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Pasantia académica en el Instituto Colombiano de
Medicina Tropical (ICMT).

Leonardo Flérez Arango

Resumen

El mosquito Aedes aegytpi es el principal vector de enfermedades causadas por arbovirus
como el dengue, el chikungunya y el zika (Padilla et al., 2017). Actualmente, cerca de 3.900
millones de personas viven en zonas donde hay riesgo de dengue, razén por la cual el
control de las poblaciones de este mosquito se ha convertido en una pieza clave dentro de
las investigaciones en la medicina tropical (Padilla et al., 2017).

El uso constante de insecticidas para el control de las poblaciones ha generado que los
mosquitos desarrollen resistencia a los quimicos usados, llevando a los investigadores a
enfocarse en la biologia de Ae. aegypti, con el objetivo de desarrollar nuevas estrategias
para el control de la especie o mejorar las existentes (Lopez-Solis et al., 2020).

En el Instituto Colombiano de Medicina Tropical (ICMT) se adelantan investigaciones en
vectores de enfermedades tropicales, algunos enfocandose en la reproduccién de
mosquitos como los estudios realizados sobre la importancia del vuelo para el
reconocimiento y atraccién de las hembras con fines reproductivos (Montoya et al., 2021),
lo que presenta al ICMT como un espacio idéneo para aplicar de manera practica los
conocimientos adquiridos durante el pregrado en biologia.

La reproduccién es un flanco importante para el control de Ae. aegypti, por lo que la
identificacion y caracterizacién de las proteinas de fluido seminal (SFPs) podrian ser blancos
potenciales que se podrian manipular para disminuir las poblaciones del vector. Las SFPs
generan cambios en la produccién exitosa de progenie (Gillott, 2003). Describir el papel de
cada SFP es importante para saber su localizacidn en el tejido reproductivo de la hembra
(Avila et al., 2011), para esto se dio soporte al proyecto titulado "ldentificacion vy
caracterizacion de las proteinas del fluido seminal del vector del dengue (Aedes aegypti)
necesarias para la reproduccién como blancos potenciales para el control de las poblaciones
de mosquitos en Colombia”. Adicionalmente, determinamos la edad minima de
apareamiento de las hembras de Aedes aegypti, con el objetivo de conocer la edad éptima
para poder hacer la copula con hembras jévenes que fueran receptivas sexualmente
durante los experimentos. Esto permitid un conocimiento teérico y practico para realizar
investigaciones en reproduccién de mosquitos, desde el desarrollo durante sus diferentes
estadios, incluyendo los procedimientos de diseccidn y clasificacion de drganos, hasta la
experiencia de lo arduo y minucioso que es el trabajo con organismos vivos.

Palabras clave: Aedes aegypti, cpula, tiempo de vuelo, reproduccién, proteinas del fluido
seminal, SFPs
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1. Presentacion

Ae. aegypti es un mosquito culicido (Diptera: Culicidae), considerado el principal vector de
enfermedades tropicales causadas por arbovirus como el chikungunya, el zika y el dengue,
que presenta un crecimiento anual en incidencia y expansién geografica de casos
registrados. Actualmente alrededor de 3.900 millones de personas viven en zonas donde
hay riesgo de dengue, ratificando la importancia del estudio del vector para generar

estrategias de control (Padilla et al., 2017) .

Durante décadas, el control de Ae. aegypti se ha mediado con el uso de insecticidas para
reducir las poblaciones del vector. No obstante, el uso continuo de estos productos ha
generado resistencia en el mosquito a los compuestos quimicos usados, como la
Deltametrina, Permetrina, Malatién, Clorpirifos, Temefos y Bendiocarb (CARB) (Lépez-Solis

et al., 2020).

Por otro lado, las enfermedades tropicales transmitidas por artrépodos presentan un
comportamiento dificil de estudiar, puesto que responden a factores ambientales como el
cambio climatico y otros disturbios ambientales que se hacen propicios para la interaccién
hombre-artrépodos (Adler & Moncada-Alvarez, 2016). Asi pues, debido a la importancia de
las enfermedades transmitidas por Ae. aegypti y a la resistencia de esta especie a los
insecticidas, hay un gran interés en el estudio de la biologia y el comportamiento de este

mosquito, buscando desarrollar nuevos métodos de control.

Hasta el momento, el estudio de la biologia de Ae. aegypti nos ha permitido reconocer cdmo
ha sido su adaptacién al desarrollo urbano y cuales han sido las estrategias que ha adoptado

para lograr el éxito en la supervivencia de su especie. Es poco el conocimiento que se tiene



del proceso reproductivo de Ae. aegypti, tanto comportamental, fisiolégica y
molecularmente. Sin embargo, investigaciones realizadas nos han permitido tener
acercamientos al proceso reproductivo de los mosquitos, dando a conocer aspectos como
los cambios que se producen en las hembras tras el apareamiento (Agudelo et al., 2021), el
impacto de las variaciones de temperatura y humedad en la reproduccién y supervivencia
de la especie (Costa et al., 2010) y datos tan importantes como las proteinas y estructura

genética del fluido seminal y los espermatozoides del mosquito (Degner et al., 2019).

El vuelo es un factor importante en la reproduccion de Ae. aegypti, la frecuencia emitida
por el aleteo de las hembras funciona como localizador para los machos, que se valen de
este aspecto para reconocerlas y posteriormente copular con las hembras (Montoya et al.,
2021). El estudio de la localizacidn y uso que dan las hembras al esperma después del evento
copulatorio ha demostrado que las hembras de Ae. aegypti conservan hasta por 15 dias el
esperma, junto con las proteinas del fluido seminal en la bursa y espermatecas, donde se
conservan sin sufrir degradacion o ser expulsados del tracto reproductivo (Agudelo et al.,

2020).

Segun estudios realizados en la biologia de algunos insectos, el apareamiento induce a
cambios fisiolégicos y comportamentales en las hembras, como el aumento en la
oviposicion, longevidad, alimentacién y disminucidn en la receptividad sexual (Avila et al.,
2011; Gillott, 2003). las moléculas que inducen estos cambios postcopulatorios son las
proteinas del fluido seminal o SFPs, que son transferidas durante la copula junto con los
espermatozoides durante la copula en la eyaculacion de los machos al tracto reproductivo

de las hembras (Avila et al., 2011; Poiani, 2006).

Las SFPs son proteinas de evolucién rapida en el genoma de muchas especies, lo que hace
que estos genes sean exclusivos de una especie o grupo de especies estrechamente

relacionadas (Wilburn & Swanson, 2016) y aunque se han identificado alrededor de 300



SFPs en Ae. aegypti (Sirot et al., 2011), aun se desconocen las proteinas especificas que

participan de los cambios poscupulatorios en esta especie.

La biologia reproductiva de los mosquitos se ha convertido en un punto de partida en el
estudio de Ae. aegytpi para generar estrategias de control en sus poblaciones, no obstante,
la informaciéon que se tiene en torno al desarrollo de las hembras de la especie es escasa,
por lo que se presenta como un asunto de suma importancia el conocer datos acerca de su

desarrollo, como lo es la edad a partir de la cual las hembras de Ae. aegypti se aparean.

2. Resena de la institucion

En Colombia, existen varios institutos o centros de investigacién y docencia en Medicina
Tropical, como son el Instituto de Salud en el Trdpico en la Universidad Nacional en Bogota;
CINPAT en la Universidad de los Andes en Bogota; Insalpa y CIDEIM en Cali; CINTROP en la
Universidad Industrial de Santander en Bucaramanga; PECET en la Universidad de Antioquia

y CIB e Instituto Colombiano de Medicina Tropical- CES, en Medellin (Botero, 2009).

El Instituto Colombiano de Medicina Tropical, fundado en 1989, es un centro de
investigacion con reconocimiento como Instituto de Excelencia en Investigacion por
COLCIENCIAS, por la calidad de sus investigaciones y su importante papel en el sector salud
a nivel nacional y latinoamericano (Instituto Colombiano de Medicina Tropical -ICMT-
Universidad CES — Medellin, s.f.). En el ICMT, se adelantan investigaciones principalmente
de enfermedades tropicales, abarcando a todos los actores implicados en las enfermedades

tropicales desatendidas (Enfermedades tropicales desatendidas — ICMT, s.f.).



Asi mismo, se han realizado investigaciones sobre la actividad insecticida de extractos
vegetales sobre larvas de Ae. aegypti (Amariles-Barrera S et al., 2013), estudios de presencia
de Aedes aegypti y Aedes albopictus en darea rural del departamento de Santander,
Colombia (Goémez W & Zapata G, 2019) y otras, afines a la busqueda y control de los

vectores de enfermedades tropicales, como la investigacién en biologia reproductiva de Ae.

aegypti.

La reproduccién de Ae. aegypti se estudia en conjunto con el laboratorio Max Planck - UdeA,
las investigaciones desarrolladas en este laboratorio han dado a conocer aspectos como la
importancia de la acustica en la reproduccidon de los mosquitos, ensefiando que la
frecuencia emitida por el aleteo de las hembras funciona como localizador para los machos
(Montoya et al., 2021), o como influye la edad de los machos en la prevencion de eventos
de recdpula, obteniendo que, aunque la edad de los machos no tenga relevancia en la
fecundidad y fertilidad de las hembras, si afecta la capacidad de volver a aparearse con otros

machos (Agudelo et al., 2021).

3. Objetivos

3.1 Objetivo general

Determinar la edad de maduracién sexual de las hembras de Aedes aegypti.

3.2 Objetivos especificos

Brindar ayuda con el mantenimiento de colonias de mosquitos de la especie Aedes aegypti.



Definir la hora de eclosion de adultos de Aedes aegypti.

Identificar el tiempo post eclosidon necesario para que las hembras de Ae. aegypti vuelen.

Determinar la edad minima requerida por las hembras de Ae. aegypti para llevar a cabo la
copula evaluando la fertilidad y fecundidad de los huevos ovipositados por grupos de

hembras de diferentes rangos de edad.

4. Logros alcanzados

Adquiri habilidades para apoyar en la cria y mantenimiento de las colonias de mosquitos,
asi como para la implementacion de protocolos de emergencia de huevos y el seguimiento

de ciclos de vida.

Obtuve el conocimiento tedrico y practico en reproduccién de mosquitos, ademas de
aprender las diferentes metodologias usadas en este campo, incluyendo disecciéon de

drganos reproductivos y observacidn de esperma.

Se logré desarrollar la capacidad para planear proyectos y ejecutar experimentos,
actividades que permitieron responder a las preguntas formuladas en el laboratorio y cuya

importancia dentro del actuar cientifico es invaluable.

Desarrollé una metodologia que permitiera conocer datos sobre la biologia reproductiva de
Ae. aegypti como la hora de eclosidn de adultos, el tiempo post eclosidn necesario para que
las hembras de Ae. aegypti vuelen y la edad minima requerida por las hembras de Ae.

aegypti para llevar a cabo la cépula evaluando la fertilidad y fecundidad de los huevos



ovipositados por grupos de hembras de diferentes rangos de edad, datos que permitiran
tener mayor claridad del punto de partida para investigaciones sobre la reproduccién del

mosquito.

Se plasmdé como un area de alto interés la investigacion en reproduccion de vectores,
abriendo dentro de la entomologia médica, una posibilidad de postulacién laboral y

especializacion como postgrado.

5. Dificultades

El trabajar con organismos vivos requiere de tiempos especificos y una jornada casi continua
para la elaboracién de algunos experimentos, puesto que hay datos que se podrian obtener
incluso fuera de los horarios de jornada laboral. Como se pudo notar en los datos del
experimento de edad de emergencia de adultos, al llegar al laboratorio, incluso a primera
hora del dia, ya se encontraban adultos eclosionados que debian ser descartados por tener
incertidumbre de la hora de eclosidén, razén misma por la que no podian ser usados dentro

del experimento de tiempo de vuelo.

El entrecruzamiento de los horarios, ya que durante la pasantia hubo retrasos en el
desarrollo de actividades por practicas de campo, examenes y otras actividades propias de

la academia.



6. Resultados

6.1 Definir la hora de eclosidon de adultos de Ae. aegypti.

El ciclo de vida de Ae. aegypti consta de 4 estadios; 3 acudticos que son huevo, larva, pupa,
y 1 aéreo, el adulto; el tiempo de desarrollo de huevo a adulto tarda 14 dias
aproximadamente (Lucero et al., 2002). Aunque desde la bibliografia esta bien detallado el
desarrollo de Ae. aegypti durante cada uno de estos estadios, no hay conocimiento de la

hora de emergencia de los adultos del mosquito desde el estadio de pupa.

En el laboratorio, se individualizaron en tubos de ensayo las pupas de Ae. aegypti para
realizar seguimiento a la hora de eclosién de los adultos. Se realizé seguimiento activo de
72 pupas individualizadas desde las 9:00 h hasta las 21:00 h del dia cero y desde las 4:30 h
hasta las 12:00 h del dia uno, y obtuvimos que, en total, eclosionaron 46 hembras y 26
machos. Observamos una mayor eclosion de hembras aproximadamente a las 11:00 con 6
individuos y las 19:00 horas con 5, y de machos, aproximadamente a las 15:00 horas con 6

individuos (Figura 1).



Eclosion de adultos

NUMERO DE ADULTOS

9:30 10:30 10:50 11:34 11:40 12:50 13:20 13:22 13:47 14:51 15:30 18:50 19:40 20:20 4:50 11:00
Hora

hembras =——machos

Figura 1. Seqguimiento de eclosion de adultos de Ae. aegypti. Relacion entre el numero de adultos eclosionados y la hora a
la cual se observa la presencia de adultos en los tubos de ensayos donde estaban individualizadas las pupas. Linea naranja:
numero de hembras eclosionadas durante el tiempo de observacion. Linea azul: numero de machos eclosionados durante
el tiempo de observacion. Entre las 20:20 h del dia cero y las 4:50 h del dia uno no se realizé seguimiento a la eclosion de
adultos.

6.2 Identificar el tiempo post eclosidn necesario para que las
hembras de Ae. aegypti vuelen.

La observacion del vuelo de las hembras esta definida como la capacidad de sostenerse 3
segundos suspendidas en el aire. Esta definicidn que no esta soportada bajo ningun recurso
bibliografico, sin embargo, se resalta la importancia de que la hembra pueda sostener el
vuelo, ya que el sonido que emiten al volar actia como georreferenciador, permitiendo a
los machos de la especie identificarlas como hembras y conocer su ubicacién (Montoya et

al.,, 2021).

Tras el seguimiento de 28 hembras post eclosidn, se encontrd que en promedio las hembras
de Ae. aegypti tardan 2,9 horas en volar, con una desviacién de +2 h (Tabla 1). También, se

observé la relacion de cantidad de hembras que volaban con respecto al tiempo



transcurrido después de eclosionar, obteniendo que la mayoria emprende vuelo 1,5 horas

después de haber eclosionado (Figura 2).

Tabla 1. Sistematizacion de datos del tiempo post eclosion necesario para que las hembras de Ae. aegypti vuelen.

Observacion de vuelo de hembras

8

n hembras que vuelan
O R N W Hh U1 OO N O O

5
4
2 2 2
I I 1 1 I 1
0
H B |
0 min 49 min - 90 min 133 min 194 min 224 min 255 min 260 min 320 min 455 min

Tiempo que tardan en volar

Figura 2. Vigilancia de tiempo de vuelo post eclosion. Relacion ente numero de hembras que vuelan y el tiempo
que tardan en volar.



6.3 Determinar la edad minima requerida por las hembras de Ae.
aegypti para llevar a cabo la cépula evaluando la fertilidad y
fecundidad de los huevos ovipositados por grupos de hembras
de diferentes rangos de edad.

El estudio de la biologia de Ae. aegypti nos ha permitido tener conocimiento sobre su
fisiologia, considerando que los conocimientos sobre la reproduccién de este mosquito son
pieza clave para desarrollar estrategias de control poblacional que puedan ayudar a

combatir la transmision de enfermedades como el dengue, de la cual es vector.

Basados en vacios de informacidn existentes frente a la reproduccion de las hembras de Ae.
aegypti, se plantearon como objetivos identificar el tiempo post eclosidon necesario para
gue las hembras de Ae. aegypti vuelen y determinar la edad minima las hembras de Ae.

aegypti copulan.

El propésito de conocer la edad minima para la cépula es necesario para poder tener un
punto de partida sobre la edad idénea de los grupos o individuos que pueden ser sujetos
experimentales en el proceso de estudio sobre la biologia reproductiva del vector. Los datos
de edad minima se corroboraron haciendo ensayos de oviposicidn, donde se buscaba datar
la fertilidad, que es la cantidad total de huevos puestos por las hembras y fertilidad,

cantidad de larvas resultantes de la eclosién de los huevos ovipositados.

Se realizaron 4 ensayos de oviposicién (Huevos 1,2,3,4), permitiendo a las hembras poner
huevos para saber si la copula de machos con hembras de diferentes edades tenia
resultados exitosos. Aunque los grupos de hembras diferian en edad en el momento del
apareamiento, no se observaron diferencias entre el promedio de huevos ovipositados por

las hembras apareadas comparado con el grupo control, que estaba conformado por



hembras virgenes obtenidas bajo la misma metodologia de los otros grupos de oviposicidn

(Figura 3).
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Figura 2. Numero de huevos obtenidos segun la edad de las hembras. Huevos 1: huevos resultantes del ensayo 1 de
oviposicion. Los grupos de Huevos 1 se formaron con los siguientes n: 19, 27, 19, 12, 11, 20. Los grupos de Huevos 2,3y 4

son el resultado de réplicas del anterior ensayo de oviposicion. Los grupos de huevos 2 y 3 se conformaron con un n:25. Los
grupos de Huevos 4 n:21.

A pesar de que no hubo diferencia significativa en el nimero de huevos, en los grupos
menores de 19 horas ninguna de las hembras puso huevos fértiles (Figura 4). El dato de la
edad minima de produccién de huevos fértiles, a partir de las 19 horas de vida fue obtenido
al eclosionar los huevos de los grupos de oviposicion (Huevos 1,2,3 & 4). La fertilidad baja
puede deberse a que el esperma no llega realmente al tracto reproductivo de la hembra o
gue no haya habido cépula entre el macho y la hembra. Para probar esta ultima hipétesis,
se diseccionaron la bursa, y las espermatecas, observando que, en las hembras jévenes, de

entre las 6 h y 18 h de edad, no habia presencia de esperma en estas estructuras.
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Figura 3. Numero de larvas de cada grupo como indicativo de fertilidad. Larvas 1,2,3 & 4 son el resultado de la eclosion de
los huevos de los ensayos de oviposicion. En larvas 2, 3 'y 4 no se realizé eclosion del grupo control por la certeza de no
tener huevos fértiles al provenir de hembras virgenes.

7. Conclusiones

Los experimentos realizados en la reproduccidon de hembras de Ae. aegypti muestran que
la hora a la cual emergen las hembras adultas de Ae. aegypti es entre las 10:30 -11:00 h y
las 18:50 — 19:40 h. Tiempo a partir del cual tarda una hembra de la especie Ae. aegypti en
empezar a volar aproximadamente 2.9 £ 2 horas, con un minimo de 0.8 y maximo de 7.6

horas aproximadamente.

La edad minima a la cual una hembra de la especie Ae. aegypti se aparea teniendo la
capacidad de producir huevos fértiles es a partir de las 19 horas de vida. Con estos
resultados, se brindd apoyo al proyecto de identificacién de proteinas del fluido seminal,

dando a conocer la edad minima a partir de la cual se podrian aparear las hembras



experimentales marcadas con N15, ya que la alta mortalidad de las hembras usadas durante
el desarrollo de la investigacion impedia continuar con el protocolo de aparearlas con 4 dias

de edad.

La realizacion de un proyecto macro como el proyecto de identificacién de proteinas del
fluido seminal requiere de adquirir conocimientos previos, como saber cual es la edad

minima de apareamiento de las hembras.

La labor del bidlogo en un laboratorio de investigacion en reproduccién de insectos es una
tarea ardua y con altos requerimientos de rigurosidad; al trabajar con organismos vivos, el
horario es fluctuante, por lo que se necesita de total compromiso con el laboratorio,
ademas de que los procedimientos estan ya estandarizados en su mayoria y el factor de

error o de generar dafio en los equipos es alto con el mds pequefo descuido.

8. Recomendaciones

Dada la intensidad horaria relacionada a trabajar con organismos vivos, se recomienda no
tomar la pasantia junto con otras materias o actividades que puedan ocupar del tiempo del
estudiante. Para el estudiante interesado en la pasantia, ademas, se recomienda realizar
una investigacién con buenas fuentes bibliograficas sobre el ciclo de vida, mantenimiento y
reproduccién de Ae. aegypti, también, se puede apoyar con bibliografia basada en

organismos del género Drosophila.
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