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RESUMEN

Introducciodn: las enzimas esterasas han sido identificadas como mecanismo de
resistencia a temefos en Aedes aegypti de Cuba, larvicida mas utilizado en el mundo.
Objetivo: caracterizar parcialmente la actividad de esterasas en larvas expuestas y
no expuestas a dosis subletales de temefos en una cepa de Aedes aegypti resistente a
este insecticida.

Métodos: se utiliz6 una cepa de Aedes aegypti de referencia susceptible (Rockefeller)
y otra resistente a temefos (SANtemF11). Se expusieron las larvas de la cepa
SANtemF11 a la concentracion letal 90 (CLgo) de temefos (1 ppm), 10 % de larvas
sobrevivientes a las 24 h (SANtem [24 h]) se transfirieron a agua limpia y sin
exposicion a insecticidas por otras 24 h (SANtem [48 h]). Se caracterizé6 de modo
parcial, en estas larvas, la actividad de esterasas a través de ensayos bioguimicos y
electroforesis en gel de poliacrilamida. Se estimé por duodecil sulfato de sodio (SDS-
PAGE) el peso molecular de la esterasa (Est. A4).

Resultados: la actividad de esterasas en la cepa SANtemF11 resultd
significativamente mayor que en Rockefeller. Se observé una disminucion significativa
de la actividad de esterasas en las larvas sobrevivientes (SANtemF11 [24 h]), la cual
se recuperod 24 h después sin exposicion a temefos. En el zimograma se observé que
en 10 % de las larvas sobrevivientes a temefos, solo aparecié incrementada la banda
de esterasa A4, en comparacion con las observadas en SANtemF11. El peso molecular
estimado de la esterasa A4 fue de 58 kDa.
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Conclusiones: la presencia de una banda especifica de esterasa (58 kDa), en las
larvas sobrevivientes a la selecciéon con temefos, confirma su papel en la resistencia
a este insecticida. Diagnosticar la funcién de las esterasas en la resistencia a
temefos, a través de ensayos bioquimicos, no debe realizarse en larvas expuestas a
dosis subletales de este insecticida, para evitar falsos negativos.

Palabras clave: Aedes aegypti, resistencia a insecticidas, esterasas, peso
molecular.

ABSTRACT

Introduction: the esterase enzymes have been defined as the mechanism of
resistance to temephos in Aeges aegypti in Cuba, which is the most used larvacide
worldwide.

Objective: to partially characterize the activity of esterases in exposed and non-
exposed larvae at sublethal doses of temephos in an Aedes aegypti strain that is
resistant to this product.

Methods: a susceptible reference Aedes aegypti strain (Rockefeller) and another
temephos-resistant strain (SANtemFIl) were used. The larvae from SANtemF11
strain were exposed to lethal concentration 90 (LCgyo) of temephos (1 ppm); 10 %
of the surviving larvae after 24 hours (SANtem[24 h] was moved to clean water,
with no exposure to insecticide for 24 hours (SANtem [48 h]). The activity of
esterases was partially characterized in these larvae through biochemical assays
and gel-polyacrylamide electrophoresis. The molecular weight of esterase A 4 (ESt.
A4) was estimated with the support of sodium duodecyl sulophate (SDS-PAGE).
Results: the activity of esterases in SANtemF11 was significantly higher than in
Rockefeller strain. Significant reduction of the activity of esterases in surviving
larvae was observed (SANtemF11 [24 h], but it increased 24 h later without
exposure to temephos. The zymogram showed that 10% of larvae that survived
from temephos action, just the esterase A4 band increased if compared with those
of SAntemF11. The estimated molecular weight of esterase A4 was 58 kDa.
Conclusions: the presence of a specific band of esterase (58 kDa) in surviving
larvae confirmed the role of these enzymes in insecticidal resistance. The diagnosis
of the function of the esterases in resistance to temephos through biochemical tests
should not be made in larvae exposed to sublethal doses of this insecticide, in order
to avoid false negatives.

Key words: Aedes aegypti, insecticidal resistance, esterases, molecular weight.

INTRODUCCION

El mosquito Aedes aegypti es el vector de mayor importancia en ambiente urbano,
debido a su gran adaptabilidad a estas condiciones® y a su eficiente capacidad
vectorial para ciertas arbovirosis, como el dengue.?

El enfoque para el control de Ae. aegypti en las Ultimas décadas se ha basado
principalmente en el saneamiento ambiental, a través de la participacion de la

257
http://scielo.sld.cu



Revista Cubana de Medicina Tropical. 2012; 64(3):256-267

comunidad, y la aplicacion de insecticidas quimicos debido a la presencia de
estadios larvarios en una variedad de recipientes naturales y artificiales.?

La efectividad del control quimico se ve amenazada por la resistencia que Ae.
aegypti ha desarrollado frente a los insecticidas mas utilizados para su control.*®

Existen dos tipos de mecanismos de resistencia importantes en insectos. Uno es el
incremento del metabolismo del insecticida, antes de que llegue a su sitio de
accion, por enzimas de accidon metabdlica, destacandose las esterasas,
monoxigenasas y glutation transferasas. El otro esta basado en cambios en la
sensibilidad del sitio de accién o diana, que impide la accién inhibitoria de los
insecticidas.®

El insecticida organofosforado temefos ha sido el mas utilizado como larvicida para
el control de Ae. aegypti.**°*3 En los paises donde existen investigaciones
encaminadas a evaluar y monitorear la resistencia a insecticidas, como en
Malasia,™ Brasil,*® Islas Martinica, ya se ha detectado resistencia a temefos,*®
asociada con las tres enzimas de accion metabdlica. El primer reporte de resistencia
a temefos en Cuba fue en 1997, con la ocurrencia del brote de dengue en Santiago
de Cuba.'” La resistencia se relacion6 a un incremento de la actividad de enzimas
esterasas, especificamente una banda que fue clasificada, a través de electroforesis
en gel de poliacrilamida, como esterasa A4. En cepas de Ae. aegypti de otros paises
de América Latina también se ha identificado esta esterasa, asociada con la
resistencia a temefos.*®2°

La resistencia a temefos es un fenémeno que evoluciona rapidamente,®** lo cual
constituye una amenaza para el control de vectores, por lo tanto se considera que
es un tema que necesita un enfoque proactivo. El estudio de las enzimas esterasas,
responsables de la resistencia a temefos en Cuba, es esencial para la comprension
de este fendbmeno in situ. El objetivo de este trabajo fue caracterizar parcialmente
la actividad de esterasas en larvas, expuestas y no expuestas a dosis subletales de
temefos, en una cepa de Ae. aegypti de referencia, resistente a este insecticida.

METODOS

Cepas utilizadas

Rockefeller: cepa de referencia de Ae. aegypti susceptible a insecticidas,
suministrada por los Centros para el Control y la Prevencidon de Enfermedades
(CDC), San Juan, Puerto Rico.

SANtemF11: cepa de referencia de Ae. aegypti resistente a temefos, procedente de
Santiago de Cuba, Cuba, colectada en 1997 y seleccionada por 11 generaciones
hasta alcanzar una resistencia al temefos 191,21 veces superior que la cepa
susceptible de referencia Rockefeller.

Cria y mantenimiento de las colonias de Aedes aegypti

El insectario del Departamento de Control de Vectores del Instituto de Medicina
Tropical "Pedro Kouri" (IPK) sirvio de sitio de cria de las cepas de Ae. aegypti
utilizadas en este trabajo. El mantenimiento de las cepas de Ae. aegypti se realiz6

258
http://scielo.sld.cu



Revista Cubana de Medicina Tropical. 2012; 64(3):256-267

siguiendo la metodologia del Manual de Indicaciones Técnicas del Insectario.?* La
temperatura durante el periodo de estudio se mantuvo de 25 °C + 2 y una
humedad relativa de 75 *+ 2.

Insecticida utilizado

Temefos: o0,0-dimetil fosforotioato odiéster con 4,42 tiodifenol; con 93,3 % de
pureza, suministrado por American Cyanamid Co. (Princeton, NJ, EE. UU.). Se
utilizé a una concentraciéon de 1 % en acetona y se hicieron diluciones de 1:10 para
las evaluaciones de las diferentes dosis.

Selecciéon con temefos: las larvas de la cepa SANtemF11 se expusieron por 24 h
a la concentracion letal que caus6 90 % de mortalidad (CLg) con temefos,
previamente determinada en esta cepa (1 ppm). El correspondiente 10 % de las
larvas sobrevivientes a la exposicion (SANtemF11 [24 h]) se transfirieron a
agua limpia con alimentacién y sin exposicion a temefos por 24 h mas
(SANtemF11 [48 h]).

Actividad de esterasas: para cada ensayo se utilizaron 79 larvas de cada cepa de
referencia (Rockefeller y SANtemF11), de SANtemF11 (24 h) y SANtemF11 (48 h).
Se realizaron tres réplicas de cada ensayo. La actividad de las esterasas se
determind en larvas del tercer estadio tardio o cuarto estadio temprano, segun el
método adaptado para Ae. aegypti.?? Para ello se homogeneizé una larva en 200 pL
de tampdn de fosfato 0,01 M (pH 7,5). En una placa de microtitulaciéon de
poliestireno se colocaron 20 pL del homogenizado, se afiadieron 200 pL del sustrato
(acetato de beta-naftilo 0,7 mM) y se dejo transcurrir la reaccion por 10 min.
Después se afiadieron 40 pL del indicador fast blue B y se leyé la absorbancia a 570
nm en un lector de placas de ELISA VersaMax™ (Molecular Devices Corporation,
Sunnyvale, CA, EE. UU.). Se compararon los valores medios de absorbancia
utilizando un analisis de varianza de una via (ANOVA). Se consideré que hubo
diferencias significativas para valores de p< 0,05. La prueba de Tukey se realizo
para determinar qué medias diferian una de otra.

Electroforesis en geles de poliacrilamida (PAGE nativa): la actividad esterasa se
detecté mediante electroforesis en geles de poliacrilamida a 10 %. La muestra
(larvas individuales) fue diluida en la mezcla de xilene cianol 1 % y sacarosa 15 %
(0,2:10 v/v), y aplicada en un gel preparativo con un espesor de 0,5 mm. El
tampon de corrida empleado fue Tris borato/EDTA 0,1 M pH, 8,0. La corrida se
efectud a 200 V durante 1 h, aproximadamente. Para la tincion de las bandas de
esterasas, los geles se sumergieron en tampoén fosfato 0,01 M (50 mL), que
contenia 4 mL de cada uno de los sustratos de las esterasas (alfa-naftil acetato y
de beta-naftil acetato) y se le adicioné el colorante (0,03 g de fast-blue B salt + 3
mL de agua destilada + 7 mL de duodecil sulfato de sodio [SDS] 5 %). Se
sumergieron los geles en acido acético 10 % por 10 min, para fijar la coloraciéon de
las bandas.

Determinacion del peso molecular de la esterasa A4

Muestra: se preparé mediante el macerado de 100 larvas de Ae. aegypti en 200 pL
de tampodn fosfato 0,01 M, pH 6,5. Seguidamente, el extracto se centrifugd a 5 000
rpm y el sobrenadante se utilizé para los estudios de caracterizacion bioquimica.

Electroforesis en geles de poliacrilamida (SDS-PAGE): una vez finalizada la corrida
de PAGE nativa, se procedio a cortar el gel en dos partes. Una seccion se us6 para
detectar la actividad de las esterasas mediante tincidon especifica del gel, como se

describié antes. La otra parte se utilizé para determinar el peso molecular a través
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de electroforesis en gel de poliacrilamida en presencia de duodecil sulfato de sodio
(SDS-PAGE).?® Para ello, se procedi6 a cortar el fragmento del gel, que fue
identificado por la distancia en que se visualizé la banda de esterasa en la otra
parte del gel, y tefiido para esterasas. La fraccion de gel, correspondiente a la
esterasa A4, se coloc6 en un vial con 100 pL de tampdén muestra (Tris-HCI 0,5
mol/L, pH 6,8; bromofenol azul; SDS 0,1 % y glicerol 1,5 %). Esta fraccion y el
patrén en un rango de peso molecular (PM) entre 29 y 205 kDa fueron aplicados al
gel de poliacrilamida (SDS-PAGE) con un espesor de 0,75 mm. La corrida se
efectud bajo condiciones desnaturalizantes en mini-camaras (BioRAD, EE. UU.) a
razon de 15 mA/gel con tampén Tris (0,5 mol/L), glicina (0,192 mol/L), SDS (0,1
%), pH 8,3. Al finalizar la corrida electroforética, se cort6 el gel que contenia los
patrones, se realiz6 la tincién con azul de Coomassie 0,25 % disuelto en una
mezcla de metanol-acido acético-agua (5:1:5 v/v/v), durante 30 min; se decolord
después en esta mezcla. La otra parte del gel se colocd en una solucién de Tritén X-
100 a 2,5 % por 4 h. Por Gltimo, se procedioé a determinar la actividad esterasa
segun se describié antes. El PM de la esterasa se estimé mediante el uso de una
curva de calibracién previamente confeccionada, a partir de las movilidades
relativas de cada proteina patron con respecto al logaritmo de su peso molecular
(Comunicacion personal, Lila Castellano).

RESULTADOS

Las larvas sobrevivientes a la exposicion con temefos por 24 h (SANtemF11 [24 h])
mostraron una actividad de esterasas que difirié significativamente (p= 0,00001)
de la actividad observada en las larvas de SANtemF11 sin previa exposicion, sin
embargo, no existi6 diferencia significativa entre la actividad de esterasas de las
larvas sobrevivientes a la exposicion con temefos y las de la cepa susceptible
Rockefeller.

Cuando las larvas de SANtemF11 (24 h) son transferidas a agua limpia y
alimentadas para su recuperacion por 24 h (SANtemF11 [48 h)], estas
manifestaron un incremento rapido de la actividad de esterasas, que difirié de
modo significativo (p= 0,00001), tanto de SANtemF11 como de Rockefeller (Fig. 1).

En el zimograma en gel de poliacrilamida se observaron varias bandas de esterasas
que mostraron alta actividad en SANtemF11 sin exponer a temefos, las cuales no
se mostraron incrementadas en la cepa susceptible Rockefeller, sin embargo, las
larvas que sobrevivieron a la seleccidon con temefos por 24 h (SANtemF11 [24 h]),
mostraron un zimograma en el cual se observé una sola banda con alta actividad de
esterasas. El resto de las bandas mostraron un patrén de actividad muy similar al
de la cepa Rockefeller. La actividad de todas las bandas de esterasas comienza a
incrementarse nuevamente cuando estas larvas sobrevivientes son transferidas a
agua limpia por 24 h (SANtemF11 [48 h]). La banda con incrementada actividad de
esterasas (Est. A4), que aparecié en las larvas sobrevivientes, no se observé asi en
la cepa Rockefeller (Fig. 2). El peso molecular estimado de la esterasa A4 fue de 58
kDa (Fig. 3).
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Fig. 1. Actividad de esterasas, expresada como el valor medio de densidad dptica
(570 nm) en larvas de Aedes aegypti de la cepa de referencia susceptible a temefos
(Rockefeller), de |la cepa resistente (SANtemF11) v de las larvas de SANtermF11

(24 h) y de SANtemF11 (48 h). Se utilizé ANOVA para la comparacion de los valores
medios de actividad de esterasas [F(3,312 )= 253,07; p= 0,00001. Letras
desiguales denotan diferencias entre las medias, de acuerdo con la prueba de Tukey.
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sa 4

Fig. 2. Zimograma de esterasas obtenido por electroforesis en gel de poliacrilamida
en Aedes aegypti de la cepa de referencia susceptible a temefos, Rockefeller
(muestras 1-3); de la cepa de referencia resistente, SANtemF11 (muestras 4-6), de
las larvas de SANtemF11 sobrevivientes a la exposicion con temefos por 24 h,
SANtemF11 (24 h) (muestras 7-9), y de estas sobrevivientes, 24 h después, sin
exposicion a temefos, SANtemF11 (48 h) (muestras 10-12).
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Fig. 3. Peso molecular por SD5-PAGE de una banda de
esterasa especifica (Est-A4), observada con alta actividad en
larvas de Aedes aegypti, sobrevivientes a la exposicion con
temefos por 24 h (SANtemF11 24 h). Se utilizé un patrén de

peso molecular entre 29 y 205 kDa.

DISCUSION

La resistencia a temefos en Ae. aegypti de Cuba se caracteriz6 por primera vez a
través de la seleccidn de una cepa de referencia resistente a temefos y se demostré
que el mecanismo de accién metabdlica, basado en la actividad de tres familias de
enzimas, esterasas, monoxigenasas y glutation transferasa, fue el responsable de

la resistencia a este insecticida; aunque el mayor nivel de correlaciéon de la
resistencia a temefos resulté con las esterasas.?* Recientemente, en un estudio

realizado en La Habana, se demostré que solo las enzimas esterasas desempefian

un papel importante en la resistencia a temefos.®
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Algunos trabajos diagnostican la presencia o ausencia de los mecanismos de
resistencia de accion metabdlica, comparando los mecanismos de resistencia en
mosquitos que sobreviven a dosis subletales de un insecticida con una cepa de
referencia susceptible. Si difieren significativamente, se asume que esa familia de
enzimas esta asociada con la resistencia al insecticida evaluado.'>?° Los resultados
obtenidos en esta investigacion pudieran ofrecer un falso diagnéstico del papel de
las esterasas en la resistencia a temefos, si se hubiera analizado la actividad de
estas enzimas a través de ensayos bioquimicos, sin analisis del zimograma.

De acuerdo con los resultados del zimograma en gel de poliacrilamida, existié un
proceso de inhibicidon de las bandas con actividad de esterasas, cuando estas fueron
expuestas a temefos, expresando actividad solo la banda de Est. A4, generando
una actividad enzimatica que no difirié significativamente de la cepa susceptible,
cuando se realizaron las determinaciones por ensayos bioquimicos. Este fendmeno
resulté reversible, porque al ser transferidas las larvas sobrevivientes a la
exposicion con temefos a agua limpia y alimento por 24 h, estas bandas volvieron a
manifestar actividad en el gel. Las enzimas esterasas que se inhiben durante la
exposicion a temefos, pudieran desempefiar un papel importante en otras funciones
metabdlicas del insecto, pero no en la resistencia a este insecticida. Las enzimas de
accion metabdlica constituyen la primera defensa enziméatica ante los insecticidas,
son responsables de eliminar muchos productos del metabolismo desempefian un
papel esencial en multiples procesos de biosintesis.?®

La banda de esterasa que aparece en los sobrevivientes de un Rf de 0,78 fue
previamente clasificada como Est. A4 en Cuba en una cepa de Ae. aegypti de
Santiago de Cuba, colectada en 1997.'" Después se ha observado asociada a la
resistencia a temefos, no solo en cepas de Ae. aegypti de Cuba,??*?"?8 sino de
otros paises de América Latina.”*?°

Existen estudios que caracterizan los mecanismos de resistencia de accion
metabdlica en Ae. aegypti a nivel molecular,*®?° pero a nivel proteico son escasos
en esta especie. Por ello, caracterizar las enzimas responsables de la resistencia es
muy importante. La determinacién del peso molecular (58 kDa) de la esterasas A4
es un resultado preliminar para continuar caracterizando esta enzima a nivel
proteico.

En conclusién, la presencia de una banda especifica de esterasa (58 kDa) en las
larvas sobrevivientes a la seleccién con temefos, confirma su papel en la resistencia
a este insecticida. Diagnosticar el papel de las esterasas en la resistencia a
temefos, a través de ensayos bioquimicos, no debe realizarse en larvas expuestas a
dosis subletales de este insecticida, para evitar a falsos negativos.
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