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RESUMEN  

Introducción: las enzimas desintoxicadoras citocromo P450 monooxigenasas 
(MFO) constituyen uno de los principales mecanismos de resistencia de Aedes 
aegypti a insecticidas. En Cuba, aunque la presencia de estas enzimas se ha 
estudiado in vivo mediante el uso de sinergistas, su actividad no se ha determinado 
cuantitativamente in vitro, elemento que resulta imprescindible para abordar 
estudios de resistencia metabólica en los insectos.  
Objetivo: estandarizar un método para detectar la actividad de las citocromo P450 
monooxigenasas in vitro, y determinarla entonces, en larvas y adultos de cepas de 
referencia de Aedes aegypti.  
Métodos: se utilizaron 3 cepas de laboratorio de Aedes aegypti seleccionadas por 
14 o 15 generaciones con temefos, deltametrina o propoxur, respectivamente, y 
una cepa susceptible a los insecticidas.  
Resultados: se establecieron las condiciones para los ensayos de actividad 
enzimática (concentración de proteínas y de sustrato, 0,4 mg/mL y 12 mmol/L, 
respectivamente; y tiempo de reacción de 10 min). Hubo un incremento 
significativo de la actividad de las citocromo P450 monooxigenasas en las cepas 
resistentes, con una mayor frecuencia fenotípica de este carácter en el estadio 
larva.  
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Conclusiones: las modificaciones a la técnica para la determinación de la actividad 
enzimática permitieron discriminar entre mosquitos de cepas susceptibles y 
resistentes en los estadios larva y adulto, por lo que se cuenta con otra 
herramienta para la detección de la resistencia metabólica en Cuba.  

Palabras clave: Aedes aegypti, resistencia a insecticidas, citocromo P450 
monooxigenasas.  

 
ABSTRACT  

Introduction: cytochrome P450 monooxygenase detoxifying enzymes (MFO) are 
one of the main resistance mechanisms of Aedes aegypti to insecticides. In vivo 
studies of the presence of these enzymes have been conducted in Cuba with the 
use of synergists. However, their activity has not been quantitatively determined in 
vitro, an indispensable step in studies about metabolic resistance in insects.  
Objective: standardize a method to detect the activity of cytochrome P450 
monooxygenase in vitro, and then determine such activity in larvae and adults of 
Aedes aegypti reference strains.  
Methods: the study was based on three laboratory strains of Aedes aegypti 
selected for 14 or 15 generations with temephos, deltamethrin or propoxur, 
respectively, and a strain susceptible to insecticides.  
Results: the conditions for enzyme activity assays were established (protein and 
substrate concentration: 0.4 mg/mL and 12 mmol/L, respectively, and reaction 
time: 10 min). There was a significant increase in cytochrome P450 
monooxygenase activity in resistant strains, with a higher phenotypic frequency in 
the larval stage.  
Conclusions: modifications to the technique used for determination of enzymatic 
activity made it possible to distinguish between mosquitoes from susceptible and 
resistant strains in larval and adult stages, providing a new tool for the detection of 
metabolic resistance in Cuba.  

Key words: Aedes aegypti, insecticide resistance, cytochrome P450 
monooxygenases.  

 

   

   

INTRODUCCIÓN  

La aplicación de insecticidas ha sido fundamental en el control de Aedes aegypti 
(Linneaus, 1762), principal agente trasmisor de virosis en América.1 Sin embargo, 
el uso intensivo de los insecticidas ha propiciado el desarrollo de resistencia a estos 
compuestos sintéticos en los insectos.2  

De los cuatro mecanismos que median la resistencia, la insensibilidad del sitio de 
acción de los insecticidas y el aumento de las enzimas desintoxicadoras son los más 
encontrados en los artrópodos.3 La resistencia metabólica en insectos está mediada 
principalmente por las citocromo P450 monooxigenasas (MFO), las glutatión-S-
transferasas (GTS) y las carboxilesterasas (EST).3  
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En Cuba se han estandarizado pruebas bioquímicas para estudiar in vitro el 
mecanismo de resistencia metabólica, a través de la detección del incremento de la 
actividad de las enzimas EST y GTS en cepas resistentes.4 La presencia de las MFO 
como mecanismo responsable de la resistencia a insecticidas en cepas de Ae. 
aegypti se ha estudiado in vivo a través del uso de sinergistas, sin embargo, su 
actividad enzimática no se ha determinado in vitro.5 En estos trabajos la resistencia 
a piretroides y organofosforados se asoció a la función de las MFO en la 
desintoxicación de insecticidas.5,6 Estas dos clases de compuestos químicos han 
sido los más utilizados en el control de Ae. aegypti en Cuba,7 por lo que conocer los 
mecanismos que favorecen el desarrollo de resistencia a insecticidas en A. aegypti 
permitirá un mejor diseño de las estrategias de control vectorial.  

La determinación de la actividad de las MFO es un factor importante para abordar 
los estudios de resistencia metabólica. A partir de la técnica propuesta por Brogdon 
y otros8 para la detección de la actividad de las MFO en Ae. aegypti, se realizó una 
adaptación de esta, para determinar los niveles de las MFO en cepas cubanas de 
referencia.  

   

MÉTODOS  

Cepas  

- Rockefeller: cepa de referencia de laboratorio susceptible a insecticidas, 
suministrada por el Centro para el Control y la Prevención de Enfermedades (CDC), 
San Juan, Puerto Rico, 1896. 
- SANtem-F14: cepa de referencia colectada en 1997 en Santiago de Cuba y 
sometida a presión de selección con temefos desde el año 1999. 
- SAN-F14: cepa de referencia colectada en 1997 en Santiago de Cuba y sometida 
a presión de selección con deltametrina desde 1999. 
- SAN-F15: cepa de referencia colectada en 1997 en Santiago de Cuba y sometida 
a presión de selección con propoxur desde 1999.  

 
Estandarización y ensayo de actividad de las citocromo P450 
monooxigenasas  

Preparación del homogenato de larvas de Ae. aegypti  

Se preparó un homogenato, macerando 20 larvas de cuarto estadio temprano de la 
cepa Rockefeller en 6 mL de tampón Na2PO4 0,01 mol/L, pH 7,5 (tampón fosfato). 
Se centrifugó a 5 800 g durante 5 min. El sobrenadante se colectó y se conservó a 
- 80 oC hasta su uso posterior.  

Estudio del efecto de la concentración de la enzima y del sustrato sobre la actividad 
citocromo P450 monooxigenasas  

La determinación de la actividad enzimática (AE) se calculó según la ecuación 
siguiente:  
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Donde: Abs/ t: variación de absorbancia en el tiempo; : coeficiente de 
extinción molecular del sustrato 3,3´,5,5´- tetrametilbenzidina (TMBZ), 5,9 x 104 

L/mol/cm; Vensayo: volumen utilizado en el ensayo; Vmuestra: volumen de 
homogenato utilizado el ensayo; Vtotal: volumen del homogenato.  

Los ensayos se realizaron a una absorbancia de 620 nm, en un espectrofotómetro 
(Versa Max, EE. UU.) con un programa cinético acoplado. Como control negativo se 
utilizó una mezcla de tampón fosfato, TMBZ y H2O2.  

El establecimiento del parámetro cinético, concentración de enzima a utilizar en el 
ensayo, se llevó a cabo a partir de la determinación de la AE de las MFO utilizando 
diferentes concentraciones del extracto (0; 0,05; 1; 1,5; 2 mg/mL), 200 µL de 
sustrato 3,3´,5,5´- tetrametilbenzidina (TMBZ) (8 mmol/L) y 25 µL de H2O2 (3%). 
Cada reacción se siguió por 30 min cada 50 s. La concentración de proteínas totales 
se determinó mediante el método de Bradford.9 La actividad enzimática se expresó 
en términos de actividad específica, porque no se utilizaron enzimas purificadas. Se 
obtuvo a partir de la relación AE/mg de proteínas totales.  

En el estudio del efecto de la concentración de sustrato sobre la actividad 
enzimática se utilizaron diferentes concentraciones de TMBZ (0,8; 1; 2; 5; 10; 12; 
14; 17 y 20 mmol/L). Los ensayos se siguieron durante 30 min, manteniendo las 
mismas condiciones descritas anteriormente.  

Efecto del tiempo sobre la actividad enzimática  

Los ensayos de actividad se realizaron utilizando la concentración de enzima y 
sustrato seleccionados. Se varió el tiempo de lectura (3, 5, 10, 12, 15, 20, y 30 
min).  

Determinación de la actividad citocromo P450 monooxigenasas en larvas y adultos 
de Aedes aegypti  

Una vez estandarizadas las condiciones de ensayo se determinó la actividad de las 
enzimas MFO en cada una de las cepas, en los estadios larva y adulto. Se utilizaron 
larvas de cuarto estadio temprano y adultos hembras de 1 a 3 días de nacidos, y 
sin alimentar. Los insectos (n> 100) se colocaron individualmente en placas de 
microtitulación y fueron macerados en 50 ìL de tampón fosfato, con el empleo de 
un homogenizador de placas, sobre una bolsa de hielo. Se completó a un volumen 
de 300 ìL de tampón fosfato.  

El procesamiento de los datos se realizó en el programa estadístico Statistica 
(StatSoft, versión 7,0), y se utilizó la prueba Kruskal-Wallis para la comparación de 
los valores de actividad de las MFO correspondientes a cada cepa estudiada (p< 
0,05).  

Determinación de la frecuencia fenotípica de la alta actividad de las citocromo P450 
monooxigenasas en larvas y adultos de cepas de Aedes aegypti  

La frecuencia fenotípica de aparición de la alta actividad de las MFO en los 
individuos resistentes se determinó a partir de un valor de corte, que permitió 
diferenciar los individuos fenotípicamente resistentes de los susceptibles. El valor 
de corte se definió como la media de la actividad de las MFO de la cepa Rockefeller 
más 3 desviaciones estándar. Se calculó la frecuencia como el porcentaje de los 
individuos resistentes entre el total de los evaluados.  
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  RESULTADOS  

Se estudiaron las citocromo P450 monooxigenasas, a través de la determinación de 
su actividad específica, para lo cual se diseñó un ensayo que permitió diferenciar 
entre las cepas resistentes y la susceptible a insecticidas.  

Como se observa en la figura 1, en el ensayo pueden emplearse concentraciones de 
homogenato de larva entre 0,4 y 1 mg/mL (zona lineal del ensayo de AE). Se 
seleccionó un volumen de homogenato de 80 µL para los ensayos, porque se 
corresponde con el intervalo de concentraciones óptimas determinadas. La 
concentración de proteínas de larvas individuales en una población del mismo 
estadio y de tamaño homogéneo es similar.  

   

 

   

En los estudios realizados sobre el efecto de la concentración de TMBZ sobre la AE 
de las MFO se encontró que a partir de una concentración de 12 mmol/L los valores 
de AE no varían al aumentar la concentración de sustrato (Fig. 2). Se seleccionó 
este valor para los ensayos enzimáticos, por ser la cantidad mínima a la cual el 
sustrato no es limitante en la reacción.  
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Por otra parte, en los estudios acerca del efecto del tiempo sobre los valores de 
actividad de las MFO, no se encontraron diferencias significativas entre la media de 
la AE determinada para cada tiempo evaluado a partir de los 8 min. Se seleccionó 
un tiempo de reacción de 10 min, para garantizar que no hubiera variaciones entre 
los valores de AE.  

Con las modificaciones introducidas a la técnica, se determinó la actividad de las 
citocromo P450 monooxigenasas, en cada cepa (Fig. 3). En la figura 3 se observa 
que entre los valores medios de actividad específica de los estadios larva y adulto 
de la cepa Rockefeller no hubo diferencias significativas. Sin embargo, los valores 
de actividad en ambos estadios de las 3 cepas de referencia (SANtem-F14, SAN-
F14 y SAN-F15) fueron mayores (p= 0,0001) que los de la cepa susceptible. La 
actividad de las MFO en las larvas de las cepas SAN-F14 y SAN-F15 resultó mayor 
que la de los adultos correspondientes.  
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El comportamiento de la frecuencia fenotípica del carácter incremento de la 
actividad de las MFO fue diferente en las 3 cepas. En la cepa SANtem-F14 apenas 
varió la frecuencia entre larvas y adultos. La mayor frecuencia fenotípica se 
encontró en el estadio larva de la cepa SAN-F14. En el estadio adulto de las cepas 
SAN-F14 y SAN-F15 hubo una disminución de la frecuencia fenotípica de 3 y 8 
veces con respecto al estadio larva correspondiente (tabla).  
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DISCUSIÓN  

La superfamilia de las citocromo P450 monooxigenasas, debido a su diversidad 
genética, versatilidad catalítica y su amplia especificidad de sustrato,10 está 
implicada como el factor principal en muchos casos de resistencia metabólica a 
carbamatos, aunque también desintoxican organofosforados y piretroides.11 La 
actividad incrementada de las MFO se ha asociado a la sobreexpresión genética de 
las enzimas, lo cual se ha explicado a través de mutaciones, inserciones y 
deleciones en las secuencias de los elementos reguladores.10  

Los parámetros cinéticos establecidos (volumen de homogenato, concentración de 
sustrato y tiempo de reacción), a partir de las modificaciones realizadas a la 
metodología de Brogdon y otros, difieren de los informados en los trabajos de este 
autor6 y los de Penilla y otros.12 Esto pudiera estar relacionado con que las cepas 
utilizadas para la estandarización en cada trabajo son diferentes. Sin embargo, con 
las nuevas modificaciones introducidas se logró detectar la actividad in vitro de las 
MFO y discriminar entre cepas resistentes y susceptibles. Aunque los estudios de 
estandarización se han realizado en larvas,8,12 los resultados se han aplicado en el 
estadio adulto.13 Los valores medios de la actividad específica de las MFO 
determinados tanto en el estadio larva como en el adulto son similares a los 
encontrados en poblaciones de Ae. aegypti de diferentes regiones como Tailandia,13 
Costa Rica,14 Trinidad,15 y México,16 entre otros.  

La mayor actividad de las enzimas citocromo P450 monooxigenasas se encontró en 
las larvas de las cepas seleccionadas con deltametrina (SAN-F14) o con propoxur 
(SAN-F15), aunque la cepa seleccionada con temefos (SANtem-F14) también tuvo 
mayor actividad de las MFO con respecto a Rockefeller. La actividad de estas 
enzimas se ha asociado fuertemente a la resistencia a los insecticidas 
piretroides.17,18 En varios trabajos se ha justificado y asociado la resistencia cruzada 
encontrada entre piretroides5 y entre organofosforados y piretroides,19 con el 
aumento de las enzimas desintoxicadoras. El incremento de la actividad de las MFO 
en las cepas resistentes estudiadas, pudiera estar involucrado en la resistencia 
detectada en estas cepas frente a compuestos químicos de clases distintas.5,20  

Al comparar la actividad de las MFO entre los estadios larva y adulto, la actividad 
en este último es menor en dos de las cepas resistentes estudiadas (SAN-F14 y 
SAN-F15). El proceso de selección con insecticidas al que se han sometido las cepas 
en estudio ha sido en el estado larva, por lo que es en este estadio donde el insecto 
requiere de más protección contra los xenobióticos. La variación en la actividad de 
las MFO de un estadio a otro pudiera estar relacionada con que a pesar de que las 
enzimas desintoxicadoras son expresadas de forma constitutiva, la regulación de su 
región promotora permite que los insectos respondan a las variaciones de factores 
ambientales.21  

En estudios realizados en larvas de la cepa SAN-F14, utilizando la técnica de 
microarreglos, se encontró que de los genes sobrerregulados, alrededor de 13 % se 
correspondió con las MFO.22 La sobreexpresión de las MFO y el incremento de su 
actividad enzimática en cepas resistentes a varios insecticidas, valida la necesidad 
de la obtención de un método para la detección de estas enzimas desintoxicadoras 
en poblaciones de Ae. aegypti cubanas, objetivo que se cumplió en el trabajo.  

Con respecto a la frecuencia fenotípica de aparición de la alta actividad de las MFO, 
en las cepas estudiadas se encontró que los valores difieren de los encontrados en 
poblaciones de Ae. aegypti capturadas en sitios de intensa aplicación de insecticidas 
(temefos y piretroides), aunque el intervalo de valores es similar.15,16 Este resultado 
pudiera relacionarse con varios factores. En la literatura no existe un consenso en 
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cuanto al valor de corte que se utiliza para discriminar entre individuos resistentes 
y susceptibles. Existen autores que utilizan la media de la actividad específica de la 
cepa susceptible más una, dos, o tres desviaciones estándar. En el trabajo se utilizó 
la última opción y entonces pudiera ser relativo a esta variación, que se obtienen 
valores de frecuencia del fenotipo resistente diferentes y en ocasiones menores que 
los encontrados en otros estudios. Por otra parte, los sustratos que actualmente 
están disponibles solo permiten detectar un conjunto de las numerosas enzimas 
que median la desintoxicación de los plaguicidas en los insectos.23 Se han diseñado 
nuevos compuestos para la detección de estas proteínas,18 sin embargo al igual que 
el método convencional, solo detectan una población de las MFO. Existen múltiples 
estudios que demuestran que la actividad monooxigenasa está elevada en 
mosquitos resistentes, frecuentemente en combinación con otras enzimas.15 Esto 
justificaría entonces que en los insectos la acción combinada de las MFO, EST y GTS 
quizá es más efectiva que el incremento de una familia de enzimas en particular.  

La técnica adaptada para la detección de la actividad de las MFO constituye otra 
herramienta para la detección de la resistencia metabólica en Cuba.  
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