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Resumen

Se analizaron dos sensibilizadores fotodinamicos, la Floxina B y la Hematoporfirina 1X, como
fotoinsecticidas de moscas plagas. Ambas sustancias adicionadas al alimento de las larvas
presentaron alta toxicidad. La Hematoporfirina IX present6é una CLs, (0,086 mM) cinco veces
menor que la obtenida para Floxina B (CLsy: 0,46 mM). La Hematoporfirina IX presentd
importante efecto téxico durante la etapa de dispersion de la larva, no asi la Floxina B, cuyo
efecto recién se observd durante la metamorfosis. La etapa de dispersion de la larva es el
Unico periodo del desarrollo postembrionario de las moscas en que los individuos estan
expuestos directamente a la luz solar. Como consecuencia de la fotoactivacion, estas
sustancias generan especies reactivas de oxigeno. Demostramos que estas sustancias
producen un estado altamente oxidativo y verificamos un importante incremento en el
contenido de lipidos peroxidados de larvas alimentadas con Hematoporfirina IX, ain en
oscuridad.

Xantenes and porphyrins, photoactivatable molecules used to control
insect pests.

Abstract

The photodynamic sensitizers Phloxine B and Hematoporphyrin IX were tested as
photoinsecticides against pest flies. Both substances were found to be highly toxic when added
to the food, and therefore they are good candidates for baits. Hematoporphyrin IX showed a
LCso (0.086 mM) five times lower than Phloxine B (0.46 mM). Hematoporphyrin IX, unlike
Phloxine B, showed an important toxic effect during the larval dispersal period. In general, this
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is the only stage of postembryonic development of the flies in which the individuals are exposed
to direct sunlight. Following photoactivation, these substances generate reactive oxygen
species. We demonstrated that Phloxine B and Hematoporphyrin IX produce a highly oxidative
state, and that, even in darkness, there is an increase of lipid peroxides in larvae fed with
Hematoporphyrin IX.

Introduccion

Los sensibilizadores fotodinamicos son sustancias que al absorber luz inician
reacciones fotoquimicas sobre otras moléculas sustrato. De acuerdo al tipo y nivel de
acumulacion de las modificaciones producidas, estas pueden ocasionar daro celular. Por lo
tanto, los fotosensibilizadores han sido analizados como foto-insecticidas adicionandose al
alimento y exponiendo a los insectos a luz UV, luz del espectro visible o artificial. En la Tabla
1 se presentan los diferentes sensibilizadores fotodindmicos que han mostrado efecto
insecticida. Entre ellos, los colorantes derivados de xantenos han sido los mas frecuente y
extensamente estudiados y son los principales candidatos para emplearse como insecticidas
(Tabla 1). La Hematoporfirina IX (Figura 1) y sus derivados han sido las porfirinas mas

frecuentemente analizadas como foto-insecticidas.
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Figura 1. Estructura quimica general de los Xantenos con sus sustituciones mas comunes (A) y
de la Hematoporfirina IX (B).
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Tabla 1. Sensibilizadores fotodindmicos empleados como agentes fotoinsecticidas.

Clase

Sustancia

Insectos tratados

XANTENOS

Rosa Bengala
Eritrosina B
Eosina
Rodamina 6 G
Uranina

Floxina B

Ver Tabla 2

FENOTIAZINAS

Azul de metileno

Musca domestica

Pieris brassicae

FURACUMARINAS

Xantotoxina

Papilo sp (larvas)

Angecilina
ACRIDINAS Naranja de acridina Noctidae (larvas)
Aedes sp
TIOFENOS a - tertionil
Simulium sp
Culex pipiens
Ceratitis capitata
PORFIRINAS Hematoporfirina IX Bactrocera oleae
Stomoxis calcitrans
Liriomyza brionidae
Hipericina
Mosca de la fruta
Cercosporina
OTROS Aedes sp (larvas)

Benzopireno

Poliacetileno

Simulium sp (larva)

Los fotoinsecticidas fueron estudiados por primera vez por el investigador argentino

Antonio Barbieri en 1928, quien analizé el efecto de una combinacién de Eritrosina B y Rosa
Bengala (derivados de xantenos) sobre larvas de mosquito. Posteriormente, en 1950,
Schilmacher retomé esta linea de investigacion y mas recientemente, Heitz y sus
colaboradores, desde comienzos de 1980, ampliaron los estudios a una gran variedad de
insectos (Heitz 1987; 1997). El empleo de estos sensibilizadores fotodinamicos pretende
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insertarse en lo que se denomina el manejo integrado de plagas, en el cual se emplean en

combinacion con otros métodos con el objetivo de minimizar el impacto ambiental.

En la Tabla 2 se presentan los xantenos ensayados en adultos de distintos 6rdenes
de insectos como hormigas, gorgojos, cucarachas, escarabajos, langostas y numerosas
especies de dipteros (Musca domestica, Musca autumnalis, Anastrepha ludens, Anastrepha
oblicua, Bactrocera dorsalis, Rhagoletis pomonella y Ceratitis capitata). Sin embargo, los
estudios realizados durante los estadios inmaduros de insectos son muy escasos, y estos se
han centrado con exclusividad en larvas de mosquitos, cuyo desarrollo larval ocurre en el
agua. Los estudios realizados en estadios inmaduros de dipteros terrestres se reducen a
estadios larvales de la mosca Musca autumnalis (Fairbrother ef al. 1981), y los realizados por
nuestro laboratorio en la mosca de la fruta (Berni et al., 2003; Berni et al., 2009 y Pujol-Lereis
et al, 2010) y la mosca de los cuernos (Filiberti et al, 2009). La Floxina B es una
fluoresceina halogenada (sal di-s6dica de 2', 4', 5, 7'-tetrabromo-3, 4, 5, 6-
tetraclorofluoresceina; también llamada rosa de Magdala; o D&C rojo N° 27 -acido; o N°® 28-
sal) y resultd especialmente interesante por su inocuidad para los mamiferos (Lipman, 1995).
Desde 1982, “Food and Drug Administration” de Estados Unidos (FDA), calific6 a la Floxina B
como no carcinogénica, y se la considerd apta como colorante para cosméticos (labiales,
rubores, bases, etc.) y para medicamentos (antiacidos). Otro de los atractivos de la Floxina B
reside en su rapida foto-degradacion en medio acuoso (Wang et al, 1998) y su baja
persistencia en hojas y frutos (Licudine et al., 2002). Por otra parte, la propuesta de emplear
porfirinas para controlar insectos surgié hacia finales de 1980 cuando Rebeiz y
colaboradores alimentaron larvas de la mariposa Trichoplusia ni con 2, 2’-dipiridil y acido a—
aminolevulinico. Estos autores observaron que las larvas comenzaban a acumular

protoporfirina IX y cuando se las exponia a la luz, éstas morian rapidamente.
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Tabla 2. Xantenos analizados para el control de insectos adultos.

Fotosensibilizador Especie Efectividad Referencias
Rosa Bengala Schistocerca americana .
Capinera et al.
Muy alta
. 2000
Floxina B (langosta)
Rosa Bengala Broome et al
oo . 19752, 1975b__ _ _
Rosa Bengala
Solenopsis richteri
Floxina B
(hormiga)
Eritrosina B Muy alta David y Heitz 1978
Eosina amarillenta
Rodamina________{ | | ___________
Floxina B Heitz 1975
Eritrosina B
Fluoresceina
Boll weedil
Eosina amarillenta Muy alta Broome et al. 1976
(escarabajo)
Rosa Bengala
Rodamina
Acalymma vittatum
. . . Schroder et al
Diabrotica undecimpunctata Muy alta
Floxina B P y 2001
| Howardi(escarabajo) _ _ _ _ _ | ________|____________
Blattella germanica (cucaracha) | Muy alta Ballard et al. 1988
Rodamina Yoho et al. 1971
Eritrosina Yoho 1972
Eosina Azul Yoho et al. 1973
Rosa Bengala Musca domestica
Muy alta
Uranina (mosca comgn) [ |
R B I
osa bengaia Fondren et al
1979
Eritrosina B
Rosa Bengala
Fondren and Heitz
Eritrosina B 197
ritrosina Musca autumnalis 1 mM 978
Floxina B
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Eosina amarillenta

Tetraclorofluoresceina

Fluoresceina

Anastrepha ludens Moreno et al. 2001

Floxina B Anastrepha oblicua Muy alta Mangan y Moreno
2001
(moscas de la fruta) 00
Rhagoletis pomonella
Floxina B Alta Hu et al. 2000
(moscas de la fruta)
Floxina B Ceratitis capitata Vargas et al. 2001
o Muyalta | Ticudine ef ~al
oxina b +Uranina | /mosca de Ia fruta) 2002
Haematobia irritans
Floxina B Muy alta Loera et al. 2000

(mosca de los cuernos)

En este trabajo presentamos resultados que demuestran que la Floxina B adicionada
al alimento de las larvas resulté tdxica para distintas especies de moscas. Se empled la
mosca de la fruta, Ceratitis capitata y la mosca del vinagre, Drosophila melanogaster como
modelos experimentales para determinar qué etapa o eventos del desarrollo son afectados
primariamente por estas sustancias. Contamos en ambas especies con una precisa datacion
horaria de eventos durante el desarrollo postembrionario. La mosca de los cuernos,
Haematobia irritans, se emple6 como modelo de mosca plaga hematéfaga en el cual se
propone aplicar estas sustancias. Se muestra que la etapa del desarrollo post-embrionaria
mas sensible a la Floxina B varié en cada especie analizada. Se comparé el efecto de
Hematoporfirina IX y de Floxina B durante el desarrollo post-embrionario de C.capitata.
Finalmente, se determin6 la formacién de lipidos peroxidados en larvas tratadas con
Hematoporfirina 1X.

Materiales y Métodos

Experimento 1

Estudiamos el efecto de la Floxina B durante el desarrollo post-embrionario de tres
especies de moscas: Drosophila melanogaster (cepa Oregon R), Ceratitis capitata (cepa
Mendoza) y Haematobia irritans. Se determiné y compard la supervivencia de las larvas
desarrolladas en alimento que incluia una concentracién de 0,25 mM de la sal disédica de
Floxina B (pureza 92 %) (D&C Red N928, Warner Jenkinson, St. Louis, MO, USA). En todos
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los casos se mezclo la droga sélida con el alimento. La preparacion de Floxina B se realizé 6
dias antes de iniciar el experimento para permitir una mejor penetraciéon del colorante y se
mantuvo a 4 °C en oscuridad hasta el inicio del experimento. El alimento empleado para el
desarrollo larval difirié para cada especie. En D.melanogaster se emple6 el alimento sintético
Formula 4.24 Instant Drosophila Medium (Carolina Biological Supply). Para C.capitata se
empled el alimento desarrollado en nuestro laboratorio a base de zapallo-polenta-levadura
(Pujol-Lereis, 2008). Para H.irritans se utilizd extracto de bosta bovina descripto en Filiberti
et al. (2009). D.melanogaster y C.capitata fueron mantenidas desde larva | hasta la
emergencia del adulto en una camara de cria (Conviron CMP 3244), a 23 °C, 50-60%
humedad relativa. H.irritans fue mantenida en una cdmara a 30 °C y 100% de humedad
relativa. En cada experimento se realizaron 8 réplicas. En cada réplica se sembraron larvas |
recién eclosionadas de D.melanogaster (n= 30), de C.capitata (n= 75) y de H.irritans (n= 20).
Durante todo el desarrollo larval se mantuvo completa oscuridad en las camaras de cria
hasta que las larvas lll iniciaron la etapa de dispersion, abandonando el alimento en busca de
un lugar seco para iniciar la metamorfosis. Durante el periodo de dispersién, los grupos
experimentales se expusieron a la luz de un tubo de 40W ubicado a 7,5 cm (5500 lux) por
arriba de las cajas, hasta la inmovilizacién total de las larvas cuando adoptan la forma ovoide
caracteristica de las pupas. En los grupos controles (las larvas | se alimentaron sin Floxina B)
se mantuvieron las mismas condiciones experimentales que en los grupos tratados. Todos
los grupos se mantuvieron en oscuridad durante la metamorfosis. Se registraron el nimero
de larvas que murieron antes de alcanzar la etapa de dispersién, el nimero de larvas Ill que
murieron durante la exposicion a la luz antes de la inmovilizacién completa y el nimero de
individuos muertos durante la metamorfosis. Por Ultimo, se registré el niumero de adultos que

completaron el desarrollo.

Experimento 2

Estudiamos el efecto de la Hematoporfirina IX (pureza 50 %, Sigma) y Floxina B
durante el desarrollo post-embrionario de la mosca de la fruta C.capitata. Hematoporfirina IX
se disolvi6 en 0,5 ml de 0,1 N NaOH y posteriormente, se agregd al alimento. En los
controles se mezclé 0,5 ml de 0,1 N NaOH con el alimento. El esquema experimental fue
similar al descripto para C.capitata en el experimento I. Cuando se mantuvo a las larvas
tratadas con Hematoporfirina IX en completa oscuridad hasta la emergencia del adulto, no se
registraron muertes diferenciales con los controles. Estos resultados indicaron que
Hematoporfirina IX no presenté efecto toxico en oscuridad y, por otro lado, las impurezas que
acompanan a esta sustancia tampoco presentaron efecto toxico.

Peroxidacion de Lipidos- Determinacion de TBARS (acido tiobarbiturico)

Larvas control o alimentadas con distintas concentraciones de Hematoporfirina 1X
fueron expuestas a cero o treinta minutos de luz. Para la deteccion de sustancias que
reaccionan con TBARS se siguid un protocolo adaptado de Uchiyama y Mihara (1978). Se
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homogeneizaron las larvas individualmente en 150 ul de 1,15 % KCI, y se centrifugé el
homogenato a 13.000 rpm durante 20 minutos a 0°C. Se separaron 5 ul del sobrenadante del
homogenato para medir cantidad de proteinas por la técnica de Lowry. Se tomaron 100 pl del
sobrenadante y se agregaron 600 pl de acido fosférico 1% y 200 pl de 0,6 % acido
tiobarbitdrico. Se dej6é incubando la mezcla 45 minutos a 100°C y luego de enfriar se
agregaron 800 pl de butanol. Se volvié a centrifugar y se midi6 la absorbancia de la fase
butandlica a 532 nm en un espectrofotémetro (JASCO V-550).

Resultados y Discusion

La Figura 2-A muestra el esquema experimental empleado para determinar los
efectos de la Floxina B durante el desarrollo post-embrionario de C.capitata, D.melanogaster
y H.irritans. El protocolo fue adaptado a cada ciclo de vida, ya que la duracién en horas de
las diferentes etapas del desarrollo varia entre especies. La Figura 2-B muestra la
comparacion de la sobrevida de las tres moscas alimentadas con 0,25 mM Floxina B. El
46,68 + 6,4 % de las larvas | de C.capitata alimentadas con Floxina B alcanzé la etapa adulta
luego de recibir luz durante el periodo de dispersién, mientras que en los controles lo hizo el
85,87 + 2,46 %. D.melanogaster y H.irritans resultaron mas sensibles al tratamiento con
Floxina B, alcanzando la etapa adulta sélo el 2,77 + 1,33 % de las larvas de D.melanogaster
y 1,25 + 1,25 % en H.irritans Cuando D.melanogaster fueron alimentadas sin Floxina B, el
67,08 + 3,81 % de las larvas lograron completar el desarrollo.
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Figura 2. Estudio comparado de la toxicidad de Floxina B por estadio del desarrollo en
Drosophila melanogaster, Ceratitis capitata y Haematobia irritans. A Diseno experimental
empleado. Cada larva fue expuesta a 5000 lux durante el periodo de dispersién (WAP, segin
sus siglas en inglés). Los numeros debajo de las barras indican las horas de duracién de los
estadios larvales, el periodo de dispersion y los estadios farados para cada especie. LI: larva
I, LI larva 1, P: pupariacién, y A: ecdisis del Imago. B Porcentaje de supervivencia (x
SEM) durante los estadios post-embrionarios de desarrollo de D. melanogaster (m, o), C.
capitata (e, o) y H. irritans (A, A) alimentadas con o sin Floxina B.
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Estos resultados muestran claramente que la adicion de Floxina B en el alimento y la
posterior exposicion a la luz, provoca un efecto téxico considerable sobre las etapas

inmaduras de moscas.

En la Figura 2-B se muestra que la Floxina B afecté diferencialmente el desarrollo
post-embrionario en cada especie. En D.melanogaster |la etapa larval fue muy sensible a la
Floxina B (38,33 + 2,72 % de sobrevida) en comparacion con su control sin Floxina (72,77 +
8,68 %). C.capitata y H.irritans fueron muy poco afectadas durante la etapa larval (Figura 2-
B).

Durante el periodo de dispersién de la larva lll, ninguna larva de H.irritans logro iniciar la
metamorfosis (1,25 % de sobrevida), mientras que todas las larvas de los controles de
H.irritans iniciaron la metamorfosis. Este resultado resulta de especial interés por tratarse de
la moscas chupadora de sangre en vacunos y equinos. Tanto D.melanogaster como
C.capitata no sufrieron mortalidad durante estas horas de exposicion a la luz. En ambas
especies, la mayor mortalidad se registr6 luego del tratamiento de luz, durante la

metamorfosis.

En Berni et al. (2003), hemos determinado que la concentracion letal 50 (CLs) para
Floxina B durante el desarrollo postembrionario de Ceratitis capitata fue de 0,46 mM, mientras
que la CLsy determinada para Hematoporfirina I1X fue de 0,086 mM. Hematoporfirina IX provocé
mortalidad que Floxina B durante la etapa de dispersion de la larva lll y exposicién a la luz.
Como se muestra en la Figura 3-A, a partir de 0,5 mM Hematoporfirina IX, el 90 % de las larvas
[l muri6 durante la exposicién a la luz, mientras que con Floxina B sélo se registr6 el 10 % de
muertes (Figura 3- B).
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Figura 3. Comparacién de mortalidades relativas segun el estadio de desarrollo para

individuos de C.capitata tratados con Floxina B (FB) o Hematoporfirina IX (HP). Porcentaje de
mortalidad (£ SEM) de: A dispersién de larvas lll, B metamorfosis.
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Dado que las porfirinas son responsables de la formaciéon de peréxidos lipidicos, se
midi6 la presencia de malondialdehido en larvas alimentadas con 0,125 y con 0,25 mM
Hematoporfirina IX. En cada tratamiento se separaron larvas lll, unas cuando iniciaban la etapa
de dispersion (0 min) y a otro grupo se lo expuso a la luz durante 30 minutos. En la Figura 4 se
muestra que en oscuridad las larvas tratadas con 0,25 mM Hematoporfirina IX presentaron
valores de malondialdehido significativamente superiores a los controles sin aditivo. En el
grupo que recibié tratamiento de luz, se registré un resultado similar al de oscuridad, indicando
que Hematoporfirina IX produjo peroxidacién de lipidos atn en ausencia de luz.

0,01 7 * m0mM HP
0,009 0,125 mM HP
0,008 - * m 0,25 mM HP
0,007 -
0,006 - T
0,005 -

0,004 - i

TBARS/proteinas

0,003 -
0,002 A

0,001 A

0 30
Tiempo de exposicion a la luz (min)

Figura 4. Formacién de malondialdehido en larvas de Ceratitis tratadas con 0 mM (control),
0,125 mM y 0,25 mM Hematoporfirina X (HP), y expuestas a la luz durante diferentes
periodos de tiempo. Los valores expresan mmoles MDA/ mg de proteinas. * (p<0,05)
respecto del control 0 mM del tiempo de exposicion analizado.

Tanto la Floxina B como la Hematoporfirina IX resultaron sustancias con poder
insecticida contra etapas inmaduras de moscas. La Hematoporfirina IX presenté una CLs, cinco
veces menor que la obtenida para Floxina B. La Hematoporfirina IX presenté un importante
efecto toxico durante la etapa de dispersion de la larva, no asi la Floxina B. En general, este es
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el unico periodo del desarrollo postembrionario de las moscas en que los individuos estan
expuestos directamente a la luz solar. En estudios previos habiamos comprobado la formacion
de especies reactivas de oxigeno en el intestino y ganglio cerebral de larvas de Ceratitis
tratadas con Floxina B y/o Hematoporfirina IX (Berni et al., 2009 y Pujol-Lereis et al., 2010),
como consecuencia de la fotoactivacion. Verificamos que las larvas alimentadas con
Hematoporfirina IX presentaron un importante incremento en el contenido de lipidos
peroxidados tanto cuando fueron expuestas a la luz como en oscuridad.
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