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¢EL IBUPROFENO Y FENOBARBITAL INFLUYEN EN LA TOLERANCIA DEL
VECTOR DEL DENGUE AL LARVICIDA TEMEFOS?

DO IBUPROFEN AND PHENOBARBITAL INFLUENCE DENGUE VECTOR
TOLERANCE TO THE LARVICIDE TEMEFOS?

Richar J. Morales-Rodriguez*, Judith Roldan-Rodriguez? y Karina Salvador-Herrera®

Resumen

La liberacion de productos farmacéuticos se ha incrementado en ecosistemas terrestres y
acuaticos poniendo en riesgo a la biota, pudiendo generar multiples impactos en los organismos,
desde modificar la expresién enzimética hasta el impacto intergeneracional en los organismos
expuestos. Este estudio evalu6 la influencia del fenobarbital e ibuprofeno sobre tolerancia al
insecticida temefos en dos poblaciones de Aedes aegypti, La Esperanza (LE) y Rockefeller (Rock).
Las larvas | fueron expuestas a 17.7 pug/ml de ibuprofeno y 200 pg/ml de fenobarbital hasta alcanzar
el estadio I11; posteriormente, se determind la mortalidad larvaria al temefos (0.005, 0.025 y 0.050
pg/ml) y la actividad enzimética de las esterasas. Se encontré que el fenobarbital favorece una mayor
tolerancia a 0.025 pg/ml de temefos, a las 24 horas de exposicion, en la poblacion LE
(44.00 + 6.93% de mortalidad) a diferencia de la Rock (97.33 £ 2.67% de mortalidad); ademas,
disminuye la actividad enzimatica de las alfa esterasas en los especimenes Rock y LE
(0.3892 + 0.0756 y 0.1722 + 0.0194, densidad 6ptica, respectivamente). Asimismo, el ibuprofeno
reporta una menor DLgo (0.024 pg/ml temefos) que el testigo (DLgo = 0.039 pg/ml de temefos) a las
2 horas de exposicion. Se concluye que el fenobarbital aumenta la tolerancia de larvas de Aedes
aegypti al temefos, y el ibuprofeno estimula la actividad de las alfa y beta-esterasas.
Palabras clave: detoxificacion, Aedes aegypti, esterasas, temefos, tolerancia, insecticida,
ibuprofeno, fenobarbital.

Abstract

The release of pharmaceutical products has increased in terrestrial and aquatic ecosystems,
putting the biota at risk, being able to generate multiple impacts on organisms, from modifying
enzymatic expression to intergenerational impact on exposed organisms. This study evaluated the
influence of phenobarbital and ibuprofen on tolerance to the insecticide temephos in two populations
of Aedes aegypti, La Esperanza (LE) and Rockefeller (Rock). Larvae | were exposed to 17.7 pg/mi
ibuprofen and 200 pg/ml phenobarbital until reaching stage I11; subsequently, larvae mortality to
temephos (0.005, 0.025 and 0.050 pg/ml) and the enzymatic activity of esterases were determined.
Phenobarbital was found to favors a higher tolerance to 0.025 pg/ml of temephos, at 24 hours of
exposure, in the LE population (44.00 + 6.93% mortality) as opposed to Rock (97.33 +2.67%
mortality); furthermore, it decreased enzymatic activity of alpha esterases in Rock and LE specimens
(0.3892 + 0.0756 and 0.1722 + 0.0194, optical density, respectively). Also, ibuprofen reports a
lower LDy (0.024 pg/ml temephos) than the control (DLgo = 0.039 pg/ml temephos) at 2 hours of
exposure with temephos. It is concluded that phenobarbital increases the tolerance of Aedes aegypti
larvae to temephos, and ibuprofen stimulates the activity of alpha- and beta-esterases.
Key words: detoxification, Aedes aegypti, esterases, temephos, tolerance, insecticide, ibuprofen,
phenobarbital.

Introduccién

Los riesgos potenciales asociados con la liberacion
de productos farmacéuticos humanos al ambiente se
han convertido en un tema cada vez mas importante en
la salud ambiental (Pereira et al., 2020). Los
analgésicos y los farmacos antiinflamatorios no
esteroideos (AINE) se encuentran en los contaminantes
emergentes mas frecuentes en cuerpos de agua (Zur et
al., 2018; Xie et al., 2020; Adeleye et al., 2021) y la
toxicidad ha comenzado a manifestarse en diferentes
componentes biologicos de los ecosistemas (Mufiiz-
Gonzélez, 2021). Asimismo, los barbitdricos pueden

inducir enzimas de desintoxicacion en invertebrados
(Kotze et al., 2014).

El reporte de ibuprofeno en los ecosistemas se debe
a la liberacion del farmaco no metabolizado en la orina
y la directa eliminacién de pastillas no utilizadas u
obsoletas en las aguas residuales (Buser et al., 1999;
Hernando et al., 2006). Parolini (2020) demostro que la
exposicién al ibuprofeno induce dafio celular y
genético moderado en el mejillon  cebra
Dreissena polymorpha. Los AINE pueden tener
consecuencias peligrosas para toda la cadena tréfica de
agua dulce afectando la biodiversidad y el
funcionamiento de los ecosistemas. Willoughby et al.


https://doi.org/10.21704/rea.v21i1.1874

IBUPROFENO Y FENOBARBITAL EN LA TOLERANCIA DE Aedes aegypti AL TEMEFOS

Enero - Julio 2022

(2006) determinaron en poblaciones de Drosophila
melanogaster que el barbitdrico fenobarbital induce la
expresion de varios genes asociados al citocromo P450
y Glutation-S-Transferasa (GST).

La aparicion de poblaciones resistentes se puede
considerar un proceso inevitable debido a la continua
presion de seleccion de moléculas toxicas como los
insecticidas (Brattsten, 1990). Sin embargo, la
exposicion a contaminantes emergentes, en dosis
subletales, tienen un efecto desconocido y a largo plazo
sobre la diversidad especifica presente en los
ecosistemas (Austin, 1998).

Riaz et al. (2009) demostraron la tolerancia a
insecticidas en larvas de Aedes aegypti expuestas a
dosis subletales de glifosato y benzo[a]pireno,
posiblemente debido a la induccion cruzada de genes
que codifican enzimas de desintoxicacion. Asimismo,
similares resultados obtuvieron Poupardin et al. (2008)
al exponer larvas de Ae. aegypti a permetrina previa
exposicion al fluoranteno y cobre, y al temefos después
de la exposicion a la atrazina y al cobre. Se ha
demostrado que las colinesterasas EST-13 y EST-14
encontradas en larvas pretratadas con fenobarbital estan
involucradas en la tolerancia al temefos (Sousa-Polezzi
& Bicudo, 2004b).

Por otro lado, la exposicion de larvas de Ae.
albopictus al benzotiazol y al pentaclorofenol
aumentaron la tolerancia a diferentes tipos de
insecticidas como carbaril, rotenona y temefos
(Suwanchaichinda & Brattsten, 2001, 2002).

Los contaminantes emergentes son sustancias no
monitoreadas en el ambiente y su impacto en los
ecosistemas aln no estdn descritos (Geissen et al.,
2015). Por ello, surge la necesidad de monitorear el
impacto de dichos contaminantes en el metabolismo de
los insecticidas. El presente trabajo tuvo por objetivo
determinar la variacion en la tolerancia al larvicida
temefos en poblaciones de Aedes aegypti expuestas a
los farmacos ibuprofeno y fenobarbital, asi como
evaluar los efectos en la actividad enzimética de las
esterasas.

Materiales y métodos
Insectos

Para la realizacion de los experimentos se utilizaron
colonias de Ae. aegypti criadas en el Laboratorio de
Artropodologia Parasitaria de la Universidad Nacional
de Trujillo (La Libertad / Pert). Los estadios inmaduros
se colocaron en recipientes con agua destilada estéril y
alimento balanceado estéril, a 26.5+ 1.0 °C, 60 + 5%
de humedad relativa y fotoperiodo de luz (12 h):
oscuridad (12 h). La poblacién Rockefeller (Rock, cepa
susceptible de referencia) fue proporcionada por el
Instituto Nacional de Salud (INS), Lima / Peru. La
poblacion silvestre La Esperanza (LE) fue colectada del
Distrito La Esperanza, Provincia Trujillo, Region La
Libertad, Peru.
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Farmacos e Insecticida

Dos farmacos fueron usados en los ensayos: i)
Fenobarbital S6dico® que contiene 200 mg/ 2 ml del
ingrediente activo fenobarbital fabricado por CIPA
S.A. (Lima, Pert), y, ii) Fredol® que contiene 400 mg
del ingrediente activo ibuprofeno fabricado por
Laboratorios Naturales y Genéricos S.A.C. (Lima,
Pert). El insecticida utilizado fue Tecnilarv G® que
contiene 1% del ingrediente activo temefos fabricado
por Tecnologia Quimicay Comercio S.A. (Lima, Per0).
Exposicion de las larvas a los farmacos

Se establecieron tres grupos: dos experimentales
IBU (ibuprofeno 17.7 ug/ml) y PB (fenobarbital 200
pg/ml) y un testigo S/F (sin farmaco). La eleccion de
las concentraciones de los farmacos se baso en las bajas
concentraciones reportadas en cuerpos de agua,
asimismo en la concentracién plasméatica del
ibuprofeno (Villalva-Rojas et al., 2007) y en la
concentracion usada por Sousa-Polezzi & Bicudo
(2004a).

Para cada grupo, se utilizé un litro de solucién
donde se expusieron 1 000 larvas | a fin de obtener
larvas 111 que fueron utilizadas en la determinacion de
la tolerancia al insecticida. A las 48 y 72 h de iniciado
la exposicion, se le afiadi6 500 ml mas de cada
solucion. Las soluciones de los farmacos fueron
preparadas con agua destilada estéril.

Determinacion de la tolerancia al larvicida temefos

El método de la OMS (WHO, 2005) se uso para
medir la tolerancia al insecticida. Las larvas Il de cada
tratamiento fueron expuestas al larvicida temefos
(0.005, 0.025 y 0.050 pg/ml) y agua destilada (como
solucién control). Los ensayos se realizaron por
triplicado, bajo condiciones controladas similares a la
crianza. La mortalidad se registré alas 1, 2, 3, 4, 5, 6,
12 y 24 h. Las larvas se consideraron muertas cuando
no presentaron movimiento al ser tocadas con un
estilete en el sifon o region cervical.

Determinacion de las esterasas

Para determinar las alfa- y beta-esterasas se utiliz6
el método propuesto por Rodriguez et al. (2001, 2003).
Este protocolo se realizd en las larvas Il que
sobrevivieron en los ensayos con el insecticida. Las
densidades Opticas se determinaron a 630 nm en un
lector de microplaca Stat Fax® Modelo 3200
(Awareness Technology; Florida, USA).

Anélisis de datos

El porcentaje de mortalidad se expresé como la
media + error estandar. La actividad enzimatica de las
esterasas de las poblaciones expuestas a farmacos se
evalud mediante la prueba de comparacion no
paramétrica Kruskal-Wallis, seguido de la prueba post
hoc Bonferroni y se expresaron como la media + error
estandar. Los andlisis estadisticos se desarrollaron con
el software OriginPro® 2021 (OriginLab Corporation,
USA) vy el nivel de significancia se defini6 como
p < 0.05 para todas las comparaciones.
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La dosis letal media (DLso), la dosis letal 90 (DLgo)
y los limites de confianza al 95% con la prueba de
bondad de ajuste de Pearson se calcularon mediante el
modelo PROBIT. Este analisis se realizd6 mediante el
software SPSS 22.0 (IBM SPSS Statistics, USA).

Resultados

En las larvas pretratadas con IBU (17.7 pg/ml) y PB
(200 pg/ml) no se encontr6 mortalidad en las
poblaciones de Ae. aegypti silvestre LE y de referencia
Rock.

En la Figura 1 se muestra la variacion del porcentaje
de mortalidad de larvas Ill expuestas al larvicida
temefos en las poblaciones LE y Rock de Ae. aegypti
pretratadas con ibuprofeno 17.7 pg/ml y fenobarbital
200 pg/ml.

En la poblacion LE expuesta al fenobarbital (LE-
PB) y en la poblacion Rock expuesta al fenobarbital
(Rock-PB) se evidencia un aumento en la tolerancia al
temefos. Al comparar las curvas de mortalidad
generadas por temefos se observaron similares patrones
entre la poblacion LE expuestas al ibuprofeno (LE-
IBU) y la poblacion LE sin farmaco (LE-S/F).
Asimismo, las curvas de mortalidad frente al temefos
fueron diferentes al comparar las poblaciones Rock
expuestas al ibuprofeno (Rock-IBU) y Rock sin
farmaco (Rock-S/F).

En la Figura 2 se muestra la actividad enzimatica de
las alfa y beta-esterasas de las poblaciones LE y Rock.
La actividad de las alfa-esterasas en la poblacion LE-
PB y LE-IBU muestran diferencias significativas
(p < 0.001), al igual que la poblacién Rock-PB y Rock-
IBU. Las densidades Opticas de la actividad de las beta-
esterasas fueron diferentes entre las poblaciones LE-PB
y LE-IBU (p<0.001) y Rock-PB y Rock-IBU
(p < 0.008). EI PB disminuye la actividad de las alfa-
esterasas y el IBU aumenta las beta-esterasas de la
poblacion silvestre LE al ser comparadas con el grupo
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La Esperanza

Actividad Enzimatica de Esterasas

s [pB[1Bu [ s¥ [ee]1Bu] s [pB]1BU [ siF [eB]1BU
a-EST B-EST a-EST B-EST
a-EST, alfa-esterasas. [B-EST, beta-esterasas. Letras

diferentes indican diferencias significativas segin la prueba
de comparaciones por pares de Bonferroni (p < 0.05).

Figura 2. Actividad enzimdtica de las esterasas
presentes en larvas de Ae. aegypti tratadas con
ibuprofeno y fenobarbital.
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En la Tabla 1 se muestra la toxicidad del larvicida
temefos (DLso, DLgo y los respectivos limites de
confianza al 95%) de las poblaciones ensayadas. La
DLgo de LE-IBU y LE-S/F muestran valores similares;
sin embargo, al analizar la DL de la poblacién Rock-
IBU tiende a ser menor en comparacion con el grupo
Rock-S/F.

Discusién

La tolerancia de las larvas LE y Rock expuestas a
pretratamiento al IBU y PB concuerda con lo reportado
por Hu et al. (2017), quienes al realizar un tratamiento
continuo de huevos con 0.2 mg/ml de solucién acuosa
de PB hasta el cuarto estadio y con un tratamiento
discontinuo de larvas con 0.26 mg/ml en solucion
acuosa expuestas por 30 h antes de utilizarlos en los
ensayos con un biolarvicida, en ambos no tuvieron
mortalidad larvaria.

La mortalidad de larvas LE-IBU (9.0 = 0.58%)
expuestas al organofosforado temefos a la
concentracion de 0.005 pg/ml fue similar al grupo LE-
S/F (8.0 £ 0.58%) hasta las 24 horas. Estos resultados
podrian atribuirse a las caracteristicas que tiene una
poblacion procedente de padres silvestres cuyos
habitats contienen ciertas dosis de farmacos y/u otros
contaminantes, pues se ha reportado que cada afio un
gran ndmero de compuestos farmacéuticos son
consumidos y luego de su metabolismo parcial y
desecho, ingresan al alcantarillado de las plantas de
tratamiento (Marchlewicz et al., 2015). Sin embargo, la
eliminacién de estos compuestos no es eficiente, y se
reportan en plantas de tratamiento de aguas residuales,
aguas superficiales e incluso en agua de consumo
humano (Zur et al., 2018; Xie et al., 2020; Adeleye et
al., 2021). Ademas, el ibuprofeno es uno de los AINE
de alto consumo en el mundo y ha sido detectado en el
medio ambiente en el rango de concentracion de ppt a
ppb (Murdoch & Hay, 2015; Marchlewicz et al., 2017,
Zur et al., 2018).

Las DLso y DLgo de las poblaciones LE-IBU y LE-
S/F fueron similares con las de Rock-IBU y Rock-S/F,
hasta las 3 h de evaluacién. Esto se deberia a que la cepa
Rock es susceptible a insecticidas (Costa-da-Silva et
al., 2017) y que por ser una poblacién mantenida en
laboratorio ha perdido rasgos originales o la
adquisicion de caracteristicas atipicas de una poblacion
silvestre, lo que explicaria la diferencia en la respuesta
de la poblacién LE y Rock. Los resultados revelaron
que el IBU no altera la respuesta en cuanto a la
tolerancia al insecticida temefos.

La baja mortalidad al temefos (0.025y 0.050 pg/ml)
en larvas de la poblacion LE-PB se deberia a que este
producto xenobidtico induce la produccion de enzimas
detoxificantes como el citocromo P450, GST, entre
otras enzimas, con accion detoxificantes (Kotze, 1995).
Segin Hemingway et al. (2004) la resistencia
metabolica generalmente implica el aumento de la
actividad de cualquiera de los tres grupos principales de
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enzimas de desintoxicacion:  carboxilesterasas,
oxidasas multifuncién (MFO) y GST en Ae. aegypti.

El sistema enzimatico del citocromo P450 juega un
papel importante en el metabolismo de una amplia
gama de productos quimicos enddgenos y exdgenos,
pues estan implicados en la resistencia de los insectos a
los plaguicidas organofosforados y carbamatos. Se ha
demostrado que el PB promueve la resistencia a los
insecticidas al inducir la sobreexpresion del citocromo
P450 (Hu et al., 2017), lo que respaldaria los resultados
encontrados.

Se han implicado tres familias de enzimas
metabolicas en el metabolismo de insecticidas:
esterasas, GST y P450, dado que la resistencia a los
insecticidas en una poblacién de mosquitos podria
verse afectada simultdneamente por méas de un
mecanismo (Kasai et al., 2014).

En la poblacién LE-IBU hubo mayor diversidad en
la respuesta a la produccién de alfa esterasas en
comparacion con LE-S/F; sin embargo, no se
encontraron diferencias estadisticamente significativas
entre ellas, pero si con la poblacion LE-PB donde hubo
una menor densidad Optica en comparacién con las
anteriores. Estos resultados concuerdan con lo
comunicado por Sousa-Polezzi & Bicudo (2004b),
quienes investigaron el efecto de PB en la induccidn de
tolerancia al insecticida organofosforado temefos en
larvas de Ae. aegypti encontrando un aumento de
tolerancia, lo que sugiere que las oxidasas no estan
involucradas en el proceso de tolerancia y que PB
induce la expresion de esterasas que estan involucradas
en la tolerancia a temefos, mecanismo responsable del
desarrollo de resistencia a insecticidas.

Asimismo, se evidencid la reduccion del tamafio en
las larvas de Ae. aegypti pre expuestas a los farmacos
durante la ejecucidn de los bioensayos; estos resultados
también han sido reportados por Sousa-Polezzi &
Bicudo (2004a) quienes determinaron el efecto del PB
sobre la emergencia y la longevidad de los adultos.

El PB aumenta la tolerancia al temefos en el
mosquito Ae. aegypti, a diferencia del IBU. Estos
resultados indican que los contaminantes emergentes
deben ser considerados en los programas de vigilancia
de susceptibilidad vectorial a insecticidas para evitar
resistencia por preexposicion a dosis subletales.
Asimismo, se deben realizar estudios con otros
xenobidticos frecuentemente encontrados en cuerpos
de agua y con otros modelos animales de interés
médico-veterinario.

Conclusiones

El presente estudio determind que existe variacion
en la tolerancia al temefos en las poblaciones de Aedes
aegypti La Esperanza y Rockefeller pretratadas con
fenobarbital e ibuprofeno; encontrdndose un
incremento de la tolerancia en las poblaciones
expuestas a fenobarbital. Asimismo, se determiné que
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el ibuprofeno estimula la actividad de las alfa y beta-
esterasas.
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Figura 1. Curvas de mortalidad al larvicida temefos (0.005, 0.025 y 0.050 pg/ml) de dos poblaciones de Aedes
aegypti expuestas a ibuprofeno 17.7 pg/ml y fenobarbital 200 pg/ml.
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Tabla 1. Toxicidad del larvicida temefos de dos poblaciones de Aedes aegypti.

La Esperanza Rockefeller
Grupo DLso DLgo X2 DLso DLgo X2
(ug/ml, LC95%)  (ug/ml, LC950%) 'MErcepoES /40 (ug/ml, LC95%)  (ug/ml, LCO506) |MErceporBES /4
Sin Farmaco (S/F)
2da hora 0.013 0.032 6.228 £ 0.574 10.458 0.010 0.039 4.350 £0.471 8.194
(0.011 - 0.016) (0.027 - 0.041) (p = 0.164) (0.008 - 0.012) (0.029 - 0.056) (p = 0.316)
3ra hora 0.010 0.019 8.878 £0.942 2.585 0.002 0.021 3.576 £ 0.536 14.981
(0.008 - 0.012) (0.016 - 0.025) (p = 0.921) (0.000 - 0.006) (0.011 - 0.116) (p = 0.036)
Fenobarbital (PB)
2da hora NS NS NS NS NS NS NS NS
3ra hora NS 0.095 0.617 1.611 +0.538 2.999
NS NS NS (0.061 - 0.248) (0.239 - 6.279) (p = 0.885)
Ibuprofeno (IBU)
2 hora 0.013 0.030 6.748 £ 0.622 10.792 0.013 0.024 8.953 £ 0.907 3.669
(0.011 - 0.016) (0.025 - 0.038) (p = 0.148) (0.011 - 0.015) (0.020 - 0.029) (p = 0.817)
3 hora 0.009 0.017 8.841 £1.038 1.979 0.008 0.017 8.600 +1.028 3.566
(0.007 - 0.010) (0.014 - 0.023) (p = 0.961) (0.007 - 0.010) (0.014 - 0.023) (p = 0.828)

DLs, concentracion letal que afecta al 50% de la poblacion. DLg,, concentracion letal que afecta el 90% de la poblacion. ES, Error estandar. LC95%, limite de confianza al 95%. Prueba de bondad de ajuste de
Pearson. X2, Chi-cuadrado. gl, grados de libertad. NS, no se encontré mortalidad.
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