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PREFACIO

Este trabajo de investigación surgió por un interés en la epidemiología de las enfermedades
desatendidas que afectan a Guatemala y un creciente interés en aquellos vectores que las transmiten.
Con el apoyo de diversas personas e instituciones, fue posible iniciar una línea de investigación que
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Carlos Lol, por ser el soporte principal de la fase de colecta y por sus consejos y asesoría. Así como a
Msc. David Castañeda, por su apoyo en mis prácticas profesionales y por su interés en el desarrollo
de mi proyecto de graduación, tanto de manera presencial como virtual.

A Nicholas Buchon, por haber brindado los reactivos y equipo necesario para la realización de
mi proyecto de graduación, así como la confianza de participar en una de las líneas de investigación
que desarrollan en el Buchon Laboratory.

A la Dra. Mabel Taracena, por su constante apoyo y supervisión en la realización del proyecto.
Por darme la oportunidad de participar en esta línea de investigación y por responder mis dudas sin
importar la hora.

A la Dra. Pamela Pennington, por haber realizado el primer contacto con la Dra. Taracena y por
realizar la convocatoria del proyecto que ahora se convirtió en mi trabajo de graduación.

Finalmente, agradezco a cada una de las personas involucradas directamente en la realización
de este trabajo de graduación, así como aquellas que con un mensaje positivo, palabras de aliento
o incluso silencios cómodos me dieron un espacio seguro para descansar, retomar fuerzas y seguir
adelante.
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RESUMEN

Los mosquitos Aedes aegypti se caracterizan por ser el vector principal a nivel urbano de varias
enfermedades humanas causadas por arbovirus. En Guatemala, se ha observado prevalencia de este
vector en 21 de los 22 departamentos del país, siendo Chiquimula uno de los departamentos con
mayor porcentaje de positividad de dengue. Por lo tanto, se seleccionaron dos barrios de esta área
para realizar la colecta de mosquitos silvestres, tanto en estadío adulto como de pupa.

El presente estudio se enfocó en realizar una comparación entre el comportamiento celular ob-
servado en el epitelio intestinal de los mosquitos hembra Ae. aegypti de laboratorio con el de los
mosquitos hembra Ae. aegypti silvestres. La metodología consistió en la optimización de un proto-
colo para la obtención y preparación de tejido del epitelio intestinal de mosquitos silvestres y, con
base en ello, realizar un análisis de microscopía confocal para la identificación de los tipos celulares
presentes en el epitelio intestinal; así como las células en procesos de mitosis y endorreduplicación.
Se determinó, mediente una prueba de Kruskal-Wallis si existe diferencia significativa entre la can-
tidad de células en mitosis y replicación de ADN entre los mosquitos alimentados con sangre y los
alimentados con solución de azúcar.

Es posible afirmar que el procedimiento desarrollado en este proyecto es eficaz para la obten-
ción y preparación de tejido del epitelio intestinal de mosquitos silvestres. Además, mediante las
tinciones inmunocitoquímicas se lograron identificar de manera certera las células madre intestinales
(ISCs). Así mismo, fue posible identificar tanto células en procesos de mitosis y endorreduplica-
ción/replicación de ADN en los cuatro grupos de estudio. Finalmente, al comparar el comporta-
miento de regeneración celular entre poblaciones alimentadas con sangre y solución de azúcar, se
determinó una diferencia significativa entre los porcentajes de células EdU+ de ambos grupos. Sin
embargo, no es posible indicar de manera certera la razón de esta variabilidad, por lo que se propone
realizar un análisis de detección de ARN viral, específicamente de virus del Dengue (DENV), en el
intestino medio de los mosquitos silvestres para evaluar una posible correlación entre la cantidad de
células EdU+, PH3+ y la presencia o ausencia de un patógeno.
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CAPÍTULO I

INTRODUCCIÓN

Los mosquitos del género Aedes se caracterizan por ser vectores de una amplia gama de infeccio-
nes virales; específicamente Ae. aegypti es el vector principal a nivel urbano de varias enfermedades
humanas causadas por arbovirus, como las causadas por el virus del Dengue (DENV), del Zika
(ZIKV), Chikungunya (CHIKV) y virus de la fiebre amarilla (Santos, Pereira, 2020). En Guatemala,
se ha observado prevalencia de este vector en 21 de los 22 departamentos del país (López, 2019;
Lepe, et al., 2017; Lepe, et al., 2016). En Guatemala, el Departamento de Chiquimula ha notificado
un promedio de 863 casos positivos de dengue por cada 10,000 habitantes y presenta un porcentaje
promedio de 21.85% de positividad (OPS, 2020; Castillo, et al., 2020; SIGSA, 2019). Según el Depar-
tamento de Epidemiología del MSPAS, para la semana epidemiológica 13 del año 2021, Chiquimula
ya sobrepasaba el índice de incidencia nacional (MSPAS, 2021). Sin embargo, la vigilancia pasiva
del dengue en América Latina ha subestimado el número de casos por un factor de entre 3.5 y 19
(Sarti, et al., 2016; Castillo, et al., 2020) y, como resultado, es probable que se subestime la carga
real de las arbovirosis en Guatemala.

La transmisibilidad de arbovirus como el DENV, CHIKV y ZIKV está determinada por su capa-
cidad de infectar al vector, Ae. aegypti, y de poder multiplicarse en este y en mamíferos superiores,
como los seres humanos. Las hembras Aedes adquieren el virus al tomar sangre de un hospedero
vertebrado virémico; luego, se establece la infección en las células epiteliales del mosquito, principal-
mente las del intestino, para luego propagarse al hemocele y posteriormente a otros tejidos (glándulas
salivales, ovarios, sistema nervioso, entre otros) para continuar con la transmisión del virus (Wu,
et al., 2019). Además, se ha observado que en situaciones de estrés como la digestión de la sangre
y la interacción con patógenos virales, el epitelio del intestino debe ajustar mecanismos celulares
clave, incluida la proliferación y diferenciación celular para garantizar la integridad epitelial y el
mantenimiento de la homeostasis.

En estudios realizados con mosquitos Ae. aegypti infectados con DENV, se indujo la proliferación
celular de células madre intestinales (Intestinal Stem Cells o ISCs, por sus siglas en inglés) en cepas
de mosquitos susceptibles y refractarias al arbovirus. Aquí se observó que, en cepas permisivas, la
infección del intestino es favorecida por la ralentización de la renovación celular y que la refractarie-
dad de una cepa estaría respaldada, al menos en parte, por la capacidad de activar el programa de
división de ISCs en momentos clave. Por lo tanto, se demostró que la efectividad de la renovación
celular del intestino medio durante la infección viral es un factor importante en la competencia del
vector (Taracena, et al., 2018). En el caso de enfermedades tropicales desatendidas transmitidas por
vectores, el estudio de la regeneración celular del intestino durante los diferentes estadíos de vida del

1



vector y la comparación entre los especímenes silvestres y los criados en condiciones de laboratorio,
podría impulsar el estudio de los mecanismos de infección de arbovirus en vectores, como Ae. aegypti.
Esto, a su vez, permite desarrollar mecanismos potenciales para la prevención de la diseminación
del virus en el mosquito.

2



CAPÍTULO II

OBJETIVOS

A. Objetivo general

Comparar el comportamiento celular observado en el epitelio intestinal de los mosquitos hembra
Ae. aegypti cepas de laboratorio con el de los mosquitos hembra Ae. aegypti silvestres.

B. Objetivos específicos

Optimizar un protocolo para la obtención y preparación de tejido del epitelio intestinal de
mosquitos silvestres

Identificar tipos celulares del epitelio intestinal de los mosquitos hembra Ae. aegypti silvestres.

Identificar células en procesos de mitosis y endorreduplicación del epitelio intestinal de los
mosquitos hembra Ae. aegypti silvestres.

Comparar el comportamiento de regeneración celular entre poblaciones alimentadas con sangre
y solución de azúcar.

3



CAPÍTULO III

JUSTIFICACIÓN

En otros estudios se ha determinado que Ae. aegypti es una especie ectototérmica, pues la es-
pecie depende de condiciones cálidas y húmedas para reproducirse y transmitir enfermedades (Liu-
Helmersson, et al., 2019). A nivel mundial, se ha observado que la distribuión geográfica del mosquito
Ae. aegypti es amplia, debido a que se puede encontrar en regiones tropicales y subtropicales (Krae-
mer, et al., 2015).

En Guatemala, el Departamento de Chiquimula ha notificado un promedio de 863 casos positivos
de dengue por cada 10,000 habitantes y presenta un porcentaje promedio de 21.85% de positividad
(OPS, 2020; Castillo, et al., 2020; SIGSA, 2019). Según el Departamento de Epidemiología del
MSPAS, para la semana epidemiológica 13 del año 2021, Chiquimula ya sobrepasaba el índice de
incidencia nacional (MSPAS, 2021). Sin embargo, la vigilancia pasiva del dengue en América Latina
ha subestimado el número de casos por un factor de entre 3.5 y 19, en caso de dengue (Sarti, et
al., 2016; Castillo, et al., 2020) y, como resultado, es probable que el número de casos subestime la
carga real de las arbovirosis en Guatemala. En Ae. aegypti, se ha observado que la inducción de la
proliferación de células del intestino medio hizo que una cepa susceptible fuera más resistente a la
infección viral (Taracena, et al., 2018). Por lo tanto, se demostró que la efectividad de la renovación
celular del intestino medio durante la infección viral es un factor importante en la competencia del
vector. En el caso de enfermedades tropicales desatendidas transmitidas por vectores, el estudio de la
regeneración celular del intestino durante los diferentes estadíos de vida del vector y la comparación
entre los especímenes silvestres y los criados en condiciones de laboratorio, podría impulsar el estudio
de los mecanismos de infección de arbovirus en vectores, como Ae. aegypti. Esto, a su vez, permite
desarrollar mecanismos potenciales para la prevención de la diseminación del virus en el mosquito.
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CAPÍTULO IV

MARCO TEÓRICO

A. Enfermedades transmitidas por vectores

1. Arbovirus

La palabra arbovirus se refiere a los virus que son transmitidos por artrópodos (por la abreviación
del inglés arthropod-borne virus), principalmente mosquitos y garrapatas. Este término no se utiliza
para realizar clasificaciones taxonómicas, pero los virus que se encuentran dentro de este grupo
comparten características como patrones de transmisión, por lo que la información obtenida para un
virus puede ser potencialmente útil para la comprensión y, por lo tanto, la prevención y el control de
otros (Jones, et al., 2020). Se ha observado que, en las últimas décadas, los virus del Dengue, Zika
y Chikungunya han causado numerosos brotes a nivel mundial en humanos y animales, provocando
enfermedades que varían en gravedad, síntomas y prevalencia, pero que representan una proporción
importante de muertes (Salgado, et al., 2021).

Dengue

El virus del Dengue (DENV) es de ARN monocatenario de sentido positivo y pertenece a la fa-
milia Flaviviridae y género Flavivirus. Es uno de los virus transmitidos por mosquitos más frecuente
en todo el mundo causando alrededor de 390 millones de infecciones cada año. Aproximadamente
500,000 son casos graves que requieren hospitalización y más de 20,000 casos conducen a la muerte
principalmente en países tropicales (Wu, et al., 2019; Freund, et al., 2017). En Guatemala, el De-
partamento de Chiquimula ha notificado un promedio de 863 casos por cada 10,000 habitantes y
presenta un porcentaje promedio de 21.85% de positividad (OPS, 2020; Castillo, et al., 2020; SIGSA,
2019). Según el Departamento de Epidemiología del MSPAS, para la semana epidemiológica 13 del
año 2021, Chiquimula ya sobrepasaba el índice de incidencia nacional (MSPAS, 2021). Sin embargo,
la vigilancia pasiva del dengue en América Latina ha subestimado el número de casos por un factor
de entre 3.5 y 19 (Sarti, et al., 2016; Castillo, et al., 2020) y, como resultado, es probable que el
número de casos subestime la carga real del dengue en Guatemala.
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Zika

El virus Zika (ZIKV), al igual que DENV, pertenece a la familia Flaviviridae y género Flavivirus
(+ssARN). Este fue identificado en Uganda en 1947 y su distribución geográfica se limitaba a África
y Asia y no fue hasta 2015 que fue llegó al continente americano; lo que representó una emergencia
de salud pública de preocupación a nivel internacional, por parte de la OMS. Para finales del 2017,
se confirmaron más de 223,000 casos solamente en las Islas del Pacífico y las Américas; pero para el
año 2020, al menos 86 países han notificaron pruebas de infección por el ZIKV (Jones, et al., 2020;
Wu, et al., 2019; OPS, 2022). En Guatemala, las infecciones causadas por el ZIKV tienen una alta
incidencia principalmente en la población pediátrica. Según datos publicados en la Plataforma de
Información de Salud para las Américas (PLISA, OPS/OMS), hasta la semana epidemiológica 22
del 2021, de los 6,012 casos de Zika notificados en la región de las Américas, Guatemala presentó la
segunda proporción más alta de casos sospechosos (522 casos) lo que representa un 9% del total. No
obstante, a partir de 2020 se observa una disminución en el número de casos de Zika notificado lo
cual coincide con el inicio de la pandemia causada por COVID-19; se propuso que esto se debe a que
la saturación de los servicios de salud pudo haber afectado la capacidad de vigilancia de arbovirosis
(Gallo, et al., 2021; OPS/OMS, 2021).

Chikungunya

En el caso del virus del Chikungunya (CHIKV), este pertenece a la familia Togaviridae y al
género Alphavirus, y también es de ARN monocatenario de sentido positivo. Su nombre se deriva
de una frase makonde que significa “aquello que se dobla hacia arriba” o “contorsionarse”, haciendo
referencia a la postura encorvada de los pacientes afectados (Frolov, Frolova, 2022; Vairo, et al.,
2019; Ganesan, et al., 2017). En Guatemala, las infecciones causadas por el CHIKV se consideran
enfermedades emergentes debido a que la incidencia de estas ha aumentado considerablemente en la
última década. Junto al dengue y zika, este ha sido un punto focal en el proyecto de vigilancia de
arbovirosis a nivel nacional.

B. Biología de mosquitos Aedes aegypti

Los mosquitos del género Aedes se caracterizan por ser vectores de una amplia gama de infecciones
virales; específicamente Ae. aegypti es el vector principal a nivel urbano de varias enfermedades
humanas causadas por arbovirus, como las causadas por el DENV, ZIKV y CHIKV (Santos, Pereira,
2020).

1. Estadíos

El desarrollo del mosquito Ae. aegypti consta de cuatro estadíos distintos: huevo, larva, pupa y
adulto. En el área urbana, las hembras adultas ponen sus huevos en las paredes internas de ciertos
recipientes con agua, por encima de la línea de flotación. Los huevos son pequeños (alrededor de 0.5
mm), elípticos, de color claro en el momento de la oviposición y se oscurecen con el tiempo. Estos
han presentado caracteristicas de resistencia a diferentes condiciones ambientales ya que tienen la
capacidad de adherirse firmemente a las paredes de recipientes de diferentes materiales (metal, plás-
tico, cemento, cerámica, caucho, entre otros). Así mismo, se ha observado que tienen alta resistencia
a la desecación y pueden permanecer viables hasta 8 meses después de la ovipostura. Sin embargo,
en las condiciones adecuadas, la embriogénesis dura en promedio de 2 a 3 días (Carvalho, Moreira,
2017; Day, 2016).

La eclosión de huevos da lugar a larvas, que pasan por cuatro estadios de desarrollo: la L1 y
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L2 son larvas inmaduras y jóvenes mientras que las L3 y L4 son adultas y con fase de transición a
pupa y adulto. Estos son organismos acuáticos que se alimentan de materia orgánica adherida a las
paredes o sedimentos en el fondo del recipiente en el que se encuentran. El tiempo de desarrollo varía
según la disponibilidad de alimento y las condiciones ambientales como temperatura y densidad de
larvas en el sitio de reproducción. En condiciones óptimas, las larvas pueden completar todos los
estadios y entrar en la etapa de pupa en 4 a 5 días. La fase de pupa es una etapa donde el mosquito
pasa por una serie de transformaciones internas que culminarán en la formación del adulto. Esta
fase dura un promedio de 2 días a 27°C pero puede prolongarse a menores temperaturas (Carvalho,
Moreira, 2017; Vasquez, 2009; Luz, et al., 2020).

Finalmente, los adultos emergen lentamente y permanecen en la superficie del agua por varios
minutos para luego volar en busca de un refugio cercano (generalmente húmedos y protegidos del
viento y la luz). Tanto machos como hembras se alimentan de sustancias azucaradas de origen vegetal,
pero las hembras también requieren alimentación de sangre para la maduración de los ovarios y la
consiguiente formación de óvulos (Pruszynski, et al., 2020; Carvalho, Moreira, 2017).

2. Distribución en Guatemala

En Guatemala, se ha observado prevalencia del vector Ae. aegypti en 21 de los 22 departamentos
del país. Así mismo, se han reportado la presencia de este en sitios con temperaturas que llegan
hasta los 34.8°C, lo que indica que la especie tiene tolerancia a altas temperaturas. Al igual que
otros vectores, se ha observado un aumento de la población en los meses de la época lluviosa, donde
hay una mayor precipitación; sin embargo, también fue reportado en sitios con baja precipitación
anual. En términos de altitud, la especie puede sobrevivir en zonas altas, pero presenta una mayor
densidad poblacional en zonas bajas del país (López, 2019; Lepe, et al., 2017; Lepe, et al., 2016).

C. Sistema disgestivo y epitelio intestinal de mosquitos

La transmisibilidad de arbovirus como el DENV, CHIKV y ZIKV se ve determinada por su
capacidad de infectar al vector, Ae. aegypti, y de poder multiplicarse tanto en este como en mamíferos
superiores, como los seres humanos. Las hembras Aedes adquieren el virus al tomar sangre de un
hospedero vertebrado virémico; luego, se establece la infección en las células epiteliales del mosquito,
principalmente las del intestino, para luego propagarse al hemocele y posteriormente a otros tejidos
(glándulas salivales, ovarios, sistema nervioso, entre otros) para continuar con la transmisión del
virus (Wu, et al., 2019).

1. Tipos celulares en dípteros

En dípteros, especialmente en el organismo modelo Drosophila melanogaster, el tracto digestivo
ha sido ampliamente estudiado. Se determinó que el intestino se divide en tres secciones de origen
diferente: intestino anterior, intestino medio e intestino posterior. El intestino medio está compuesto
por una sola capa epitelial rodeado por dos capas de músculos viscerales; este consta de enterocitos
poliploides (EC), células enteroendocrinas (EE) y células progenitoras no diferenciadas (celulas ma-
dre intestinales, ISC, y enteroblastos, EB) (Hixson, et al., 2021; Lemaitre, Miguel-Alaiga, 2013). A
pesar que no se ha estudiado la composición del epitelio intestinal en vectores como Ae. aegypti, sí
se encontraron grupos de células que expresan marcadores correspondientes a los principales tipos
de células descritos en Drosophila (Cui, Franz, 2020).
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2. Regeneración celular en homeostasis e infección

Para mantener un estado homeostático en los diferentes estadíos de digestión de sangre, es im-
portante para el mosquito que se mantenga la integridad general del intestino; en este caso las ISC,
o células regenerativas, juegan un papel clave. Estas pueden sufrir una división asimétrica, donde
se obtiene una ISC y una célula terminalmente diferenciada, para asegurar el mantenimiento de un
número constante de ISC; o bien, una división simétrica donde se obtienen dos ISC o dos células
diferenciadas (Caccia, et al., 2019; Zhang, et al., 2022).

No obstante, en situaciones de estrés como la digestión de la sangre y la interacción con pa-
tógenos virales, el epitelio del intestino medio debe ajustar mecanismos celulares clave, incluida la
proliferación y diferenciación celular para garantizar la integridad epitelial y el mantenimiento de la
homeostasis. En estudios realizados con mosquitos Ae. aegypti infectados con DENV, se observó una
inducción de la división celular del intestino medio en cepas de mosquitos susceptibles y refractarias
al arbovirus. Sin embargo, la cepa susceptible retrasa la activación del proceso de regeneración en
comparación con la cepa refractaria (Taracena, et al., 2018); esto podría indicar una relación entre
la resistencia viral y la inducción a la proliferación celular.

D. Ciclo celular

1. Mitosis

El ciclo celular se refiere al proceso por el cual las células se replican y forman dos células nuevas,
y este se divide en cuatro fases: G1, S, G2 y M. G1 es la etapa en la que la célula se prepara para
dividirse. Luego pasa a la fase S donde la célula copia todo el ADN, (S por “síntesis de ADN”).
Después de que se copia el ADN y hay un conjunto adicional completo de todo el material genético,
la célula pasa a la etapa G2, donde organiza y condensa el material genético, o comienza a condensar
el material genético y se prepara para dividirse. La siguiente etapa es M o mitosis. Aquí es donde
la célula realmente divide las dos copias del material genético en las dos células hijas. Una vez
completada la fase M, se produce la división celular y quedan dos células, y el ciclo celular puede
comenzar de nuevo (Molnar, Gair, 2015).

2. Endorreduplicación

Existen casos donde una célula pasa por un proceso de replicación del genoma nuclear en ausencia
de mitosis. Esto se conoce como endorreduplicación (endocycling en inglés). Esta es una variante
común del ciclo celular que generan células poliploides. Existen diferentes variantes, pero todos
coinciden en la total ausencia de la fase de citocinesis donde se da la ruptura de la envoltura nuclear
(Edgar, et al., 2014).

E. Tinción inmunocitoquímica

1. Fundamento e inmunofluorescencia

Para poder observar y caracterizar las diferentes células presentes en una muestra de tejido, se re-
quiere del uso de la tinción inmunocitoquímica. Esta es una técnica donde se utilizan anticuerpos con
etiquetas químicas o fluorescentes para visualizar la expresión y localización de antígenos. En casos
de tinciones inmunofluorescentes, se puede realizar una inmunodetección múltiple; es decir, someter
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la muestra a diversos anticuerpos con marcadores fluorescentes para que estos sean reconocidos por
diferentes antígenos (Lee, Webb, 2022).

2. Inmunodetección múltiple

EdU

El EdU (5-etinil-2’-desoxiuridina) es un análogo de la timidina que se incorpora al ADN de las
células en división. Se utiliza para detectar células que se encuentran en proceso de síntesis de ADN;
o bien para determinar procesos de proliferación celular (Cavanagh, et al., 2011; Chehrehasa, et al.,
2009).

3. Tinción de histonas

El marcaje con anticuerpos de fosfohistona H3 (PH3) se utiliza para derterminar la presencia de
células en proceso de mitosis.

En este estudio se utiliza para para caracterizar ISC debido a que estas tienen la capacidad
distintiva de sufrir mitosis; por lo tanto este marcaje permite identificar y determinar el número de
células que se dividen (Kim; et al., 2017; Taracena, et al., 2018).

4. Tinción con DAPI

En el caso de las tinciones con DAPI (4’, 6-diamidino-2-fenilindol), estas se realizan con la
finalidad de teñir el área nuclear de células muertas. Este compuesto se une fuertemente a regiones
enriquecidas en adenina y timina en secuencias de ADN y no puede pasar a través de la membrana
celular (Atale, et al., 2014).

5. Microscopía confocal

Para poder obervar los diferentes marcajes fluorescentes, se debe utilizar un microscopio confocal.
Este utiliza como fuente de iluminación uno o varios láseres, detectores de luz, fotomultiplicadores,
y una barrera física, pinhole, que evita llegue al detector luz procedente de los planos diferentes al
de foco. La imagen se forma por un barrido punto a punto de la muestra, consiguiendo de esta forma
imágenes con mayor resolución (Bayguinov, et al., 2018).
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CAPÍTULO V

METODOLOGÍA

A. Colecta de mosquitos silvestres

La colecta de mosquitos adultos en reposo se realizó en el interior de las viviendas, y el de pupas
y larvas L4, en recipientes tanto en el interior como en el peridomicilio de las viviendas. Se trabajó
en dos barrios ubicados en el departamento de Chiquimula, Guatemala, siendo estos Shusho (Barrio
A) y Jurgallón (Barrio B), en tres días consecutivos. Todas las muestras fueron transportadas a la
Universidad del Valle de Guatemala, Guatemala, Guatemala.

1. Mosquitos en estadío de pupa

Utilizando un gotero, se removieron las pupas o larvas L4 presentes en el contenedor y se colo-
caron en un recipiente con agua destilada. Todos los individuos encontrados en un solo contenedor
representan una muestra o un pool. Cada muestra fue registrada en el “FORMULARIO DE DISEC-
CIÓN Y FIJACIÓN DE INTESTINO MEDIO EN LABORATORIO DE MOSQUITOS ADULTO
EMERGIDOS DE PUPAS Aedes aegypti ” [Figura XI.1 en Anexos]. Aquí se anotaron las caracte-
rísticas identificadas en campo del mosquito, tipo de contenedor de donde fueron recolectados, el
sector y localidad de muestreo.

2. Mosquitos adultos en reposo

En períodos de 20 minutos, aproximadamente, se recolectaron todos los mosquitos adultos en
reposo presentes en el interior de la vivienda. Para esto se utilizaron aspiradores de mochila Proko-
pack®. Se recolectaron los mosquitos de todas las habitaciones interiores y se colocaron en contene-
dores debidamente etiquetados con “Especie, características identificadas en campo, fecha y hora de
colecta, Barrio, tipo de alimentación, conteo de hembras”. Cada individuo representa una muestra.
Cada muestra fue registrada en el “FORMULARIO DE DISECCIÓN Y FIJACIÓN DE INTESTINO
MEDIO EN LABORATORIO DE MOSQUITOS ADULTO EN REPOSO Aedes aegypti ” [Figura
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XI.2 en Anexos]. Aquí se anotaron las características identificadas en campo del mosquito, la fecha
de colecta, el sector y localidad de muestreo y horario de captura.

3. Crianza

La crianza de todas las muestras fue realizada en instalaciones del insectario de la UVG en
Guatemala, Guatemala. Tanto los mosquitos adultos colectados en campo como los emergidos a
partir de pupas y larvas L4 se criaron en condiciones de laboratorio, hasta el momento de su disección
utilizando una cámara de incubación. Las condiciones son las siguientes:

Temperatura ambiente: 27°C

Humedad relativa: 70±10%

Fotoperíodo: 12:12h (L:O)

Pupas y larvas L4

Las muestras se colocaron en bandejas con agua destilada tomando en consideración la tempera-
tura, humedad relativa y tiempo de fotoperíodos ya mencionados. La alimentación de las larvas L4
se realizó el tiempo necesario para cada una, hasta su transición a pupa. El alimento de las larvas se
depositó directamente en el contenedor, y en algunos casos fue necesario realizar cambios del agua
destilada.

Mosquitos adultos

Se separaron los mosquitos Ae. aegypti hembra de los macho utilizando un aspirador bucal. Los
mosquitos macho fueron almacenados en seco siguiendo el procedimiento del POE 4 “Preservación
y almacenamiento de mosquitos” [Anexo 3].

Los mosquitos hembra permanecieron en los contenedores previamente rotulados para su crianza,
tomando en consideración la temperatura, humedad relativa y tiempo de fotoperíodos ya menciona-
dos.

Todos los mosquitos hembra fueron alimentados con una solución de agua azucarada 10% (para
su preparación, ver POE “Preparación de una solución de agua azucarada al 10%” [Anexo 4]) y
con la “solución de alimentación” (EdU 20 mM). Esta última se preparó, en condiciones estériles,
siguiendo el POE "Preparación de una solución de agua azucarada al 10% suplementada con EdU
20 mM"[Anexo 5]

La aplicación de la solución de alimentación y la solución azucarada 10% se realizó una vez al
día. Ambas se realizaron de la siguiente manera:

Colocar 3mL, aproximadamente, de la solución en un recipiente de plástico.

Hacer una esfera de algodón de 3cms de diámetro, aproximadamente para cada contenedor de
plástico.

Remojar la esfera en el recipiente y retirar el exceso, de manera que la esfera no gotee.

Colocar la esfera en la parte superior del recipiente, sobre el sedaso.

El horario de alimentación detallado, según grupo de procesamiento, se encuentra en Anexos
[Anexo 6].
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B. Disección de tejido intestinal

La disección de todas las muestras fue realizada en las instalaciones del insectario de la UVG en
Guatemala, Guatemala. El horario de disección de cada grupo se encuentra en Anexos [Anexo 7].

Previo a cada disección, se debía preparar una solución PBS (tampón de fosfato salino) [1X].
Para la solución stock 10X, se seguieron los siguientes pasos:

Colocar 800 mL de agua destilada en un recipiente estéril.

Agregar 8.0 g de cloruro de sodio (NaCl).

Agregar 0.2 g de cloruro de potasio (KCl).

Agregar 1.44 g de fosfato disódico (Na2HPO4).

Agregar 0.245 g de fosfato monopotásico (KH2PO4).

Ajustar el pH a 7.4.

Aforar a 1L con agua destilada.

Luego, se siguió el procedimiento del POE “Disección del intestino de mosquitos adultos silvestres”
[Anexo 8].

C. Fijación de tejido intestinal

La fijación de todas las muestras fue realizada en las instalaciones del insectario de la UVG en
Guatemala, Guatemala. Para la fijación del intestino de los mosquitos, se siguó el procedimiento del
POE “Disección y fijación del tejido intestinal de mosquitos adultos silvestres” [Anexo 8]. Este se
realizó indistintamente si la muestra fue procesada inmediatamente o no. La fijación del intestino
permite preservar el intestino hasta 2 semanas.

D. Almacenamiento de tejido intestinal y cuerpo de mosquitos

El almacenamiento de todas las muestras fue realizada en las instalaciones del insectario de
la UVG en Guatemala, Guatemala. Los intestinos disectados y fijados se almacenaron en tubos
eppendorf correctamente rotulados con PBS 1X a 4°C. Mientras que el cuerpo del mosquito fue
almacenado en tubos eppendorf correctamente rotulados con 500 µL de RNAlater a -20°C.

E. Envío de muestras

Todas las muestras fueron enviadas por FedEx® al Laboratorio Buchon en la Universidad de
Cornell para su análisis posterior.
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F. Confirmación de especie por PCR convencional y electro-
foresis

Todas las muestras fueron analizadas en las instalaciones del Laboratorio Buchon de la Univer-
sidad de Cornell, Ithaca, NY.

1. Preparación de muestras y PCR convencional

Cada una de las muestras se analizó de manera individual. En un tubo de PCR de 0.2 mL, se
colocó una pata de mosquito. A este se agregaron 20 µL del reactivo GoTaq® Green Master Mix
(M712) y 5 µL de los primers CP-P1A/forward (5’ - GTGGATCCTGTGAACTGCAGGACACATG -
3’) y CP-P1B/reverse (5’ - TACCCCCTAAATTTAAGCATGTCGACAC - 3’), y se siguió el siguiente
programa de PCR.

Desnaturalización a 95°C por 10 minutos.

Alineamiento: 34 ciclos

• 95°C por 1 minuto.
• 55°C por 30 segundos.
• 72°C por 1 minuto.

Elongación a 72°C por 5 minutos.

Finalización a 12°C (para análisis o almacenamiento).

2. Electroforesis de ADN

Se preparó un gel de agarosa 2% con buffer TBE 1X. En el primer y último pozo de cada gel
se colocó la escalera de 1Kb Plus DNA Ladder (10787-018) de Invitrogen. Se aplicaron 100V por
aproximadamente 40 minutos y finalmente se observó en transiluminador UV. Se esperaba que los
mosquitos de la especie Ae. aegypti presenten una banda de 365 pb y los de Ae. albopictus en 600
bp.

G. Tinción inmunocitoquímica de tejido intestinal

Todas las muestras fueron analizadas en las instalaciones del Laboratorio Buchon de la Univer-
sidad de Cornell, Ithaca, NY.

1. Preparación de soluciones

Previo a la inmunotinción de las muestras, se prepararon las siguientes soluciones:

PBS 1X (pH 7.4)

PFA 4% en PBS

Tritón X-100 0.10% en PBS
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Solución de lavado

Solución de bloqueo

Solución de tinción de DAPI

Preparación de solución de lavado

Se colocaron 1000 mL de PBS 1X en un recipiente estéril, a esto se le agregó 1 mL de Tween-20,
2.5 g de BSA (albúmina de suero bovino) y se agitó hasta que la solución era homogénea.

Preparación de solución de bloqueo

Se colocaron 1000 mL de PBS 1X en un recipiente estéril, luego se agregó 1 mL de Tween-20, 25.0
g de BSA, 100 mL de NDS (suero de burro normal) y se agitó hasta que la solución era homogénea.

Preparación de solución de tinción de DAPI

Se colocaron 50 mL de PBS 1X en un recipiente estéril, a esto se le agregó 0.05 mL de Tween-20,
0.025 g de DAPI y se agitó hasta que la solución era homogénea.

2. Fijación post-envío de tejido intestinal

Antes de ser procesadas, las muestras pasaron por un segundo paso de fijación. Se cubrió el tejido
con PFA 4%, asegurando que el intestino se encontraba extendido de manera uniforme, y se incubó
a temperatura ambiente por 30 minutos. Luego, se agregaron 250 µL de PBS 1X a 4°C.

3. Permeabilización

Tomando en cuenta que todo el procedimiento posterior es fotosensible, las muestras no se expu-
sieron a la luz directa en ningún momento. Para esto, las muestras se cubrieron con papel aluminio.

Se agregaron 10 µL de Tritón X-100 0.10% a cada muestra y se dejó incubar a temperatura
ambiente durante 10 minutos en agitación constante. Luego se realizaron tres lavados con la solución
de lavado, dejando reposar por 5 minutos en cada lavado. Se evitó que las muestras se desecaran.

4. Preparación y aplicación de solución Click-it

La solución Click-it se debía preparar inmediatamente antes de utilizarse y a un volumen exacto.
Se calcularon 10 µL de solución por muestra. Se siguió la siguiente receta agregando los reactivos en
orden descendente:

Click-it EdU rxn buffer 1X (85%).

CuSO4 (4%)

Alexa Fluor Oxide (0.25%)
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Buffer additive 1X (10%).

Luego de preparar la solución, se retiró la solución de lavado de las muestra y se agregó 10 µL de
la solución Click-it. Se dejó incubar a temperatura ambiente por 30 minutos en agitación constante.
Luego se realizaron tres lavados con la solución de lavado, dejando reposar por 5 minutos en cada
lavado. Se evitó que las muestras se desecaran.

5. Bloqueo

Se retiró la solución de lavado de las muestras y se agregaron 20 µL de la solución de bloqueo.
Se dejó incubar a temperatura ambiente por 1 hora en agitación constante.

6. Tinciones

Tinción con anticuerpo primario (conejo anti-PH3)

Se retiró la solución de lavado de las muestras y se colocaron 10 µL de la solución [1:500] del
anticuerpo primario. Se dejó incubando a temperatura ambiente durante la noche. Al día siguiente,
se realizaron tres lavados con la solución de lavado, dejando reposar por 5 minutos en cada lavado.

Tinción con anticuerpo secundario (burro anti-conejo conjugado con Alexa Fluor 555)

Se retiró la solución de lavado de las muestras y se colocaron 10 µL de la solución [1:2000]
del anticuerpo secundario. Se dejó incubando a temperatura ambiente durante 2 horas. Luego, se
realizaron tres lavados con la solución de lavado, dejando reposar por 5 minutos en cada lavado.

Tinción con DAPI

Se retiró la solución de lavado de las muestras y se colocaron 10 µL de la solución de tinción
DAPI. Se dejó incubando a temperatura ambiente durante 15 minutos. Luego, se realizó un lavados
con la solución de lavado.

7. Montaje

En un portaobjetos limpio y debidamente rotulado, se ordenaron entre 8 y 10 muestras. Luego,
se retiró la solución de lavado del portaobjetos. Se colocó una gota de medio de montaje sobre las
muestras y sobre ellas un cubreobjetos de manera que no quedaran burbujas atrapadas. Finalmente
se sellaron los bordes del cubreobjetos con esmalte transparente.

H. Análisis de tejido intestinal por microscopía confocal

Todas las muestras fueron analizadas en las instalaciones del Laboratorio Buchon de la Univer-
sidad de Cornell, Ithaca, NY. Haciendo uso del microscopio invertido confocal fluorescente Zeiss
LSM 700 del Laboratorio Buchon de la Universidad de Cornell, se tomaron fotografías del intestino
anterior, medio y posterior de cada una de las muestras. Cada fotografía cuenta con tres canales
(azul – DAPI; rojo – PH3; verde – EdU) y entre 5 a 10 fotos en el plano Z.
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I. Conteo de células

Utilizando el software ImageJ2/Fiji (v. 2.3.0/1.53f) se procesaron cada una de las imágenes
para obtener una compilación de las imágenes del plano Z, con los tres canales ya mencionados.
Posteriormente, se realizó el conteo de las células totales (canal azul), las células que se encuentran
en mitosis (canal rojo) y las que se encuentran en síntesis de ADN/endorreduplicación (canal verde).
Además, se obtuvo el área total del tejido intestinal.

A partir de los datos obtenidos previamente, se calculó el porcentaje de células en mitosis (PH3+)
y las que se encuentran en síntesis de ADN/endorreduplicación (EdU+).

J. Análisis estadístico

Los resultados obtenidos fueron comparados con una base de datos, provista por el Laboratorio
Buchon de la Universidad de Cornell, de mosquitos hembra Ae. aegypti criados en condiciones de
laboratorio y alimentados únicamente con solución de azúcar. Las muestras de estas bases de datos
serán los «mosquitos de laboratorio» o «cepas de laboratorio». Con base a estos, se realizó un análisis
de estadística descriptiva e inferencial, mediante pruebas no paramétricas, específicamente la prueba
de Kruskall-Wallis.
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CAPÍTULO VI

RESULTADOS

A. Optimización de protocolo de procesamiento de tejido in-
testinal de mosquitos silvestres

Figura VI.1: Muestra de tejido epitelial antes (A) y después (B) de la optimización del protocolo.

En la Figura VI.1, se pueden observar el «Paso 1», «Paso 2» y «Paso 3» de la metodología
para el procesamiento del tejido intestinal. Estas se refieren a las secciones de «Fijación de tejido
intestinal», «Fijación post-envío de tejido intestinal» y «Permeabilización» respectivamente en la
sección de Metodología.

Previo a la optimización, el procedimiento a realizar constaba de la disección y «Fijación de los
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intestinos» (Paso 1) en el insectario de la UVG, para su posterior envío al laboratorio Buchon. Luego,
al iniciar las tinciones, se realiza la «Permeabilización» (Paso 3). Sin embargo, con este procedimiento
se observó que la muestra era frágil, difícil de manipular y se separaba fácilmente [Figura VI.1.A].
Debido a esto, se realizó la incorporación de un paso de «Fijación post-envío» (Paso 2) antes de la
«Permeabilización» (Paso 3). Esta modificación en el protocolo permitió que la manipulación de las
muestras fuera más facil. Como se puede observar en la Figura VI.1.B el tejido se encuentra íntegro,
lo cual permitió su procesamiento posterior.

B. Confirmación de especie de mosquitos silvestres

Cuadro VI.1: Conteo de mosquitos y especies confirmadas

Especie Cantidad de muestras
Ae. aegypti 142

Ae. albopictus 2
Culex quinquefasciatus 63

A partir de 207 muestras viables se logró identificar 142 mosquitos pertenecientes a Ae. aegypti.
Además de 2 que pertenecen a Ae. albopictus y 63 a Culex quinquefasciatus. En la Figura XI.5, en
la sección de Anexos, se puede observar las muestras de referencia para la confirmación de especies
utilizado en el Laboratorio Buchon. Además en el Anexo 10 se pueden observar los geles de agarosa
2% realizados para la genotipificación.
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C. Identificación de tipos celulares, células en mitosis y repli-
cación de ADN

Figura VI.2: Dinámica celular del intestino medio de mosquitos Ae. aegypti silvestres (A) grávida,
(B) sin sangre, (C) semigrávida y (D) alimentadas con solución de azúcar. Aquí se observan: de

color azul, células del epitelio, de verde, células EdU+ y de rojo, células PH3+.

En la Figura VI.2 se encuentran las fotografías microscópicas del epitelio intestinal de los di-
ferentes grupos de estudio. En todos fue posible observar tanto células en proceso de síntesis de
ADN/endorreduplicación (EdU+), como en mitosis (PH3+). Sin embargo, la proporción de estas
células varía de apreciable en cada uno de los grupos. Además fue posible observar, en tres muestras
aisladas, células que eran EdU+ y PH3+; en todas se observó una sola célula EdU+PH3+ [Anexo
11]. No obstante, el porcentaje final de estas no es suficiente para hablar a nivel de población.
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D. Diferencias entre mosquitos silvestres y alimentados con
solución de azúcar

Figura VI.3: Distribución de datos obtenidos de los porcentajes de células EdU+, y su promedio,
en mosquitos (A) semigrávidas, (B) sin sangre, (C) grávidas y (D) alimentadas con solución de

azúcar. n = número de muestras en el grupo de estudio

En la Figura VI.3 se puede observar la distribución de los porcentajes de células EdU+ obtenidas
en los diferentes grupos de estudio. El grupo de mosquitos «sin sangre» presentó la media más alta
de todos los grupos, seguida del grupo «grávida», luego de «semigrávida» y finalmente el grupo
«alimentadas con solución de azúcar» presentó la media más baja de todas. Aquí también se puede
apreciar la distribución de los datos; en todos los grupos, la mayoría se agrupa en el rango de 0 –
2%.

Cuadro VI.2: Estadística descriptiva de porcentaje de células EdU+ en mosquitos silvestres y
criados en laboratorio

Crianza n Media (±DE) [%] Intervalo de confianza de 95.0% (%)
Laboratorio 79 10.720 (±19.132) 6.435 - 15.006
Silvestres 118 2.182 (±8.446) 0.642 - 3.722

A partir de la información presente en el Cuadro VI.2, se puede decir que el grupo de mosquitos
criados en el laboratorio presentaron un porcentaje de células EdU+ cinco veces mayor a la observada
en los mosquitos silvestres. Esto quiere decir que los mosquitos criados en laboratorio pasan por un
proceso de síntesis de ADN/endorreduplicación más constantemente que los mosquitos silvestres.
Además, ambos grupos presentaron una alta variabilidad en los datos, pero los mosquitos criados
en laboratorio presentaron una mayor variabilidad en cuanto a los porcentajes de células EdU+.
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Figura VI.4: Porcentaje de células EdU+ en mosquitos silvestres criados en laboratorio. Clave de
significancia: valor P<0.0001 «***»; n = número de muestras en el grupo de estudio

En la Figura VI.4 se puede observar la distribución de los porcentajes de células EdU positivas
en mosquitos silvestres y criados en laboratorio. Aquí se observó que el grupo de mosquitos de
laboratorio (n=79), con una media de 10.720% células EdU+, presenta una alta variabilidad en
cuanto a la distribución de los datos. Por otra parte los mosquitos silvestres (n=118), con una media
de 2.182% células EdU+, presenta la mayoría de los datos agrupados entre el rago de 0 - 5%.
Además, se observó una diferencia significativa entre los dos grupos, la cual es soportada por la
prueba de Kruskal-Wallis [Anexo 12]; esto indica que la cantidad de células EdU+ observada en
ambos grupos es significativamente diferente.

Figura VI.5: Distribución de datos obtenidos de los porcentajes de células PH3+, y su promedio,
en mosquitos (A) semigrávidas, (B) sin sangre, (C) grávidas y (D) alimentadas con solución de

azúcar. n = número de muestras en el grupo de estudio

En la Figura VI.5 se puede observar la distribución de los porcentajes de células PH3+ obtenidas
en los diferentes grupos de estudio. El grupo de mosquitos «semigrávida» presentó la media más alta
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de todos los grupos, seguida del grupo «sin sangre», luego de «alimentadas con solución de azúcar» y
finalmente el grupo «grávida» presentó la media más baja de todas. Aquí también se puede apreciar
la distribución de los datos; en todos los grupos, la mayoría se agrupa en el rango de 0 – 2%.

Cuadro VI.3: Estadística descriptiva de porcentaje de células PH3+ en mosquitos silvestres y
criados en laboratorio

Crianza n Media (±DE) Intervalo de confianza de 95.0%
Laboratorio 45 0.530 (±1.204) 0.168 - 0.891
Silvestres 118 1.673 (±3.903) 0.962 - 2.385

A partir de la información presente en el Cuadro VI.3, se puede decir que el grupo de mosquitos
silvestres presentaron un porcentaje de células PH3+ tres veces mayor a la observada en los mosquitos
de laboratorio. Esto quiere decir que los mosquitos silvestres pasan por un proceso de proliferación
celular, o mitosis, más constantemente que los mosquitos de laboratorio. Además, ambos grupos
presentaron una alta variabilidad en los datos, pero los mosquitos criados en laboratorio presentaron
una mayor variabilidad en cuanto a los porcentajes de células PH3+.

Figura VI.6: Porcentaje de células PH3 positivas en mosquitos silvestres criados en laboratorio. n
= número de muestras en el grupo de estudio

En la Figura VI.6 se puede observar la distribución de los porcentajes de células PH3 positivas
en mosquitos silvestres y criados en laboratorio. Aquí se observó que el grupo de mosquitos de
laboratorio (n=45), con una media de 0.530% células PH3+, presenta la mayoría de los datos
agrupados entre el rago de 0 - 3%. Por otra parte los mosquitos silvestres (n=118), con una media
de 1.673% células PH3+, presenta una alta variabilidad en cuanto a la distribución de los datos.
Además, aquí no se observó una diferencia significativa entre los dos grupos al realizar la prueba de
Kruskal-Wallis [Anexo 12]; esto indica que no es posible afirmar que la cantidad de células PH3+
observada en ambos grupos es significativamente diferente.

22



CAPÍTULO VII

. DISCUSIÓN DE RESULTADOS

A partir de 207 muestras viables del cuerpo completo de mosquitos silvestres, se logró identificar
que 142 mosquitos eran pertenecientes a la especie de interés, Ae. aegypti. Además de 2 que perte-
necen a Ae. albopictus y 63 a Culex quinquefasciatus. Esto asegura que todas las muestras de tejido
epitelial analizadas pertenecen a mosquitos silvestres de la especie Ae. aegypti.

Debido a que hasta el momento no se han realizado estudios de proliferación celular del epitelio
intestinal en mosquitos silvestres, los protocolos existentes para el procesamiento de este tejido deben
pasar por una optimización y validación. En este proyecto se optimizó la metodología descrita en el
estudio realizado por Taracena, et al., (2018).

Previo a la optimización, el procedimiento a realizar constaba de la disección y «Fijación de los
intestinos» (Paso 1) en el insectario de la UVG, para su posterior envío al laboratorio Buchon. Luego,
al iniciar las tinciones, se realiza la «Permeabilización» (Paso 3). Sin embargo, con este procedimiento
se observó que la muestra era frágil, difícil de manipular y se separaba fácilmente. Esto se puede
observar en la Figura VI.1.A, pues en el «Paso 1» se encuentra el epitelio intestinal separado del
tejido muscular, el cual se encuentra en el pozo del «Paso 3». Se infiere que las condiciones y el
tiempo de envío influyó en la calidad del tejido; pues, después de la fijación de este, se requirió
de al menos 15 días para que estas llegaran al Laboratorio Buchon. Esto aunado a los procesos de
congelación y descongelación, se infiere que la integridad de la monocapa del epitelio intestinal se
vió comprometida, provocando su desprendimiento de las células musculares. Sin embargo, no se
ha observado un comportamiento similar en la literatura. De cualquier manera, surgió la necesidad
de realizar la optimización de este procedimiento para el análisis de las muestras. Debido a esto, se
realizó la incorporación de un paso de «Fijación post-envío» (Paso 2) antes de la «Permeabilización»
(Paso 3). Esta modificación en el protocolo permitió que la manipulación de las muestras se viera
facilitado. Es posible afirmar que el procedimiento descrito en este proyecto es eficaz para la obtención
y preparación de tejido del epitelio intestinal de mosquitos silvestres ya que, luego de realizar la
optimización, se observó un cambio en la naturaleza de las muestras. En la Figura VI.1.B se puede
observar que el tejido intestinal se encuentra íntegro al inicio de la fase de permeabilización; por lo
que las muestras se encontraban en condiciones óptimas para su posterior análisis.

Luego del análisis de microscopía confocal, se debió confirmar que en las muestras de tejido se
encontraba la monocapa del epitelio intestinal. Mediante las tinciones inmunocitoquímicas se logró
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identificar de manera certera las ISCs, debido a que son estas las que pasan por un proceso de pro-
liferación celular (Cui, Franz, 2020). Así mismo, se logró determinar una dinámica diferenciada en
cada grupo de estudio. Los mosquitos clasificados como «grávidas», «sin sangre», «semigrávidas» y
«pupas» presentaron tanto células EdU+ como PH3+ [Figura VI.2]. Esto quiere decir que las ISCs
del epitelio intestinal de estos mosquitos pasaron por un proceso de replicación de ADN o endorre-
duplicación (EdU+) y de mitosis (PH3+) (Taracena, et al., 2018; Kim, et al., 2017; Chehrehasa, et
al., 2009).

No obstante la distribución de los resultados obtenidos varió según la clasificación del mosquito.
En la Figura VI.3 se puede observar la distribución de los porcentajes de células EdU+ obtenidas
en los diferentes grupos de estudio. El grupo de mosquitos «sin sangre» presentó la media más alta
de todos los grupos, seguida del grupo «grávida», luego de «semigrávida» y finalmente el grupo
«alimentadas con solución de azúcar» presentó la media más baja de todas. Además, en cuanto a
las células en proceso de mitosis (PH3+), el grupo con la media más alta de todas fue el grupo de
«semigrávidas», seguida del grupo «sin sangre», luego de «alimentadas con solución de azúcar» y
finalmente el grupo «grávida» presentó la media más baja de todas. Estos resultados indican que los
grupos «sin sangre» y «semigrávidas» presentan una tasa de síntesis de ADN/endorreduplicación
y de mitosis, respectivamente, más alta que cualquier otro grupo de estudio. Asumiendo que todos
los mosquitos silvestres analizados pasaron por al menos una alimentación con sangre antes de ser
colectados, los mosquitos se encuentran en una fase tardía del proceso de digestión (8-36h después
de la alimentación). La alimentación con sangre en los mosquitos induce la producción y secreción
de enzimas digestivas en el intestino medio, lo que provoca la descomposición de las proteínas de la
sangre en péptidos y aminoácidos esenciales para el desarrollo del huevo (Li, et al., 2019). Además
de esto, las células del epitelio intestinal pasan por estrés oxidativo causado por el precursor de las
especies reactivas de oxígeno (ROS), el anión radical superóxido (O2•-), que es el producto de la
reducción de un electrón del oxígeno molecular presente en la hemoglobina (Gwozdzinski, et al.,
2021). La exposición a agentes causantes de estrés celular pueden provocar daños en el ADN de
las células del tejido; por lo tanto, para mantener la homeostasis, las células con ADN posiblemente
dañado pasan por un proceso de proliferación celular. Por lo tanto, se puede afirmar que los mosquitos
«sin sangre» y «semigrávidas» pasaron por un proceso de síntesis de ADN/endorreduplicación y
mitosis, respectivamente, debido a la exposición a agentes causantes de estrés célular y deben ser
reemplazadas.

Así mismo, la exposición a partículas de agentes virales también representan una amenaza a
la integridad de las moléculas del ADN del tejido epiteliar. Debido a la posición geográfica y la
temporada de la colecta de los mosquitos, es probable que estos sean vectores activos de arbovirus,
como el DENV. Las altas tasas de replicación de ADN/endorreduplicación y mitosis observadas,
aunado a lo observado en otros estudios, podría indicar que estos mosquitos son susceptibles a virus
(Behura, et al., 2011; Taracena, et al.). Sin embargo, no es posible afirmar que este es el caso para las
muestras procesadas en este proyecto; por lo que se recomienda realizar la detección de patógenos
virales, específicamente el DENV.

Finalmente se realizó la compraración entre los resultados de las muestras silvestres y las criadas
en condiciones de laboratorio. En cuanto a los porcentajes de células EdU+, se puede decir que
ambos grupos presentan una alta variabilidad. A pesar de ello, al realizar un análisis de Kruskal-
Wallis se determinó un valor-P de 2.913x10-06, lo que indica una diferencia significativa entre ambos
grupos. Así mismo, al observar los porcentajes de células PH3+, también se puede decir que ambos
grupos presentan una alta variabilidad, pues las desviaciones estándar son mayores a los datos de
la media aritmética [Cuadro VI.3]. No obstante, la prueba de Kruskal-Wallis indicó un valor-P de
0.609, por lo que no existe una diferencia significativa entre ambos grupos.

Debido a que se observó una diferencia significativa entre las células EdU+ de los mosquitos
silvestres y los de laboratorio, pero no se observó una diferencia significativa entre las células PH3+,
es posible afirmar que el comportamiento observado en células EdU+ es causado por un proceso de
endorreduplicación. Las células que pasan por un proceso de mitosis y replicación de ADN presentan
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tanto coloración verde como coloración roja [ejemplo en Anexo 11], por lo tanto, las células que
sólamente presentan la colocación verde (EdU+) se encuentran en endorreduplicación.
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CAPÍTULO VIII

. CONCLUSIONES

Se optimizó un protocolo para la obtención y preparación de tejido del epitelio intestinal de
mosquitos silvestres

Se identificaron células madre intestinales (ISCs) en el epitelio intestinal de los mosquitos
hembra Ae. aegypti silvestres.

Se identificaron células en procesos de mitosis y endorreduplicación del epitelio intestinal de
los mosquitos hembra Ae. aegypti silvestres.

Al comparar el comportamiento de regeneración celular entre poblaciones alimentadas con
sangre y solución de azúcar, se determinó una diferencia significativa entre los porcentajes de
células EdU+ de ambos grupos.
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CAPÍTULO IX

RECOMENDACIONES

Se propone realizar la detección de ARN viral, específicamente de DENV, en el intestino medio
de los mosquitos silvestres para evaluar una posible correlación entre la cantidad de células EdU+,
PH3+ y la presencia o ausencia de un patógeno.
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CAPÍTULO XI

ANEXOS

A. Anexo 1: Formulario de disección y fijación de intestino
de mosquitos adulto silvestres emergidos de pupas en
laboratorio

Figura XI.1: Formulario de disección y fijación de intestino de mosquitos adulto silvestres
emergidos de pupas en laboratorio
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B. Anexo 2: Formulario de disección y fijación de intestino
de mosquitos adulto silvestres en reposo

Figura XI.2: Formulario de disección y fijación de intestino de mosquitos adulto silvestres en reposo
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C. Anexo 3: Procedimiento de operación estándar (POE):
Preservación y almacenamiento de mosquitos
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D. Anexo 4: Procedimiento de operación estándar (POE):
Preparación de una solución de agua azucarada al 10%

43



44



45



46



47



E. Anexo 5: Procedimiento de operación estándar (POE):
Preparación de una solución de agua azucarada al 10%
suplementada con EdU 20 mM
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F. Anexo 6: Horario de alimentación según grupo de pro-
cesamiento

Figura XI.3: Horario de alimentación según grupo de procesamiento

G. Anexo 7: Horario de disección según grupo de procesa-
miento

Figura XI.4: Horario de disección según grupo de procesamiento
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H. Anexo 8: Procedimiento de Operación Estándar: Disec-
ción y fijación del tejido intestinal de mosquitos adultos
silvestres
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I. Anexo 9: Referencia para confirmación de especies de
mosquitos silvestres con electroforesis

Figura XI.5: Referencia para confirmación de especies de mosquitos silvestres con electroforesis

J. Anexo 10: Genotipificación de mosquitos silvestres por
electroforesis en gel de agarosa 2%

Figura XI.6: Genotipificación de ADN de muestras 1 a 24. Género Aedes.
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Figura XI.7: Genotipificación de ADN de muestras 25 a 48. Género Aedes.

Figura XI.8: Genotipificación de ADN de muestras 49 a 71. Género Aedes.

Figura XI.9: Genotipificación de ADN de muestras 72 a 94. Género Aedes.

Figura XI.10: Genotipificación de ADN de muestras 95 a 122. Género Aedes.
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Figura XI.11: Genotipificación de ADN de muestras 123 a 150. Género Aedes.

Figura XI.12: Genotipificación de ADN de muestras 151 a 179. Género Aedes.

Figura XI.13: Genotipificación de ADN de muestras 180 a 207. Género Aedes.

Figura XI.14: Genotipificación de ADN de muestras negativas entre 14 y 100. Género Aedes.
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Figura XI.15: Genotipificación de ADN de muestras negativas entre 102 y 155. Género Aedes.

Figura XI.16: Genotipificación de ADN de muestras negativas entre 158 y 207. Género Aedes.
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K. Anexo 11: Células EdU+PH3+ en mosquitos grávidos
y sin sangre

Figura XI.17: Fotografías microscópicas de células EdU+PH3+ en epitelio intestinal de mosquitos
Ae. aegypti (A - B) grávidos y (C) sin sangre. Con una flecha color blanco se señala la célula de

interés
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L. Anexo 12: Análisis complementario de datos obtenidos
de los porcentajes de células EdU+ y PH3+ en los di-
ferentes grupos de mosquitos

Cuadro XI.1: Análisis de Kruskal-Wallis de células EdU+ y PH3+ en mosquitos silvestres y criados
en laboratorio

Células Valor-P Significancia
EdU+ 2.913x10-06 Sí
PH3+ 0.609 No
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