; en todos los
ensayos se utilizaron controles negativos (blancos)
ademas de individuos de la cepa susceptible SLAB
gue fue tomada como referencia. El ensayo
consistiéo de una mezcla de trabajo de 25 mL de
GSH y 125 mL de CDNB. Las concentraciones
de cada uno de los sustratos se variaron de forma
independiente, para determinar las concentraciones
saturantes de cada sustrato. Las concentraciones
variaron entre 5-70 mM para CDNB y 1-40 mM
para GSH. Los reactivos fueron preparados
diariamente antes de su utilizacion.

A cada pocillo de la placa de microtitulacién
se le adicionaron 200 mL de la mezcla de reaccion
y 20 mL del homogenato de las larvas. Las



reacciones fueron llevadas a cabo a 25 °C y leidas
en un lector de ELISA (Labsystems IEMS Reader
MF) a 340 nm cada 30 s, durante 5 min. Luego se
realizaron 3 lecturas mas cada 5 min.

Las concentraciones saturantes de CDNB y GSH
se determinaron a partir de los graficos de actividad
enzimatica (Vo) contra concentraciones, teniendo en
cuenta la cinética enzimética de Michaelis-Menten.

El tiempo 6ptimo de lectura de la reaccién para
discriminar entre la cepa resistente y la susceptible
de referencia SLAB, se determin6 como el punto
dentro de la linealidad que difiriera significativamente,
mediante una prueba t de Student.

El valor de corte para determinar la frecuencia
de aparicion de este mecanismo de resistencia se
determin6 como el valor maximo de actividad GST
gue se observo en los individuos de la cepa
susceptible de referencia SLAB.

DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD GST
EN LAS CEPAS DE CAMPO

A partir de los resultados obtenidos en la
optimizacion del micrométodo, se ensayaron 282
larvas para la actividad GST en las cepas QUIBU,
SANTIAGO DE CUBA, SD4, MIRANDA,
MEDELLIN, RIO DE JANEIRO y SLAB. El
estimado de la frecuencia de los genes de GST se

0,25 7 Actividad enzimatica
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obtuvo del nimero de individuos susceptibles para
cada cepa, asumiendo que la poblacion se
encontraba en equilibrio Hardy-Weinberg.

La concentracién de proteinas se determin6
segun el métod®CA protein assayutilizando
BSA como patréi?

Andlisis estadistico de los resultadass
valores de actividad GST para todas las cepas se
probaron para la normalidad. Las diferencias
estadisticas entre las cepas se determinaron
mediante un analisis de varianza de clasificacion
simple y una prueba de Duncan.

RESULTADOS

Las concentraciones saturantes de los sustratos
CDNB y GSH resultaron 40 y 15 mM, respecti-
vamente (fig. 1). Estas concentraciones resultaron
adecuadas para diferenciar de forma significativa los
valores de actividad especifica de GST de las
poblaciones de SP6 de la cepa susceptible de
referencia SLAB. La formacion de DNP-GSH,
producto de la conjugacién del CDNB y el GSH por
la enzima GST, mantuvo la linealidad hasta los 5 min.
Brogdony Barber (1990) obtuvieron resultados
similares al ensayar esta enzima en mosquitos
Anopheles arabiensi& El tiempo 6ptimo minimo
para la lectura de la reaccion fue de 3 min (fig.2).
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Fig. 1. Concentracién saturante para los sustratos CDNB y GSH (40 y 15 mM, respectivamente).
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Fig. 2. Tiempo 6ptimo minimo para la lectura de la reaccién (3 min).
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Fig. 3. Valor de corte para determinar la presencia del mecanismo de destoxificacion mediada por GST (0,5 pM/min).

El valor de corte para determinar la
presencia del mecanismo de destoxificacion
mediada por GST fue de 0,5 pM/min, que
correspondio al valor maximo de actividad GST
observado en los individuos de la cepa SLAB
(fig. 3). No se encontré correlacién entre la
concentracion de proteinas y la actividad GST
en las cepas estudiadas, por lo que los valores
de GST estan reportados como actividad
enzimatica y no como actividad especifica.

En las poblaciones ensayadas para la
actividad GST (tabla 1) se observa que este
mecanismo de destoxificacion no se presenta
con alta frecuencia, oscilando entre 0,047
(QUIBU y SANTIAGO DE CUBA) y 0,095
(RIO DE JANEIRO). La cepa MIRANDA,
resulté la de mayor frecuencia de individuos con
actividad incrementada de GST. Sin embargo,
los valores promedio de actividad enzimética GST
de las poblaciones de campo difirieron



significativamente de la cepa susceptible de
referencia SLAB (tabla 2).

TABLA 1. Frecuencia del mecanismos de glutatién S-transferasa
(GST) en las cepas deulex quinquefasciatusstudiadas

Cepa GST
MIRANDA 0,373
RiO DE JANEIRO 0,095
SP6 0,085
MEDELLIN 0,067
SD4 0,052
SANTIAGO CUBA 0,047
QuUIBU 0,047
SLAB 0

TABLA 2. Actividad enzimatica promedio de glutatién S-
transferasa (GST) en las poblacionesGigex quinquefasciatus
estudiadas

Cepa Actividad enzimatica
(UM/min) promedio*

Miranda 0,533 a

SP6 0,405 b

MEDELLIN 0,393 b

SD4 0,322 ¢

RIO DE JANEIRO 0,308 ¢

QuUIBU 0,299 ¢

SANTIAGO DE CUBA 0,263 ¢

SLAB 0,171 d

* Medias con letras diferentes difieren significativamente entre
si a p< 0,05 segun una prueba de Duncan.

DISCUSION

Con el desarrollo de la resistencia a insecticidas
se han incrementado las investigaciones sobre los
mecanismos que la producen y ha sido necesario
adecuar los métodos para su deteccion, lo que
facilita el uso de insectidas de forma correcta por
los programas de contrl.

Peirisy Hemingway(1990) establecieron un
micrométodo para la deteccidon de esterasas
elevadas enCulex quinquefasciatu®, y
Brogdony Dickinson (1983) lo reportaron en
Anopheles albimanuS;en todo caso difieren las
concentraciones de sustrato y colorante, asi como
el tiempo de lectura.

El micrométodo para detectar actividad GST
incrementada, optimizado y descrito en este trabajo
logro diferenciar significativamente poblaciones de
campo y seleccionadas en el laboratorio bajo
presion de seleccidn con insecticidas, que presentan
un factor de resistencia a insecticidas organofosfo-
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rados elevado; por lo que este micrométodo resulta
Gtil para estudios comparativos de poblaciones de
mosquitosCulex quinquefasciatud.a actividad
GST, segun este método, puede ser detectada en
pequenias fracciones de homogenato de larvas, lo
gue permitira estudiar en un mismo individuo varios
mecanismos bioquimicos de resistencia, asi como
electroforesis en geles de poliacrilamida.

En Cuba se desarrollé la optimizacién del
método para determinar GST Aades aegyply
se realizé la determinacién de los valores en cepas
de varios pais€é§’®

El analisis de los resultados obtenidos en las
cepas de campo estudiadas muestra que la
frecuencia de apariciéon del mecanismo GST es
muy baja. Esto puede deberse a que este
mecanismo de destoxificacion interviene
generalmente en la resistencia a organofosforados,
pero en las cepas estudiadas el mecanismo de
esterasas elevadas fue el de mayor frecuencia en
estas poblaciones y principal responsable de la
resistencia a organofosforados, aunque también se
encontré una acetilcolinesterasa alterdd@aSin
embargo, estos autores no reportaron actividad
GST debido a la ausencia de un método adecuado
para su deteccionefiendo en cuenta que la GST
posee actividad esterasa no especffiebgste
mecanismo pudo estar incrementando, en aquel
momento, por la alta frecuencia de esterasas
inespecificas encontrada pBiissety otros
(1990)?° El cambio de organofosforados por
piretroides ha resultado en una disminucion de
la frecuencia de genes de esterasas inespe-
cificas elevadas y acetilcolinesterasa modificada
y probablemente también los genes de GST
elevada.

Actualmente en Venezuela se contintan
utilizando insecticidas organofosforados para el
control de poblaciones de mosquitos vectores, lo
gue haresultado en la seleccién del mecanismo de
esterasas elevaday posiblemente esté comen-
zando a seleccionarse el mecanismo de resistencia
metabdlica mediado por GST, aunque aun se
encuentra en baja frecuencia (0,37).

Un problema potencial para la deteccién de
GST en el campo es que no se pueden discriminar
visualmente individuos con alta o baja actividad de
GST, con este método optimizado es posible
diferenciarlo al nivel de laboratorio.
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En general se puede afirmar que estas
adecuaciones permiten, por primera vez en Cuba,
diferenciar entre individuos y entre cepas susceptibles
y resistentes a insecticidas mediante GSTdax
guinquefasciatu€ste método puede ser extendido
para su utilizacién a otros paises.

SUMMARY

In the present paper, we standardized a microtitration assay for
the determination of specific activity of glutathione-S-
-transferase using @ulex quinquefasciatustrain selected in lab
with pyrethroid insecticide lambdacyhalothrin for 6 generations
(SP6). The saturation values for reduced glutathione and
1-chlorine 2,4-dinitrobenzene were 15 mM and 40 mM,
respectively; we also estimated that 3 minutes was the optimal
time in order to differentiate resistant strain SP6 from the
susceptible reference strain S-Lab (p>0.05). Additionally, the
optimized microtitration method allowed testingCdilex strains
from Cuba (SANTIAGO DE CUBA, SD4, QUIBU AND SP6),
one from Venezuela (MIRANDA), one from Colombia
(MEDELLIN) and the other from Brazil (RIO DE JANEIRO)
for glutathione-S-transferase activity. MIRANDA showed the
highest activity for this detoxifying enzyme. However, the
mechanism of detoxyfication in all the strains was very unfrequent,
which indicates that its role in resistance to insecticide for all the
studied strains is not so important. Glutathione-S-transferase values
were compared with non-specific esterase and altered
acetylcholinesterase frequencies for each of the studied strains.

Key words: Optimization, mechanisms of insecticide resistence,
gluthation- S-transferase.
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