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PREFACIO

Este trabajo de investigacion surgié por un interés en la epidemiologia de las enfermedades
desatendidas que afectan a Guatemala y un creciente interés en aquellos vectores que las transmiten.
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Carlos Lol, por ser el soporte principal de la fase de colecta y por sus consejos y asesoria. Asi como a
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Finalmente, agradezco a cada una de las personas involucradas directamente en la realizacién
de este trabajo de graduacion, asi como aquellas que con un mensaje positivo, palabras de aliento
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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 pais, siendo Chiquimula uno de los departamentos con
mayor porcentaje de positividad de dengue. Por lo tanto, se seleccionaron dos barrios de esta area
para realizar la colecta de mosquitos silvestres, tanto en estadio adulto como de pupa.

El presente estudio se enfoco en realizar una comparaciéon 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 metodologia consistié en la optimizacién de un proto-
colo para la obtencion y preparacion de tejido del epitelio intestinal de mosquitos silvestres y, con
base en ello, realizar un anélisis de microscopia confocal para la identificacion de los tipos celulares
presentes en el epitelio intestinal; asi como las células en procesos de mitosis y endorreduplicacion.
Se determind, mediente una prueba de Kruskal-Wallis si existe diferencia significativa entre la can-
tidad de células en mitosis y replicacion de ADN entre los mosquitos alimentados con sangre y los
alimentados con solucién de aztcar.

Es posible afirmar que el procedimiento desarrollado en este proyecto es eficaz para la obten-
cion y preparacion de tejido del epitelio intestinal de mosquitos silvestres. Ademaés, mediante las
tinciones inmunocitoquimicas se lograron identificar de manera certera las células madre intestinales
(ISCs). Asi mismo, fue posible identificar tanto células en procesos de mitosis y endorreduplica-
cion/replicacion de ADN en los cuatro grupos de estudio. Finalmente, al comparar el comporta-
miento de regeneracion celular entre poblaciones alimentadas con sangre y soluciéon de aztucar, se
determiné6 una diferencia significativa entre los porcentajes de células EAU+ de ambos grupos. Sin
embargo, no es posible indicar de manera certera la razén de esta variabilidad, por lo que se propone
realizar un analisis de deteccion de ARN viral, especificamente de virus del Dengue (DENV), en el
intestino medio de los mosquitos silvestres para evaluar una posible correlaciéon entre la cantidad de
células EAU+, PH3+ y la presencia o ausencia de un patogeno.

IX



CAPITULO |

INTRODUCCION

Los mosquitos del género Aedes se caracterizan por ser vectores de una amplia gama de infeccio-
nes virales; especificamente 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 pais (Lopez, 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). Segun el Depar-
tamento de Epidemiologia del MSPAS, para la semana epidemiolégica 13 del ano 2021, Chiquimula
ya sobrepasaba el indice de incidencia nacional (MSPAS, 2021). Sin embargo, la vigilancia pasiva
del dengue en América Latina ha subestimado el nimero 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 esta determinada por su capa-
cidad de infectar al vector, Ae. aegypti, y de poder multiplicarse en este y en mamiferos superiores,
como los seres humanos. Las hembras Aedes adquieren el virus al tomar sangre de un hospedero
vertebrado virémico; luego, se establece la infeccion en las células epiteliales del mosquito, principal-
mente las del intestino, para luego propagarse al hemocele y posteriormente a otros tejidos (glandulas
salivales, ovarios, sistema nervioso, entre otros) para continuar con la transmision del virus (Wu,
et al., 2019). Ademas, se ha observado que en situaciones de estrés como la digestion de la sangre
y la interaccion con patogenos virales, el epitelio del intestino debe ajustar mecanismos celulares
clave, incluida la proliferacién y diferenciaciéon 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 proliferacion
celular de células madre intestinales (Intestinal Stemn Cells o ISCs, por sus siglas en inglés) en cepas
de mosquitos susceptibles y refractarias al arbovirus. Aqui se observo que, en cepas permisivas, la
infeccion del intestino es favorecida por la ralentizaciéon de la renovacion celular y que la refractarie-
dad de una cepa estaria respaldada, al menos en parte, por la capacidad de activar el programa de
division de ISCs en momentos clave. Por lo tanto, se demostré que la efectividad de la renovaciéon
celular del intestino medio durante la infeccién 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 regeneracion celular del intestino durante los diferentes estadios de vida del



vector y la comparaciéon entre los especimenes silvestres y los criados en condiciones de laboratorio,
podria impulsar el estudio de los mecanismos de infeccion de arbovirus en vectores, como Ae. aegypti.
Esto, a su vez, permite desarrollar mecanismos potenciales para la prevenciéon de la diseminacién
del virus en el mosquito.
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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 especificos

= Optimizar un protocolo para la obtenciéon y preparacion 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 endorreduplicacién del epitelio intestinal de los
mosquitos hembra Ae. aegypti silvestres.

s Comparar el comportamiento de regeneracion celular entre poblaciones alimentadas con sangre
y solucién de azucar.
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JUSTIFICACION

En otros estudios se ha determinado que Ae. aegypti es una especie ectototérmica, pues la es-
pecie depende de condiciones calidas y humedas para reproducirse y transmitir enfermedades (Liu-
Helmersson, et al., 2019). A nivel mundial, se ha observado que la distribuion geografica 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). Segin el Departamento de Epidemiologia del
MSPAS, para la semana epidemiolégica 13 del ano 2021, Chiquimula ya sobrepasaba el indice de
incidencia nacional (MSPAS, 2021). Sin embargo, la vigilancia pasiva del dengue en América Latina
ha subestimado el nimero 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 nimero de casos subestime la
carga real de las arbovirosis en Guatemala. En Ae. aegypti, se ha observado que la induccion de la
proliferacion de células del intestino medio hizo que una cepa susceptible fuera mas resistente a la
infeccion viral (Taracena, et al., 2018). Por lo tanto, se demostro que la efectividad de la renovacion
celular del intestino medio durante la infeccién viral es un factor importante en la competencia del
vector. En el caso de enfermedades tropicales desatendidas transmitidas por vectores, el estudio de la
regeneracion celular del intestino durante los diferentes estadios de vida del vector y la comparacion
entre los especimenes silvestres y los criados en condiciones de laboratorio, podria impulsar el estudio
de los mecanismos de infeccion de arbovirus en vectores, como Ae. aegypti. Esto, a su vez, permite
desarrollar mecanismos potenciales para la prevencion de la diseminacion del virus en el mosquito.
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MARCO TEORICO

A. Enfermedades transmitidas por vectores

1. Arbovirus

La palabra arbovirus se refiere a los virus que son transmitidos por artropodos (por la abreviacion
del inglés arthropod-borne virus), principalmente mosquitos y garrapatas. Este término no se utiliza
para realizar clasificaciones taxonémicas, pero los virus que se encuentran dentro de este grupo
comparten caracteristicas como patrones de transmision, por lo que la informacion obtenida para un
virus puede ser potencialmente ttil para la comprensiéon y, por lo tanto, la prevenciéon y el control de
otros (Jones, et al., 2020). Se ha observado que, en las tltimas décadas, los virus del Dengue, Zika
y Chikungunya han causado numerosos brotes a nivel mundial en humanos y animales, provocando
enfermedades que varian en gravedad, sintomas y prevalencia, pero que representan una proporciéon
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 més frecuente
en todo el mundo causando alrededor de 390 millones de infecciones cada ano. Aproximadamente
500,000 son casos graves que requieren hospitalizacion y mas de 20,000 casos conducen a la muerte
principalmente en paises 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). Segun el Departamento de Epidemiologia del MSPAS, para la semana epidemiologica 13 del
ano 2021, Chiquimula ya sobrepasaba el indice de incidencia nacional (MSPAS, 2021). Sin embargo,
la vigilancia pasiva del dengue en América Latina ha subestimado el ntimero 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
numero de casos subestime la carga real del dengue en Guatemala.



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 distribucién geografica se limitaba a Africa
y Asia y no fue hasta 2015 que fue lleg6 al continente americano; lo que representé una emergencia
de salud publica de preocupacién a nivel internacional, por parte de la OMS. Para finales del 2017,
se confirmaron méas de 223,000 casos solamente en las Islas del Pacifico y las Américas; pero para el
ano 2020, al menos 86 paises han notificaron pruebas de infeccion 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 poblacién pediatrica. Segiun datos publicados en la Plataforma de
Informacion de Salud para las Américas (PLISA, OPS/OMS), hasta la semana epidemiologica 22
del 2021, de los 6,012 casos de Zika notificados en la region de las Américas, Guatemala presenté la
segunda proporcion mas alta de casos sospechosos (522 casos) lo que representa un 9 % del total. No
obstante, a partir de 2020 se observa una disminucién en el niimero 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 saturacion 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
altima década. Junto al dengue y zika, este ha sido un punto focal en el proyecto de vigilancia de
arbovirosis a nivel nacional.

B. Biologia de mosquitos Aedes aegypti

Los mosquitos del género Aedes se caracterizan por ser vectores de una amplia gama de infecciones
virales; especificamente 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. Estadios

El desarrollo del mosquito Ae. aegypti consta de cuatro estadios distintos: huevo, larva, pupa y
adulto. En el area urbana, las hembras adultas ponen sus huevos en las paredes internas de ciertos
recipientes con agua, por encima de la linea de flotacion. Los huevos son pequenios (alrededor de 0.5
mm), elipticos, de color claro en el momento de la oviposicién 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, plas-
tico, cemento, ceramica, caucho, entre otros). Asi mismo, se ha observado que tienen alta resistencia
a la desecacion 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 dias (Carvalho, Moreira,
2017; Day, 2016).

La eclosion de huevos da lugar a larvas, que pasan por cuatro estadios de desarrollo: la L1 y



L2 son larvas inmaduras y jovenes mientras que las L3 y L4 son adultas y con fase de transicion a
pupa y adulto. Estos son organismos acuéticos que se alimentan de materia organica adherida a las
paredes o sedimentos en el fondo del recipiente en el que se encuentran. El tiempo de desarrollo varia
segin la disponibilidad de alimento y las condiciones ambientales como temperatura y densidad de
larvas en el sitio de reproducciéon. En condiciones 6ptimas, las larvas pueden completar todos los
estadios y entrar en la etapa de pupa en 4 a 5 dias. La fase de pupa es una etapa donde el mosquito
pasa por una serie de transformaciones internas que culminaran en la formacién del adulto. Esta
fase dura un promedio de 2 dias 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 humedos y protegidos del
viento y la luz). Tanto machos como hembras se alimentan de sustancias azucaradas de origen vegetal,
pero las hembras también requieren alimentacion de sangre para la maduracién de los ovarios y la
consiguiente formacion de 6vulos (Pruszynski, et al., 2020; Carvalho, Moreira, 2017).

2. Distribucion en Guatemala

En Guatemala, se ha observado prevalencia del vector Ae. aegypti en 21 de los 22 departamentos
del pais. Asi 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 poblacién en los meses de la época lluviosa, donde
hay una mayor precipitaciéon; sin embargo, también fue reportado en sitios con baja precipitacion
anual. En términos de altitud, la especie puede sobrevivir en zonas altas, pero presenta una mayor
densidad poblacional en zonas bajas del pais (Lopez, 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 mamiferos
superiores, como los seres humanos. Las hembras Aedes adquieren el virus al tomar sangre de un
hospedero vertebrado virémico; luego, se establece la infeccién en las células epiteliales del mosquito,
principalmente las del intestino, para luego propagarse al hemocele y posteriormente a otros tejidos
(glandulas salivales, ovarios, sistema nervioso, entre otros) para continuar con la transmision del
virus (Wu, et al., 2019).

1. Tipos celulares en dipteros

En dipteros, especialmente en el organismo modelo Drosophila melanogaster, el tracto digestivo
ha sido ampliamente estudiado. Se determin6 que el intestino se divide en tres secciones de origen
diferente: intestino anterior, intestino medio e intestino posterior. El intestino medio esta compuesto
por una sola capa epitelial rodeado por dos capas de musculos 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 composicion del epitelio intestinal en vectores como Ae. aegypti, si
se encontraron grupos de células que expresan marcadores correspondientes a los principales tipos
de células descritos en Drosophila (Cui, Franz, 2020).



2. Regeneracion celular en homeostasis e infecciéon

Para mantener un estado homeostético en los diferentes estadios de digestién 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 division asimétrica, donde
se obtiene una ISC y una célula terminalmente diferenciada, para asegurar el mantenimiento de un
nimero constante de ISC; o bien, una divisiéon 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 digestiéon de la sangre y la interaccién con pa-
togenos virales, el epitelio del intestino medio debe ajustar mecanismos celulares clave, incluida la
proliferaciéon y diferenciacion celular para garantizar la integridad epitelial y el mantenimiento de la
homeostasis. En estudios realizados con mosquitos Ae. aegypti infectados con DENV, se observo una
induccion de la division celular del intestino medio en cepas de mosquitos susceptibles y refractarias
al arbovirus. Sin embargo, la cepa susceptible retrasa la activacion del proceso de regeneracion en
comparacion con la cepa refractaria (Taracena, et al., 2018); esto podria indicar una relacion entre
la resistencia viral y la induccién a la proliferacion 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 “sintesis 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. Aqui 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 divisiéon celular y quedan dos células, y el ciclo celular puede
comenzar de nuevo (Molnar, Gair, 2015).

2. Endorreduplicacion

Existen casos donde una célula pasa por un proceso de replicacion del genoma nuclear en ausencia
de mitosis. Esto se conoce como endorreduplicacion (endocycling en inglés). Esta es una variante
comun 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. Tincién inmunocitoquimica

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 tincién inmunocitoquimica. Esta es una técnica donde se utilizan anticuerpos con
etiquetas quimicas o fluorescentes para visualizar la expresion y localizacion de antigenos. En casos
de tinciones inmunofluorescentes, se puede realizar una inmunodetecciéon multiple; es decir, someter



la muestra a diversos anticuerpos con marcadores fluorescentes para que estos sean reconocidos por
diferentes antigenos (Lee, Webb, 2022).

2. Inmunodetecciéon miultiple
EdU

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

3. Tinciéon 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 ntimero de
células que se dividen (Kim; et al., 2017; Taracena, et al., 2018).

4. Tincién con DAPI

En el caso de las tinciones con DAPI (4’, 6-diamidino-2-fenilindol), estas se realizan con la
finalidad de tefiir el area 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. Microscopia confocal

Para poder obervar los diferentes marcajes fluorescentes, se debe utilizar un microscopio confocal.
Este utiliza como fuente de iluminaciéon uno o varios laseres, detectores de luz, fotomultiplicadores,
y una barrera fisica, 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
imégenes con mayor resolucion (Bayguinov, et al., 2018).



capituLo V

METODOLOGIA

A. Colecta de mosquitos silvestres

La colecta de mosquitos adultos en reposo se realizé 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 trabajo
en dos barrios ubicados en el departamento de Chiquimula, Guatemala, siendo estos Shusho (Barrio
A) y Jurgallon (Barrio B), en tres dias consecutivos. Todas las muestras fueron transportadas a la
Universidad del Valle de Guatemala, Guatemala, Guatemala.

1. Mosquitos en estadio 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-
CION Y FIJACION DE INTESTINO MEDIO EN LABORATORIO DE MOSQUITOS ADULTO
EMERGIDOS DE PUPAS Aedes aegypti” |Figura XI.1 en Anexos|. Aqui se anotaron las caracte-
risticas identificadas en campo del mosquito, tipo de contenedor de donde fueron recolectados, el
sector y localidad de muestreo.

2. Mosquitos adultos en reposo

En periodos 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, caracteristicas identificadas en campo, fecha y hora de
colecta, Barrio, tipo de alimentacion, conteo de hembras”. Cada individuo representa una muestra.
Cada muestra fue registrada en el “FORMULARIO DE DISECCION Y FIJACION DE INTESTINO
MEDIO EN LABORATORIO DE MOSQUITOS ADULTO EN REPOSO Aedes aegypti” [Figura
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XI1.2 en Anexos|. Aqui se anotaron las caracteristicas 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 diseccién
utilizando una camara de incubacion. Las condiciones son las siguientes:

= Temperatura ambiente: 27°C

» Humedad relativa: 70+10 %
» Fotoperiodo: 12:12h (L:0)

Pupas y larvas L4

Las muestras se colocaron en bandejas con agua destilada tomando en consideracién la tempera-
tura, humedad relativa y tiempo de fotoperiodos ya mencionados. La alimentacion de las larvas L4
se realiz6 el tiempo necesario para cada una, hasta su transiciéon a pupa. El alimento de las larvas se
deposito 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 “Preservacion
y almacenamiento de mosquitos” [Anexo 3.

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

Todos los mosquitos hembra fueron alimentados con una solucion de agua azucarada 10 % (para
su preparacion, ver POE “Preparacion de una solucién de agua azucarada al 10%” [Anexo 4]) y
con la “soluciéon de alimentacion” (EAU 20 mM). Esta ultima se preparo, en condiciones estériles,
siguiendo el POE "Preparaciéon de una solucion de agua azucarada al 10 % suplementada con EAU
20 mM"[Anexo 5]

La aplicacién de la solucién de alimentacion y la solucion azucarada 10 % se realizé una vez al
dia. Ambas se realizaron de la siguiente manera:
= Colocar 3mL, aproximadamente, de la solucién en un recipiente de plastico.

= Hacer una esfera de algodén de 3cms de didmetro, aproximadamente para cada contenedor de
plastico.

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

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

El horario de alimentacién detallado, segin grupo de procesamiento, se encuentra en Anexos
[Anexo 6].
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B. Disecciéon de tejido intestinal

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

Previo a cada diseccion, se debia preparar una solucion PBS (tampoén de fosfato salino) [1X].
Para la solucion 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 disodico (NagHPOy).

» Agregar 0.245 g de fosfato monopotasico (KHyPOy).

= Ajustar el pH a 7.4.

s Aforar a 1L con agua destilada.

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

C. Fijacion de tejido intestinal

La fijacion de todas las muestras fue realizada en las instalaciones del insectario de la UVG en
Guatemala, Guatemala. Para la fijacién del intestino de los mosquitos, se sigué el procedimiento del
POE “Diseccion y fijacion del tejido intestinal de mosquitos adultos silvestres” [Anexo 8|. Este se
realiz6 indistintamente si la muestra fue procesada inmediatamente o no. La fijacion 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 pL. de RNAlater a -20°C.

E. Envio de muestras

Todas las muestras fueron enviadas por FedEx®) al Laboratorio Buchon en la Universidad de
Cornell para su anélisis posterior.
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F. Confirmaciéon 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. Preparaciéon de muestras y PCR convencional

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

= Desnaturalizacion a 95°C por 10 minutos.
= Alineamiento: 34 ciclos

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

» Elongaciéon a 72°C por 5 minutos.

» Finalizacion a 12°C (para anélisis o almacenamiento).

2. Electroforesis de ADN

Se prepard un gel de agarosa 2% con buffer TBE 1X. En el primer y tltimo pozo de cada gel
se coloco la escalera de 1Kb Plus DNA Ladder (10787-018) de Invitrogen. Se aplicaron 100V por
aproximadamente 40 minutos y finalmente se observo 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. Tincién inmunocitoquimica de tejido intestinal

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

1. Preparacion de soluciones

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

« PBS 1X (pH 7.4)
= PFA 4% en PBS
= Triton X-100 0.10 % en PBS
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= Solucién de lavado
= Solucién de bloqueo

= Solucién de tincion de DAPI

Preparacion de solucion de lavado

Se colocaron 1000 mL de PBS 1X en un recipiente estéril, a esto se le agregé 1 mL de Tween-20,
2.5 g de BSA (albumina de suero bovino) y se agit6 hasta que la solucion era homogénea.

Preparacion de solucion de bloqueo

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

Preparacion de solucién de tinciéon de DAPI

Se colocaron 50 mL de PBS 1X en un recipiente estéril, a esto se le agregd 0.05 mL de Tween-20,
0.025 g de DAPI y se agit6 hasta que la solucién era homogénea.

2. Fijaciéon post-envio de tejido intestinal

Antes de ser procesadas, las muestras pasaron por un segundo paso de fijaciéon. Se cubri6 el tejido
con PFA 4%, asegurando que el intestino se encontraba extendido de manera uniforme, y se incub6
a temperatura ambiente por 30 minutos. Luego, se agregaron 250 nL. de PBS 1X a 4°C.

3. Permeabilizacion

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

Se agregaron 10 uL de Triton X-100 0.10% a cada muestra y se dejo incubar a temperatura
ambiente durante 10 minutos en agitacion constante. Luego se realizaron tres lavados con la solucion
de lavado, dejando reposar por 5 minutos en cada lavado. Se evitd que las muestras se desecaran.

4. Preparacion y aplicaciéon de solucién Click-it
La solucion Click-it se debia preparar inmediatamente antes de utilizarse y a un volumen exacto.

Se calcularon 10 pL de solucién por muestra. Se siguid la siguiente receta agregando los reactivos en
orden descendente:

s Click-it EAU rxn buffer 1X (85 %).
= CuSO4 (4%)
s Alexa Fluor Oxide (0.25 %)
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» Buffer additive 1X (10 %).

Luego de preparar la solucién, se retiré la solucién de lavado de las muestra y se agregd 10 uL de
la solucién Click-it. Se dej6 incubar a temperatura ambiente por 30 minutos en agitacion constante.
Luego se realizaron tres lavados con la soluciéon de lavado, dejando reposar por 5 minutos en cada
lavado. Se evitdé que las muestras se desecaran.

5. Bloqueo

Se retir6 la solucion de lavado de las muestras y se agregaron 20 pL de la soluciéon de bloqueo.
Se dej6 incubar a temperatura ambiente por 1 hora en agitaciéon constante.

6. Tinciones
Tincién con anticuerpo primario (conejo anti-PH3)

Se retiro la solucion de lavado de las muestras y se colocaron 10 pL de la solucién [1:500] del
anticuerpo primario. Se dejé incubando a temperatura ambiente durante la noche. Al dia siguiente,
se realizaron tres lavados con la soluciéon de lavado, dejando reposar por 5 minutos en cada lavado.

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

Se retir6 la solucion de lavado de las muestras y se colocaron 10 pL de la solucion [1:2000]
del anticuerpo secundario. Se dej6 incubando a temperatura ambiente durante 2 horas. Luego, se
realizaron tres lavados con la solucién de lavado, dejando reposar por 5 minutos en cada lavado.

Tincién con DAPI

Se retir6 la solucion de lavado de las muestras y se colocaron 10 pL de la solucién de tincion
DAPI. Se dejo incubando a temperatura ambiente durante 15 minutos. Luego, se realiz6é un lavados
con la solucién de lavado.

7. Montaje

En un portaobjetos limpio y debidamente rotulado, se ordenaron entre 8 y 10 muestras. Luego,
se retird la solucion de lavado del portaobjetos. Se colocod 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. Analisis de tejido intestinal por microscopia 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 fotografias del intestino
anterior, medio y posterior de cada una de las muestras. Cada fotografia cuenta con tres canales
(azul — DAPI; rojo — PH3; verde — EAU) 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 imagenes
para obtener una compilacién de las imagenes del plano Z, con los tres canales ya mencionados.
Posteriormente, se realizo el conteo de las células totales (canal azul), las células que se encuentran
en mitosis (canal rojo) y las que se encuentran en sintesis de ADN /endorreduplicacion (canal verde).
Ademas, se obtuvo el area total del tejido intestinal.

A partir de los datos obtenidos previamente, se calculo el porcentaje de células en mitosis (PH3+)
y las que se encuentran en sintesis de ADN/endorreduplicacion (EAU+).

J. Andalisis estadistico

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 Gnicamente con solucién de aztucar. Las muestras de estas bases de datos
seran los «mosquitos de laboratorio» o «cepas de laboratorio». Con base a estos, se realizé un analisis
de estadistica descriptiva e inferencial, mediante pruebas no paramétricas, especificamente la prueba
de Kruskall-Wallis.
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capiTuLo VI

RESULTADOS

A. Optimizaciéon 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 optimizacion del protocolo.

En la Figura VI.1, se pueden observar el «Paso 1», «Paso 2» y «Paso 3» de la metodologia
para el procesamiento del tejido intestinal. Estas se refieren a las secciones de «Fijacion de tejido
intestinaly, «Fijaciéon post-envio de tejido intestinaly y «Permeabilizacién» respectivamente en la
seccién de Metodologia.

Previo a la optimizacion, el procedimiento a realizar constaba de la disecciéon y «Fijacion de los
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intestinos» (Paso 1) en el insectario de la UVG, para su posterior envio al laboratorio Buchon. Luego,
al iniciar las tinciones, se realiza la «Permeabilizacion» (Paso 3). Sin embargo, con este procedimiento
se observo que la muestra era fragil, dificil de manipular y se separaba facilmente [Figura VI.1.A].
Debido a esto, se realizo la incorporacion de un paso de «Fijacion post-envio» (Paso 2) antes de la
«Permeabilizaciony (Paso 3). Esta modificacion en el protocolo permitié que la manipulacion de las
muestras fuera mas facil. Como se puede observar en la Figura VI.1.B el tejido se encuentra integro,
lo cual permiti6é su procesamiento posterior.

B. Confirmaciéon 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 logr6 identificar 142 mosquitos pertenecientes a Ae. aegypti.
Ademés de 2 que pertenecen a Ae. albopictus y 63 a Culex quinquefasciatus. En la Figura XI.5, en
la seccion de Anexos, se puede observar las muestras de referencia para la confirmacion de especies
utilizado en el Laboratorio Buchon. Ademas en el Anexo 10 se pueden observar los geles de agarosa
2 % realizados para la genotipificacion.

18



C. Identificacion de tipos celulares, células en mitosis y repli-
cacion de ADN

Figura VI.2: Dinamica celular del intestino medio de mosquitos Ae. aegypti silvestres (A) gravida,
(B) sin sangre, (C) semigravida y (D) alimentadas con soluciéon de aztcar. Aqui se observan: de
color azul, células del epitelio, de verde, células EQAU+ y de rojo, células PH3-+.

En la Figura VI.2 se encuentran las fotografias microscopicas del epitelio intestinal de los di-
ferentes grupos de estudio. En todos fue posible observar tanto células en proceso de sintesis de
ADN/endorreduplicacion (EdU+), como en mitosis (PH3+). Sin embargo, la proporcion de estas
células varia de apreciable en cada uno de los grupos. Ademés fue posible observar, en tres muestras
aisladas, células que eran EAU+ y PH3+; en todas se observo una sola célula EAU+PH3+ [Anexo
11]. No obstante, el porcentaje final de estas no es suficiente para hablar a nivel de poblacion.
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D. Diferencias entre mosquitos silvestres y alimentados con
solucién de aztcar
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Figura VI.3: Distribucion de datos obtenidos de los porcentajes de células EAU+, y su promedio,
en mosquitos (A) semigravidas, (B) sin sangre, (C) gravidas y (D) alimentadas con solucion de
azucar. n = nimero de muestras en el grupo de estudio

En la Figura VI.3 se puede observar la distribucién de los porcentajes de células EAU+ obtenidas
en los diferentes grupos de estudio. El grupo de mosquitos «sin sangre» presenté la media mas alta
de todos los grupos, seguida del grupo «gravida», luego de «semigravida» y finalmente el grupo
«alimentadas con solucion de aztcary present6 la media mas baja de todas. Aqui también se puede
apreciar la distribucion de los datos; en todos los grupos, la mayoria se agrupa en el rango de 0 —

2%.

Cuadro VI.2: Estadistica descriptiva de porcentaje de células EAU+ 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 (1+8.446) 0.642 - 3.722

A partir de la informacion presente en el Cuadro VI.2, se puede decir que el grupo de mosquitos
criados en el laboratorio presentaron un porcentaje de células EAU+- cinco veces mayor a la observada
en los mosquitos silvestres. Esto quiere decir que los mosquitos criados en laboratorio pasan por un
proceso de sintesis de ADN /endorreduplicacion mas constantemente que los mosquitos silvestres.
Ademés, 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 EAU-.
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Figura VI.4: Porcentaje de células EAU+ en mosquitos silvestres criados en laboratorio. Clave de
significancia: valor P<0.0001 «***»; n = ntimero de muestras en el grupo de estudio

En la Figura VI.4 se puede observar la distribucién de los porcentajes de células EAU positivas
en mosquitos silvestres y criados en laboratorio. Aqui se observo 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 distribucion de los datos. Por otra parte los mosquitos silvestres (n=118), con una media
de 2.182% células EAU+, presenta la mayoria de los datos agrupados entre el rago de 0 - 5%.
Ademaés, se observo 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 EAU+ observada en
ambos grupos es significativamente diferente.
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Figura VI.5: Distribuciéon de datos obtenidos de los porcentajes de células PH3+-, y su promedio,
en mosquitos (A) semigravidas, (B) sin sangre, (C) gravidas y (D) alimentadas con solucion de
azdcar. n = numero de muestras en el grupo de estudio

En la Figura VI.5 se puede observar la distribuciéon de los porcentajes de células PH3+ obtenidas
en los diferentes grupos de estudio. El grupo de mosquitos «semigraviday presento la media més alta
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de todos los grupos, seguida del grupo «sin sangre», luego de «alimentadas con solucién de aztcar» y
finalmente el grupo «graviday presento6 la media mas baja de todas. Aqui también se puede apreciar
la distribucién de los datos; en todos los grupos, la mayorfa se agrupa en el rango de 0 — 2 %.

Cuadro VI.3: Estadistica 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 informacion presente en el Cuadro V1.3, 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 proliferaciéon
celular, o mitosis, més constantemente que los mosquitos de laboratorio. Ademéas, 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+.
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Figura VI.6: Porcentaje de células PH3 positivas en mosquitos silvestres criados en laboratorio. n
= numero de muestras en el grupo de estudio

En la Figura VI.6 se puede observar la distribucién de los porcentajes de células PH3 positivas
en mosquitos silvestres y criados en laboratorio. Aqui se observo que el grupo de mosquitos de
laboratorio (n=45), con una media de 0.530% células PH3+, presenta la mayoria 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 distribucion de los datos.
Ademaés, aqui no se observo 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.
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capituLo V|

. DISCUSION DE RESULTADOS

A partir de 207 muestras viables del cuerpo completo de mosquitos silvestres, se logré identificar
que 142 mosquitos eran pertenecientes a la especie de interés, Ae. aegypti. Ademés 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 proliferaciéon celular del epitelio
intestinal en mosquitos silvestres, los protocolos existentes para el procesamiento de este tejido deben
pasar por una optimizaciéon y validacion. En este proyecto se optimizo6 la metodologia descrita en el
estudio realizado por Taracena, et al., (2018).

Previo a la optimizacion, el procedimiento a realizar constaba de la diseccion y «Fijacion de los
intestinos» (Paso 1) en el insectario de la UVG, para su posterior envio al laboratorio Buchon. Luego,
al iniciar las tinciones, se realiza la «Permeabilizacion» (Paso 3). Sin embargo, con este procedimiento
se observo que la muestra era fragil, dificil de manipular y se separaba facilmente. 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 envio influyé en la calidad del tejido; pues, después de la fijaciéon de este, se requirid
de al menos 15 dias para que estas llegaran al Laboratorio Buchon. Esto aunado a los procesos de
congelacion y descongelacion, se infiere que la integridad de la monocapa del epitelio intestinal se
vi6 comprometida, provocando su desprendimiento de las células musculares. Sin embargo, no se
ha observado un comportamiento similar en la literatura. De cualquier manera, surgi6 la necesidad
de realizar la optimizacion de este procedimiento para el anélisis de las muestras. Debido a esto, se
realiz6 la incorporacion de un paso de «Fijacion post-envio» (Paso 2) antes de la «Permeabilizaciony
(Paso 3). Esta modificacion en el protocolo permitié que la manipulacion de las muestras se viera
facilitado. Es posible afirmar que el procedimiento descrito en este proyecto es eficaz para la obtencion
y preparacion de tejido del epitelio intestinal de mosquitos silvestres ya que, luego de realizar la
optimizacion, se observo un cambio en la naturaleza de las muestras. En la Figura VI.1.B se puede
observar que el tejido intestinal se encuentra integro al inicio de la fase de permeabilizacion; por lo
que las muestras se encontraban en condiciones 6ptimas para su posterior analisis.

Luego del analisis de microscopia confocal, se debié confirmar que en las muestras de tejido se
encontraba la monocapa del epitelio intestinal. Mediante las tinciones inmunocitoquimicas se logro
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identificar de manera certera las ISCs, debido a que son estas las que pasan por un proceso de pro-
liferacion celular (Cui, Franz, 2020). Asi mismo, se logré determinar una dinamica diferenciada en
cada grupo de estudio. Los mosquitos clasificados como «gravidasy, «sin sangre», «semigravidas» y
«pupasy presentaron tanto células EAU+ como PH3+ [Figura VI.2]. Esto quiere decir que las ISCs
del epitelio intestinal de estos mosquitos pasaron por un proceso de replicacion de ADN o endorre-
duplicacion (EAU+) y de mitosis (PH3+) (Taracena, et al., 2018; Kim, et al., 2017; Chehrehasa, et
al., 2009).

No obstante la distribucién de los resultados obtenidos vari6 segin la clasificacién del mosquito.
En la Figura VI.3 se puede observar la distribucién de los porcentajes de células EAU+ obtenidas
en los diferentes grupos de estudio. El grupo de mosquitos «sin sangre» presentd la media mas alta
de todos los grupos, seguida del grupo «gravida», luego de «semigravida» y finalmente el grupo
«alimentadas con soluciéon de aztcary» present6 la media mas baja de todas. Ademads, en cuanto a
las células en proceso de mitosis (PH3+), el grupo con la media mas alta de todas fue el grupo de
«semigravidasy, seguida del grupo «sin sangre», luego de «alimentadas con soluciéon de azicar» y
finalmente el grupo «graviday present6 la media més baja de todas. Estos resultados indican que los
grupos «sin sangrey y «semigravidasy» presentan una tasa de sintesis de ADN/endorreduplicacion
y de mitosis, respectivamente, mas alta que cualquier otro grupo de estudio. Asumiendo que todos
los mosquitos silvestres analizados pasaron por al menos una alimentacién con sangre antes de ser
colectados, los mosquitos se encuentran en una fase tardia del proceso de digestion (8-36h después
de la alimentacion). La alimentacion con sangre en los mosquitos induce la produccion y secrecion
de enzimas digestivas en el intestino medio, lo que provoca la descomposicién de las proteinas de la
sangre en péptidos y aminoécidos esenciales para el desarrollo del huevo (Li, et al., 2019). Ademas
de esto, las células del epitelio intestinal pasan por estrés oxidativo causado por el precursor de las
especies reactivas de oxigeno (ROS), el anion radical superéxido (O2?*), que es el producto de la
reducciéon de un electron del oxigeno molecular presente en la hemoglobina (Gwozdzinski, et al.,
2021). La exposicion a agentes causantes de estrés celular pueden provocar dafios en el ADN de
las células del tejido; por lo tanto, para mantener la homeostasis, las células con ADN posiblemente
danado pasan por un proceso de proliferacién celular. Por lo tanto, se puede afirmar que los mosquitos
«sin sangre» y «semigravidas» pasaron por un proceso de sintesis de ADN/endorreduplicacion y
mitosis, respectivamente, debido a la exposicion a agentes causantes de estrés célular y deben ser
reemplazadas.

Asi mismo, la exposiciéon a particulas de agentes virales también representan una amenaza a
la integridad de las moléculas del ADN del tejido epiteliar. Debido a la posicién geogréfica 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 replicacién de ADN /endorreduplicacién y mitosis observadas,
aunado a lo observado en otros estudios, podria 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 deteccién de patégenos
virales, especificamente el DENV.

Finalmente se realiz6 la compraracion entre los resultados de las muestras silvestres y las criadas
en condiciones de laboratorio. En cuanto a los porcentajes de células EAU+, se puede decir que
ambos grupos presentan una alta variabilidad. A pesar de ello, al realizar un analisis de Kruskal-
Wallis se determiné un valor-P de 2.913x10°%6, lo que indica una diferencia significativa entre ambos
grupos. Asi mismo, al observar los porcentajes de células PH3+, también se puede decir que ambos
grupos presentan una alta variabilidad, pues las desviaciones estdndar son mayores a los datos de
la media aritmética [Cuadro VI.3]. No obstante, la prueba de Kruskal-Wallis indic6 un valor-P de
0.609, por lo que no existe una diferencia significativa entre ambos grupos.

Debido a que se observd una diferencia significativa entre las células EAU+ de los mosquitos
silvestres y los de laboratorio, pero no se observé una diferencia significativa entre las células PH3+,
es posible afirmar que el comportamiento observado en células EAU+ es causado por un proceso de
endorreduplicacion. Las células que pasan por un proceso de mitosis y replicaciéon de ADN presentan
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tanto coloracion verde como coloracion roja [ejemplo en Anexo 11], por lo tanto, las células que
solamente presentan la colocacion verde (EAU+) se encuentran en endorreduplicacion.
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capituLo VIII

. CONCLUSIONES

Se optimiz6 un protocolo para la obtenciéon y preparacion 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 endorreduplicacion del epitelio intestinal de
los mosquitos hembra Ae. aegypti silvestres.

Al comparar el comportamiento de regeneracion celular entre poblaciones alimentadas con
sangre y solucion de azucar, se determiné una diferencia significativa entre los porcentajes de
células EAU+ de ambos grupos.
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capituLo | X

RECOMENDACIONES

Se propone realizar la deteccién de ARN viral, especificamente de DENV, en el intestino medio
de los mosquitos silvestres para evaluar una posible correlacién entre la cantidad de células EAU-+,
PH3+ y la presencia o ausencia de un patédgeno.
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capituLo Xl

ANEXOS

A. Anexo 1: Formulario de disecciéon y fijacién de intestino
de mosquitos adulto silvestres emergidos de pupas en

laboratorio

OBSERVACION

COLOCAGION EDU

RESPONSABLES DE DISECCION ALESSANDRA GIRARD

Nicio N
(DISECOION) | (FUACIGN)

caon

ISE

seconiocaum | FECUADE

MUNICIPIO: CHIQUIMULA

FECHADE
NEDOR | NACIMIENTO

UPODE | CODIGODE |  TIPO DE
N

GRUPO
DISECCION

ESTADIO DE | CODIGO DE
CAMPO | MUESTRA

Figura XI.1: Formulario de diseccién y fijacion de intestino de mosquitos adulto silvestres
emergidos de pupas en laboratorio
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B. Anexo 2: Formulario de disecciéon y fijaciéon de intestino
de mosquitos adulto silvestres en reposo

NULIPARAS /
PARIDAS

GRAVIDA

Semn
GRAVIDA

ESTADO FISIOLOGICO (marcar con una X)

RESPONSABLES DE DISECCION:  ALESSANDRA GIRARD

MINUTOS | SINSANGRE | CONSANGRE

TIEMPO CON EDU

HORAS

HORA.

COLOCACION EDU

FECHA

RE CAPTURA Y
DISECCION
MINUTOS

HORAS

FIN

(DISECCION) | (FUACION)

A DISECAON/FUACION | TIEMPO ENT!

ECHA DE
DISECCION

HORARIO CAPTURA

MUNICIPIO: CHIQUIMULA
INicio

IoN
GRUPODE | FECHA DE
cc

DEPARTAMENTO: CHIQUIMULA

FORMULARIO DE DISECCION Y FUACION DE

Figura XI.2: Formulario de diseccién y fijacion de intestino de mosquitos adulto silvestres en reposo
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C. Anexo 3: Procedimiento de operacion estandar (POE):
Preservacion y almacenamiento de mosquitos
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Introduccion

El almacenamiento del material biologico, como individuos adultos para mosquitos del genero
Anopheles y Aedes, para el analisis molecular posterior es un paso de vital importancia. El almacenaje
adecuado o inadecuado puede hacer toda la diferencia para obtener resultados Optimos y acidos
nucleicos (ADN y ARN) de integridad. Estos acidos nucleicos permiten determinar si existen
mutaciones en sitios blancos de insecticidas, o genes detoxificantes de insecticidas en el mosquito.
Esto consecuentemente nos ayuda a dilucidar mejor que esta confiriendo la resistencia a insecticidas.
El ADN, por su estructura quimica, es mas estable y el almacenamiento puede ser mas simple. El
ARN necesita condiciones distintas para poder mantener la integridad de este. Mosquitos que se
utilizan para extraer ARN normalmente se almacenan con nitrogeno liquido, hielo seco o
inmediatamente a -80°C. El RNAlater® es una solucion quimica, no toxica, que permeabiliza
rapidamente el tejido y estabiliza y protege el ARN en individuos no congelados. Este habitualmente
se utiliza en condiciones poco ideales o de campo, en donde el acceso a nitrogeno liquido es mas
restringido. E1 RNAlater® nos permite preservar y almacenar los individuos y mantener su integridad
durante mas tiempo con las condiciones que se tiene en el laboratorio para su posterior analisis
molecular. La silicagel es un material que tiene propiedades higroscopias, en otras palabras, absorbe la
humedad. El material preservado y almacenado para el andlisis de ADN es necesario que se conserve
lo mas seco posible, por esta razon, el uso del silicagel es adecuado para mantener un ambiente libre de
humedad y de esta manera preservar a los mosquitos por un largo periodo de tiempo (Torres et al.,
2019).

Objetivo
Preservar y almacenar de manera integra mosquitos del género Anopheles y Aedes para obtener
resultados Optimos en su posterior procesamiento molecular.

Definiciones y acrénimos

POE: Procedimiento de Operacion Estandar.

RNALater: Compuesto quimico para estabilizar el ARN en tejidos biologicos.
ADN: Acido desoxirribonucleico

ARN: Acido ribonucleico
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Responsabilidades

Es responsabilidad del personal que va a preservar y almacenar los mosquitos para pruebas
moleculares entender este POE antes de realizar las operaciones descritas. Si tiene alguna pregunta
debe contactar al autor del documento o al encargado del area. Es responsabilidad del encargado del
area asegurarse que los miembros firmen que han leido y entendido el POE estandar y aclarar cualquier
duda al respecto.

Procedimiento de operacion estandar asociados
¢ POE “BIOI-Bioensayo de la botella CDC con dosis diagndstica”
« POE “BIO7-Biocensayo CDC de intensidad”

Equipo, materiales y reactivos

.

grANOL e B

il
| e R
Figura 1. Materiales del A al R necesarios para realizar este procedimiento.

W’
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. Caja Petr1
. Recipiente de contencion
. Aspirador bucal.

SrZomMEHODOWE

~

cz zZzr

cHeRO

. Etanol absoluto

RNAlater
Silice gel

. Tubos de 0.2 y 1.5 mL estériles
. Gradillas para tubos de 0.2

Gradillas para tubos de 1.5mL
Bolsas con cierre hermeético de (16.5
cmx 14.9 cm)

. Bolsas con cietre hermético de 2

galones XL (33cm x 38.1cm).
Masking tape

. Marcador permanente de punta ultra

fina.

. Micropipeta de 1000 uL
. Puntas bloqueadas y estériles de 1000

pL

Pinzas entomologicas
Papel absorbente
Guantes

Alfiler

Refrigeradora a 4°C

. Congelador a -20°C
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Precauciones y seguridad

Limpiar la superficie de trabajo con papel absorbente humedecido con etanol al 70% antes y
después de preservar los mosquitos.

Utilizar guantes de nitrilo y bata de laboratorio durante todo el proceso.

Descartar los desechos biologicos, los guantes y el papel para limpiar el area en una bolsa especial
para desechos biopeligrosos y los desechos quimicos segin indique la ficha de seguridad.

Procedimiento

1. Mosquitos utilizados en bioensayos para extraer ADN

1.1. Rotular el material con un marcador permanente con punta ultra fina (tubos de 2mlL,
recipientes de contencion, bolsas con cierre hermético) que se utilizara con la informacion
del bioensayo. Es importante colocar el estatus de los mosquitos almacenados:
sobrevivientes, control o susceptible.

NOTA: Para rotular los recipientes de contencion se recomienda cortar una tira de
masking tape y escribir en este la informacion relevante del bicensayo, esta colocarla en la
pinta para poder retirarla después, ya que estas son reutilizables.

1.2. Perforar con algun objeto punzante pequefic (un alfiler o tachuela) los viales de 2mL
previamente rotulados (Figura 2). Se realiza una perforacion de cada lado del tubo, esto se
realiza para que se puedan secar adecuadamente al adicionar la silicagel.

Figura 2. Vial de 2 mL perforado de cada lado para el almacenamiento de mosquitos.

1.3. Al terminar el bioensayo al tiempo diagnéstico (POE BIO1, POE BIO7), inmediatamente
retirar los mosquitos sobrevivientes con el aspirador bucal y colocarlos en un recipiente de
contencion limpia previamente rotulada con la informacion del bioensayo.

4
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1.4. Colocar el recipiente de contencion con los mosquitos sobrevivientes por 10 min a -20°C.

1.5. Colocar los mosquitos sobrevivientes en grupos de 5 en un vial estéril de 2mL previamente
rotulado.

1.6. Realizar el mismo procedimiento con los mosquitos susceptibles y control del bioensayo.

NOTA: Después de almacenar los resistentes se deben almacenar los susceptibles y por
ultimo los controles.

1.7.  Colocar todos los tubos dentro de una bolsa con cierre hermético de 16.5 cm x 149 ecm. y
agregar aproximadamente 10 mL de silica gel a la bolsa (Figura 3).

Figura 3. Bolsa con cierre hermético de 33cm x 38.1 cm con bolsas de cierre hermético de 16.5 x
149 c¢cm en el interior. Las bolsas mas pequefias contienen silicagel y los viales de 2 mL con
mosquitos.

1.8. Sellar la bolsa con cierre hermético y revisar que la informacion de la bolsa coincida con el
material que esta siendo almacenado en esta.

1.9. Colocar esta bolsa dentro de otra bolsa con cierre hermético de 33cm x 38.1cm y rotular con
el codigo del bioensayo.

1.10. Estos mosquitos pueden estar preservados de esta manera por varios afios.

NOTA: Si este material se mantendrd almacenado por un largo tiempo, revisar cada tres
meses si el stlica gel necesita ser cambiando para evitar la humedad ya que esto puede
degradar el material y hacer imposible obtener resultados aceptables.

2. Mosquitos utilizados en bioensayos para extraer ARN
2.1. Rotular el material con un marcador permanente con punta ultra fina (tubos de 0.2mL,
recipientes de contencion, bolsas con cierre hermético) que se utilizara con la informacion
del bioensayo. Es importante colocar el estatus de los mosquitos almacenados:
sobrevivientes, control o susceptible.
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22,

23.

24,

2.5.

NOTA: Para rotular los recipientes de contencion se recomienda cortar una tira de
masking tape y escribir en este la informacion relevante del bioensayo, esta colocarla en la
pinta para poder retirarla después, ya que estas son reutilizables.

Agregar 280 uL de RNAlater al vial de 0.2 mL (Figura 4).

NOTA: Se recomienda tener viales con RNAlater disponibles y que estos sean utilizados y
rotulados conforme se necesiten.

Figura 4. iales de 0.2mL con RNAlater®.

Colocar 20mL etanol absoluto en una caja Petri. Esta serd utilizada para sumergir los
mosquitos en el etanol, asegirese de mantener un nivel adecuado de etanol absoluto para
este proposito.

Al terminar el bioensayo al tiempo diagnéstico (POE BIO1, POE BIO7), inmediatamente
sacar los mosquitos sobrevivientes y colocarlos en un recipiente de contencion previamente
rotulado.

Aspirar el mosquito con el aspirador bucal y soplelo sobre la caja Petri con etanol absoluto
del paso anterior, tratando de que el mosquito quede totalmente sumergido (Figura 5).
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2.6.

2.7.

2.8.

2.9.

LTANOL
ASOLUTD

Figura 5. Mosquito sumergido en Etanol absoluto colocado en una caja Petri.

Utilizar una pinza entomolédgica para remover el mosquito de la caja Petri y seque el exceso
de etanol presionando suavemente sin comprometer la integridad del mosquito sobre papel
absorbente.

Colocar el individuo en el vial de 0.2 mL con RNAlater, asegurando que el mosquito quede
totalmente sumergido en la solucion (Figura 6).

NOTA: Se almacena solamente un mosquito por tubo.

Figura 6. Mosquito individual almacenado en RNAlater® en un vial de 0.2mL.

Coloque el vial en una gradilla adecuada para viales de 0.2mL. Rotule esta gradilla con la
informacion del bioensayo y si los mosquitos son sobrevivientes, control o susceptibles.
Limpie la pinza con papel absorbente entre cada individuo y repita el procedimiento para
todos los individuos.

2.10. Al terminar, colocar la gradilla con los tubos en una refrigeradora (4°C) por una noche.

7
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2.11. Al dia siguiente, colocar los mosquitos en una bolsa de cierre hermético de 16.9 cm x 14.9
cm, rotulada con el c¢odigo del bioensayo (Figura 7). De igual manera colocar un rotulo con
la informacion del bioensayo escrito con papel y lapiz y colocarlo dentro de la bolsa.
Colocar esta bolsa en un congelador a -20°C. En el caso de los mosquitos de la botella
control, preservarlos de la misma forma como se indica en este procedimiento.

g ——

Figura 7. Bolsa de 16.9 x 14.9 cm con los viales de mosquitos listos para ser almacenados a -20°C.

2.12. Estos mosquitos pueden almacenarse en estas condiciones hasta por un afio sin mostrar
degradacion del ARN.

3. Mosquitos no utilizados en bioensayos para pruebas bioquimicas
3.1. Colocar 30 mosquitos entre 2-5 dias de edad adulta en un recipiente limpio y anestesiarlos
por 5 min a -20°C.
3.2.  Colocar los mosquitos individualmente en un vial de 1.5mL.
3.3. Rotular los viales con un codigo unico que haga referencia a la poblacion.
3.4. Almacenar los viales a -20°C hasta no mas de 3 meses.
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Introduccion

El mantenimiento y crianza de mosquitos depende mucho de una alimentacion adecuada. Aunque
la hembra adulta necesita alimentacion sanguinea para permitir el desarrollo del ovulo, tanto
machos y hembras, necesitan una fuente de carbohidratos. Esta fuente de carbohidratos
normalmente se provee por medio de una solucidon azucarada. Distintas concentraciones se han
experimentado de agua azucarada, el agua azucarada al 10% parece dar los mejores resultados para
mosquitos del género Anopheles v Aedes (Imam et al., 2014; MR4, 2015; Upshur; 2019;
Nepomichene, 2017). Por esto la alimentacion de los mosquitos por medio de agua azucarada al
10% es de gran importancia para obtener adultos saludables. Esto nos permite realizar las diferentes
pruebas diagndsticas en las cepas y mantener estas cepas por mas generaciones en el insectario.

Objetivo
Proveer la fuente de energia a base de agua azucarada para mosquitos hembras y machos durante su
mantenimiento en condiciones de insectario o campo.

Definiciones y acronimos

®  Solucion azucarada: Solucion de agua con azucar de mesa al 10%, la cual es utilizada para proporcionar
una fuente de energia a los mosquitos adultos.

* Esterilizar: Proceso por el cual se elimina la presencia de cualquier microorganismo presente en una
solucion o material de trabajo.

Responsabilidades

Es responsabilidad del personal que va a preparar la solucion azucarada al 10% entender este POE
antes de realizar las operaciones descritas. Si tiene alguna pregunta debe contactar al autor del
documento o al encargado del area. Es responsabilidad del encargado del area asegurarse que los
miembros firmen que han leido y entendido el POE estandar y aclarar cualquier duda al respecto.

Equipo, materiales y reactivos
1 refrigeradora a 4°C

1 estufa con agitador magnético

1 barra de agitacién magnética

1 balanza mecanica de triple brazo

1 recipiente para pesaje

1 Erlenmeyer de vidrio 1000 mL

1 probeta de vidrio o plastico de 1000 mL
4 botellas de vidrio de 500 mL
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100 g de azucar blanca

1000 mL de agua embotellada

1 rollo de masking tape

1 marcador permanente punta ultrafina marca Sharpie

1 bata de laboratorio

1 guantes para manipular recipientes caliente o una toalla de mano

Figura 1. Equipo, materiales y reactivos para la preparacion de la solucion de agua
azucarada al 10%. (A) Estufa con agitador magnético; (B) Barra de agitacion magnética; (C) Balanza
mecénica de triple brazo; (D) Recipiente para pesar ; (E) Erlenmeyer de 1000 mL; (F) Probeta de 1000 mL,;
(G) Botella de 500 mL; (H) Azicar; (I) Rollo de masking tape; (J) Marcador permanente de punta ultrafina;
(K) Toalla de mano.

Precauciones y seguridad
e Utilizar bata durante todo el procedimiento.
e Tener cuidado al manipular el Erlenmeyer después de hervir el agua azucarada.
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Procedimiento

1. Preparacion de 1000 mL (equivalente a 1 L) de una solucién de agua azucarada al 10%
1.1. Pesar 100 gramos de azicar blanca en un recipiente de pesaje utilizando una balanza
mecanica de triple brazo (Figura 2A), y luego colocarlos en un Erlenmeyer de 1000 mL
(Figura 2B). En caso quisiera preparar 250 o 500 mL de la solucién de agua azucarada al
10%, ver Cuadro 1.

At i )
Figura 2. (A) Pesaje del azicar para preparar la solucién de agua azucarada al 10%; (B)
Colocacion del azicar en el Erlenmeyer.

Cuadro 1. Volumen de agua del chorro y gramos de azicar para preparar 250 o 500 mL de
una solucion azucarada al 10%.

Concentracion Volumen de agua Cantidad de
(peso/volumen) del chorro (mL) azucar (gramos)
10% 250 25

500 50

1.2. Seguidamente, medir 1000 mL de agua embotellada con una probeta de plastico o vidrio, y
agregarla al Erlenmeyer que contiene el azlicar para disolverla (Figura 3).

Figura 3. Medicion de agua para disolver el azicar.

1.3. Colocar dentro del Erlenmeyer una barra de agitacion (Figura 4A) y colocarlo sobre la
estufa con agitador (Figura 4B). Agitar al minimo y calentar la mezcla hasta hervir, esto
ayudara a esterilizar la solucion azucarada y asi evitar posibles contaminaciones de hongos
o bacterias.

3
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Figura 4. (A) Colocacion del agitador magnético a la solucién de agua azucarada al 10%; (B)
Calentamiento y agitacién de la solucién.

1.4. Retirar el Erlenmeyer de la estufa con un guante para material caliente (Figura 5) y dejar
enfriar a temperatura ambiente por 30 minutos.

Figura 5. Manipulacion de 1a solucion de agua azucarada al 10% después de hervir con una
toalla de mano.

1.5. Dividir la solucion de agua azucarada al 10% en 4 botellas de vidrio de 250 ml., cada una
rotulada con una tira de masking tape con la fecha de preparacion y nombre de quién la
preparo utilizando un marcador permanente de punta fina (Figura 6A).

1.6. Posteriormente, almacenar las botellas con la solucion azucarada al 10% en una
refrigeradora a 4°C.

1.7. Al comenzar a usar la primera botella de solucion azucarada coloque la fecha en que se
inicia para llevar el control del uso de cada una de las botellas (Figura 6B).

1.8. Una vez abierta una botella, su tiempo de vida es de una semana.
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Figura 6. (A) Botella con la solucion de agua azucarada con la fecha en que se preparé; (B)
Botella con la solucién de agua azucarada al 10% rotulada con la fecha en que se empezo a

utilizar.

2. Limpieza material

2.1. Todo el material utilizado para la preparacion de la solucién azucarada al 10% debe ser
lavado con una esponja y agua del chorro.

2.2. Seguidamente, enjuagar con agua hervida para esterilizar el material y asi evitar posibles
contaminaciones de hongos o bacterias.

2.3. El material se deja secar a temperatura ambiente por una noche o hasta que esté totalmente
seco.

2.4. Colocar el material en una caja o gabinete para evitar que se ensucie o acumule polvo.

Control de calidad
No aplica

Documentacion
No aplica

Referencias
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E. Anexo 5: Procedimiento de operaciéon estandar (POE):
Preparacion de una solucion de agua azucarada al 10 %
suplementada con EAU 20 mM

uvaG Procedimiento de Operacién Estandar fadgélga
"NW‘?E[E Preparacion de una solucion de agua azucarada al 10% Revision:
e suplementada con EdU 20 mM Ne 1
Preparado por:  Alessandra Girard Fecha: 15 de agosto, 2021
Introduccion:

El mantenimiento y crianza de mosquitos depende mucho de una alimentacién adecuada. Aunque
la hembra adulta necesita alimentacion sanguinea para permitir el desarrollo del ovulo, tanto
machos y hembras, necesitan una fuente de carbohidratos. Esta fuente de carbohidratos
normalmente se provee por medio de una solucion azucarada. Distintas concentraciones se han
experimentado de agua azucarada, el agna azucarada al 10% parece dar los mejores resultados para
mosquitos del género Anopheles v Aedes (Imam et al., 2014; MR4, 2015; Upshur; 2019;
Nepomichene, 2017). Por esto la alimentacion de los mosquitos por medio de agua azucarada al
10% es de gran importancia para obtener adultos saludables. Esto nos permite realizar las
diferentes pruebas diagnosticas en las cepas y mantener estas cepas por mas generaciones en el
insectario.

En insectos, la digestion y absorcion de nutrientes se lleva a cabo principalmente en el tracto
digestivo. El intestino es una de las superficies principales donde tienen lugar los intercambios con
el medio exterior, por lo que es un tema estratégico de investigacion para el control de insectos
(Souza, et al., 2019). En dipteros, el tracto digestivo ha sido ampliamente estudiado. Se ha
determinado que el intestino se divide en tres secciones diferentes: intestino anterior, intestino
medio e intestino posterior (Lemaitre, Miguel-Alaiga, 2013).

Objetivos:
- Proveer la fuente de energia base de agua azucarada para mosquitos hembras durante su
mantenimiento en condiciones de insectario o campo.
- Realizar el marcaje de células en proceso de mitosis vy sintesis de ADN en el intestino
medio de mosquitos hembra en estadio adulto.

Definiciones y acronimos:

- Solucion azucarada: Solucion de agua con azicar de mesa al 10%, la cual es utilizada
para proporcionar una fuente de energia a los mosquitos adultos.

- Solucidon de alimentacion: Solucion de agua con azicar de mesa al 10% suplementada
con EdU.

- Esterilizar: Proceso por el cual se elimina la presencia de cualquier microorganismo
presente en una solucion o material de trabajo.

- EdU: 5-etinil-2"-desoxiuridina

Procedimientos de OQperacion Estandar Asociados:
- POE “BIO3-Preparacion de una solucion de agua azucarada al 10%”
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Equipo, materiales y reactivos:
- Refrigeradora a 4°C
- Estufa con agitador magnético
- Barra de agitacion magnética
- Balanza electronica
- Recipiente para pesaje
- Erlenmeyer de vidrio 1000 mL
- Probeta de vidrio o plastico de 1000 mL
- 4 botellas de vidrio de 500 mL
- 100 g de azucar blanca
- 1000 mL de agua embotellada
- 1 rollo de masking tape
- 1 marcador permanente punta ultrafina marca Sharpie
- 1 bata de laboratorio
- 1 guantes para manipular recipientes caliente o una toalla de mano
- 5 mg EdU marca Invitrogen

Precauciones y seguridad:
- Utilizar bata durante todo el procedimiento.
- Tener cuidado al manipular el Erlenmeyer después de hervir el agnua azucarada.

Procedimiento:
1. Preparacion de 1000 mL de una solucion de agua azucarada al 10%

1.1. Pesar 100 gramos de azicar blanca en un recipiente de pesaje utilizando una balanza
electronica y luego colocarlos en un Erlenmeyer de 1000 mL.

1.2. Seguidamente, medir 1000 ml. de agua embotellada con una probeta de plastico o
vidrio, y agregarla al Erlenmeyer que contiene el azicar para disolverla.

1.3. Colocar dentro del Erlenmeyer una barra de agitacion y colocarlo sobre la estufa con
agitador. Agitar al minimo y calentar la mezcla hasta hervir, esto ayudara a esterilizar
la solucion azucarada y asi evitar posibles contaminaciones de hongos o bacterias.

1.4, Retirar el Erlenmeyer de la estufa con un guante para material caliente y dejar enfriar
a temperatura ambiente por 30 minutos.

1.5. Cuando la solucion se enuentre a temparatura ambiente, agregar 5 mg EdU y agitar
durante 10 minutos, o hasta que se disuelva el soluto.

1.6. Dividir la solucion de alimentacion en 4 botellas de vidrio de 250 mL, cada una
rotulada con una tira de masking tape con la fecha de preparacion y nombre de quién
la preparo utilizando un marcador permanente de punta fina .

1.7. Posteriormente, almacenar las botellas con la solucion de alimentacion en una
refrigeradora a 4°C.

1.8. Al comenzar a usar la primera botella de solucién azucarada coloque la fecha en que
se inicia para llevar el control del uso de cada una de las botellas.

1.9. Una vez abierta una botella, su tiempo de vida es de una semana.
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2. Limpieza del material
2.1. Todo el material utilizado debe ser lavado con una esponja, jabon y agua corriente.
2.2. Seguidamente, enjuagar con agua hervida para esteriliar el material y evitar posibles
contaminaciones de hongos o bacterias.
2.3. Colocar el material en una caja o gabinete para evitar acumulacion de polvo y suciedad.

Referencias:

Imam, H., Zarnigar, Sofi, G., & Seikh, A. (2014). The basic rules and methods of mosquito rearing
(dedes aegypti). Tropical parasitology, 4(1), 53-55. https://doi.org/10.4103/2229-
5070.129167

Lemaitre, B., & Miguel-Aliaga, I. (2013). The digestive tract of Drosophila melanogaster. Annial
review of genetics, 47, 377-404.

MR4 Methods in Anopheline Research. 2015. Second edition. Center for Disease Control (CDC),
Atlanta, GA, USA. 343 pp.

Nepomichene TN, Andrianaivolambo L, Boyer S, Bourgouin C. 2017. Efficient method for
establishing F1 progeny from wild populations of dnopheles mosquitoes. Malar J, 16:21.

Souza, R. S., Gama, M., Schama, R., Lima, J., Diaz-Albiter, H. M., & Genta, F. A. (2019).
Biochemical and Functional Characterization of Glycoside Hydrolase Family 16 Genes in
Aedes aegypti Larvae: Identification of the Major Digestive B-1,3-Glucanase. Frontiers in
physiology, 10, 122.

Upshur IF, Bose EA, Hart C, Lahondere C. 2019. Temperature and sugar feeding effect on the
activity of a laboratory strain of Aedes aegypti. Insects, 10(10), 347.
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F. Anexo 6: Horario de alimentaciéon segiin grupo de pro-
cesamiento

Grupo de Dia
procesamiento

Mosquitos adultos
silvestres
(Grupo A)
Mosquitos adultos
silvestres
(Grupo B)
Mosquitos adultos
emergidos de pupas
silvestres
(Grupo C)

Figura XI.3: Horario de alimentacion segin grupo de procesamiento

G. Anexo 7: Horario de diseccién segin grupo de procesa-
miento

Grupo de Dia
procesamiento 0 1 2
Mosquitos adultos
silvestres
(Grupo A)
Mosquitos adultos
silvestres
(Grupo B)
Mosquitos adultos
emergidos de pupas
silvestres
(Grupo C)

Figura XI.4: Horario de diseccién segiin grupo de procesamiento
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Introduccion:

En insectos, la digestion y absorcion de nutrientes se lleva a cabo principalmente en el tracto
digestivo. El intestino es una de las superficies principales donde tienen lugar los
intercambios con el medio exterior, por lo que es un tema estratégico de investigacion para
el control de insectos (Souza, er al., 2019). El estudio del sistema digestivo y el epitelio
intestinal en vectores de enfermedades virales, como lo es 4edes aegipti, requieren el uso de
técnicas basicas de histologia. En dipteros, el tracto digestivo ha sido ampliamente estudiado.
Se ha determinado que el intestino se divide en tres secciones diferentes: intestino anterior,
intestino medio e intestino posterior (Lemaitre, Miguel-Alaiga, 2013). El intestino anterior
esta involucrado principalmente en la ingestion, conduccion y almacenamiento de alimentos;
el intestino medio es donde se realiza el proceso de digestion, y el intestino posterior se
encarga de regular la absorcion de agua y sales de los productos de desecho (Gusmao, ef al.,
2007; Shao, et al., 2012).

Objetivo:
Obtener y preservar el tejido intestinal integro de los mosquitos silvestres para su uso
posterior en pruebas histologicas.

Definiciones y acrénimos:

POE: Procedimiento de Operacion Estandar

PBS: Tampon de fosfato salino (Phosphate-buffered saline)
PFA: Paraformaldehido

Procedimientos de Operacion Estiandar Asociados:
N/A

Equipo, materiales y reactivos:
1. Materiales:

e Pinza entomologica y estiletes

e Portaobjetos y cubreobjetos

e Tubos de 1.5 mL estériles

e Gradillas para tubos de 1.5 0 2 mL
Marcador negro (Sharpie) punta ultrafina
Micropipetas de 20 — 200 pL
Puntas de bloqueadas de 20 — 200 pL.
Beaker de 500 mL o recipiente para descarte.
Bolsas adecuadas para desechos biopeligrosos
1 par de guantes de nitrilo
1 bata de laboratorio
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2. Reactivos:

2.1.

2.2,

Reactivos para limpieza del area de trabajo:
e FEtanol al 70%
¢ Cloroal 10%

Reactivos para diseccion y fijacion de intestino medio posterior
e PBS[IX]pH74
* Solucion de fijacion (PFA al 4% en PBS)

3. Equipo de laboratorio:

* Estereoscopio
e Congeladora -20°C
o Refrigeradora a 4°C o bandeja fria

Precauciones y seguridad:

Limpiar la superficie de trabajo con papel absorbente humedecido con etanol al 70%
antes y después de realizar las disecciones y fijaciones de intestinos.

Utilizar guantes de nitrilo y bata de laboratorio durante todo el proceso.

Descartar los desechos biologicos, los guantes y el papel para limpiar el area en una
bolsa especial para desechos biopeligrosos y los desechos quimicos segiin indique la
ficha de seguridad.

Procedimiento:
1. Preparacion de material

1.1.

1.2
1.3.
14.
1.5.
1.6.

Buscar las muestras a procesar (no mas de 10) y colocar a -20°C por 15 minutos
antes de empezar a trabajar. O bien, hasta que se inmovilicen.

Enfriar la solucion de PBS 1X a 4°C.

Limpiar el area donde se va a trabajar con etanol 70%

Preparar un beaker de 500 mL con bolsa de desechos biopeligrosos.

Preparar bandeja fria o bandeja con hielo, para la caja petri

Rotular tubos de 2 mL con el ID del mosquito y fecha de diseccion, para el paso 3.3
y4.3.

2. Diseccion de intestino medio posterior

2.1.
2.2,

2.3.

24.

Al sacar los mosquitos, rociar con etanol 70%. Y mantener en una caja Petri fria.
Colocar el mosquito, boca arriba, sobre un portaobjetos limpio con una pequefia gota
de solucion fria PBS 1X.

Con ayuda del estereoscopio y pinzas finas o estiletes, quitar alas y patas. Con un
estilete hacer un pequeiio corte en el tegumento del [séptimo/cuarto] segmento.
Sosteniendo el torax con un estilete en la mano izquierda, sin apretar excesivamente,
tirar lenta y gradualmente del extremo del abdomen con el estilete en la mano
derecha. A continuacion, se encuentra un diagrama de la anatomia de un mosquito.
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|HEAD| THORAX | ABDOMEN |

Dorsal
Diverticuld

Abdominal ganglia
Figura 1. Diagrama de la anatomia de mosquito .4edes mostrando la posicion de los organos del sistema digestivo
(Schmid, et al., 2017)

2.5. Aislar el intestino retirando las demas estructuras (tubulos de Malpighi) y agregar
mas solucidn de PBS 1X si es necesario.

2.6. El intestino deberia verse de la siguiente manera. A la izquierda, el intestino de un
mosquito recién alimentado con solucion aguamiel 10%. A la derecha el intestino de
un mosquito que no ha sido alimentado recientemente.

Figura 2. Mosquito {edes aegypii con el intestino expuesto.
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2.7. Retirar del portacbjetos todas las partes del cuerpo que no se utilizaran y retirar con
cuidado todo el PBS 1X con una micropipeta.

3. Fijacion del intestino
3.1. Cubrir el tejido con solucion de fijacion. Asegurarse que este se encuentre extendido
de manera uniforme, sin giros o dobleces que dificulten la microscopia.

NOTA: Una forma ficil de hacer esto es tirar del intestino desde el recto hasta la
superficie del borde de la solucion de fijacion hasta que la conformacién sea adecuada.

3.2. Dejar la fijacion a temperatura ambiente por 30 minutos. Asegurarse que haya
suficiente liquido en todo momento

3.3. Retirar los intestinos de la solucion de fijacion con las pinzas y colocarlas en un tubo
eppendorf que contenga 1 mL de PBS 1X frio para eliminar la solucion de fijacion.

3.4. Almacenar a 4°C hasta su analisis.

4. Almacenamiento de intestinos extraidos y fijados.

4.1. Rotular los tubos claramente con el tipo de muestra, ID del mosquito y la fecha de
almacenamiento.

INOTA: Preferiblemente, la fecha de almacenamiento es la misma a la fecha de diseccion.

4.2, Llene cada eppendorfcon 1.5 mL de PBS 1X
4.3. Colocar 5 intestinos por tubo.
4.4. Almacenar a 4°C.

Referencias:

Benedict, M. (2015) MR4 Methods in Anopheles Research. Recuperado de:
https://www.beiresources.org/Portals/2/VectorResources/2016%20Methods%201n%
20Anopheles%20Research%20full%20manual.pdf

Buchon Laboratory. (2021, April 28) EAU and PH3 for Blood fed and viral mfections in
mosquitoes. Standard Operating Procedure (SOP). In Dissecting and fixing mosquito

guts for collaborators. Cornell University.

Coleman, J., Juhn, J., & James, A. A. (2007). Dissection of midgut and salivary glands from
Ae. aegypti mosquitoes. JoVE, (5), e228.4

Consoli, R. A., & Oliveira, R. L. D. (1994). Principais mosquitos de importdncia sanitdria
no Brasil. Editora Fiocruz.
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I. Anexo 9: Referencia para confirmacion de especies de
mosquitos silvestres con electroforesis

of 3 4
1 Aedes aegypti, cepa Liverpool
2 Aedes albopictus, cepa Florida
3 Culex quinquefasciatus, cepa Johanesburg
4 Control negativo
L

365 bp Aedes aegypti
600 bp Aedes albopictus

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

J. Anexo 10: Genotipificacién de mosquitos silvestres por
electroforesis en gel de agarosa 2 %
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Figura XI.6: Genotipificaciéon de ADN de muestras 1 a 24. Género Aedes.
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Figura XI.7: Genotipificacion de ADN de muestras 25 a 48. Género Aedes.
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Figura XI.8: Genotipificacion de ADN de muestras 49 a 71. Género Aedes.
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Figura X1.9: Genotipificacion de ADN de muestras 72 a 94. Género Aedes.
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Figura XI.10: Genotipificacion de ADN de muestras 95 a 122. Género Aedes.
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Figura XI.11: Genotipificaciéon de ADN de muestras 123 a 150. Género Aedes.
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Figura XI.12: Genotipificaciéon de ADN de muestras 151 a 179. Género Aedes.
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Figura XI.13: Genotipificaciéon de ADN de muestras 180 a 207. Género Aedes.
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Figura XI.14: Genotipificacion de ADN de muestras negativas entre 14 y 100. Género Aedes.
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Figura XI.15: Genotipificaciéon de ADN de muestras negativas entre 102 y 155. Género Aedes.
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Figura X1.16: Genotipificacion de ADN de muestras negativas entre 158 y 207. Género Aedes.
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K. Anexo 11: Células EAU+PH3+ en mosquitos gravidos
y sin sangre

Figura XI.17: Fotografias microscopicas de células EAU+PH3+ en epitelio intestinal de mosquitos
Ae. aegypti (A - B) gravidos y (C) sin sangre. Con una flecha color blanco se sefiala la célula de
interés
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L. Anexo 12: Anilisis complementario de datos obtenidos
de los porcentajes de células EAU+ y PH3+ en los di-
ferentes grupos de mosquitos

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

Células | Valor-P | Significancia
EdU+ | 2.913x107° St
PH3+ 0.609 No
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