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1. INTRODUCCIÓN 

Los mosquitos del género Aedes son importantes vectores de enfermedades 

virales, entre ellas Dengue, Zika, Fiebre Amarilla, Chikungunya y virus del Nilo 

Occidental. Como consecuencia del cambio climático y la globalización, entre otros 

factores, el área de distribución de los mosquitos de este género se está 

expandiendo. Se estima que cada año ocurren 390 millones de infecciones en 

humanos con el virus dengue, de las cuales 96 millones padecen algún nivel de 

severidad de la enfermedad (Bhattt et al., 2013). 

 

 

Los mosquitos hembra de este género presentan una alimentación hematófaga, es 

decir, los nutrientes que adquieren son de la sangre. A raíz de esto, pueden adquirir 

microorganismos patógenos como el virus dengue, la cual es una enfermedad viral 

infecciosa que posee cuatro serotipos genéticamente relacionados, pero 

antigénicamente diferentes con múltiples genotipos (OMS, 2009). Hasta ahora, no 

existe ningún tratamiento específico para el virus dengue. En México sólo se aplica 

una vacuna con licencia en el sector privado, la cual además presenta problemas 

de eficacia y riesgo de seguridad (Rabaa et al., 2017). Debido a lo anterior, se han 

generado estrategias de prevención, dedicadas a limitar la distribución del vector 

(Fig. 1), así como evitar que se transmita el virus. 

Figura 1. Distribución mundial de Aedes aegypti, Aedes albopictus y Aedes japonicus. Tomada de 

https://desinsectador.com/2016/02/07/mosquitos-invasores-aedes/ 

https://desinsectador.com/2016/02/07/mosquitos-invasores-aedes/
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Las técnicas más comunes que se utilizan en la erradicación de estos vectores 

consisten principalmente en la reducción de criaderos de mosquitos, los posibles 

sitios de oviposición, así como, sitios de crecimiento y acumulación de mosquitos 

adultos. Además, se utiliza el rociado de insecticidas en lugares con abundancia de 

mosquitos adultos que también reduce las poblaciones de mosquitos. No obstante, 

el uso de estos componentes conlleva repercusiones ambientales que dañan el 

medio ambiente, generan problemas en la salud humana y la afectación en las 

poblaciones de otros insectos benéficos (Kandel et al., 2019; Benelli et al., 2021). 

Por otra parte, la resistencia a los insecticidas por parte de las poblaciones de 

mosquitos va en aumento, principalmente debido a su constante uso descontrolado. 

Es por esto que recientemente, se han desarrollado estrategias alternas que 

permiten la reducción de poblaciones de mosquitos. Bian (2013) reportaron que 

mosquitos de Aedes aegypti infectados con Wolbachia, mejoran su respuesta 

inmune contra los arbovirus (virus de invertebrados). Ramyasoma (2020), mostró 

que generando mosquitos transgénicos se pueden reducir las tasas de infección 

por virus dengue, en Mexico se lleva acabo la vigilancia entomológica  de A. Aegypti 

lo cual consiste en medir y controlar las densidades poblacionales de este vector y 

la vigilancia entomovirológica la cual se basa en la búsqueda de partículas virales 

en mosquitos Aedes y Culex (González-Acosta & Cime-Castillo,2020). 

Por otra parte, se ha propuesto al "priming inmune" como una estrategia alterna 

para limitar la transmisión al virus dengue. Recientemente, Serrato y colaboradores 

(2018), mostraron en mosquitos adultos de A. aegypti un estado resistencia al virus 

dengue, sensibilizándolos previamente con virus dengue inactivado por luz UV, 

disminuyendo de este modo la replicación viral. A este fenómeno se le conoce como 

"priming inmunológico", que se define como la capacidad adquirida de los 

organismos para enfrentar a los patógenos con mayor eficiencia, después de una 

exposición a dosis subletales; se propone que es funcionalmente análogo a la 

memoria inmunológica en vertebrados (Claudio-Piedras & Lanz-Mendoza, 2016). 

Así mismo, Vargas y colaboradores (2020), indujeron el priming inmunológico 

desde el estadio larval, provocando una mejora en la respuesta inmune contra el 

virus dengue, limitando de esta manera su replicación viral y por lo tanto su 
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transmisión. Sin embargo, hasta ahora se desconoce si la descendencia de Ae. 

aegypti tiene la capacidad de generar la misma respuesta inmunológica, como la 

que tuvieron sus padres en un encuentro previamente con el mismo patógeno; este 

fenómeno se define como, "priming inmune transgeneracional" (TGIP; sus siglas 

en inglés) . Es por ello, que en este trabajo se tuvo como objetivo demostrar si el 

TGIP en el mosquito Ae. aegypti  es un fenómeno que actua contra el virus dengue
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2. MARCO TEÓRICO 

2.1 Modelo de estudio Aedes aegypti 

Aedes aegypti pertenece a la familia Culicidae del género Aedes (Tabla 1), su 

origen probable se dio en el cinturón Tropical de África. Su distribución latitudinal 

oscila entre los 35° norte y 35° sur, pero puede extenderse hasta los 45° norte y 

hasta los 40° sur; la altitud promedio de su hábitat es por debajo de los 1, 200 

metros sobre el nivel del mar (msnm), aunque se ha registrado en alturas alrededor 

de los 2, 400 msnm (Fernández et al., 1999).  

 

TAXONOMÍA 

REINO: Animalia 

FILO: Arthropoda 

CLASE: Insecta 

ORDEN: Diptero 

FAMILIA: Culicidae 

TRIBU: Aedini 

GÉNERO: Aedes 

SUBGÉNERO: Stegomyia 

 

ESPECIE: 

Ae. aegypti 

(Linnaeus, 1762) 

             

 

 

 

 

Tabla 1. Clasificación Sistemática del mosquito Aedes aegypti. (Salas, 1999)  
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2.2 Aspectos biológicos del mosquito Aedes aegypti 

Los mosquitos A. aegypti ovipositan en criaderos de agua limpia, reducida en 

oxígeno con bajo tenor orgánico y de sales disueltas, mediante la puesta de huevos 

en la superficie del cuerpo acuático a la altura de la interfase agua-aire. Los 

huevecillos miden menos de un milímetro de largo, son inicialmente de color blanco, 

y se tornan negros con el desarrollo del embrión, posterior a ese período, los huevos 

son capaces de resistir desecación y temperaturas extremas, sobreviviendo de seis 

a siete meses. Las larvas que emergen, inician un ciclo de cuatro estadios larvales 

(Fig. 2), creciendo a lo largo de tres mudas con una longitud inicial de 1 mm hasta 

llegar a los 6 o 7 mm en el cuarto estadio. Estas larvas poseen como caracteres 

morfológicos, espículas torácicas laterales quitinizadas, peine de escamas 

unilineales en el octavo segmento y un sifón en forma de oliva corta. Durante su 

desarrollo las larvas se alimentan de zoo y fitoplancton en donde habitan (Mora-

Covarrubias et al., 2010). 

 

Después del cuarto estadio, la larva comienza a secretar una cubierta por todo su 

cuerpo que finalmente la encierra y pasa al estadio de pupa (Fig. 2). Dentro de esta 

cubierta, la pupa deja de alimentarse, solo puede nadar con sus aletas caudales y 

dos sifones respiratorios en su cabeza que le permiten el intercambio gaseoso. En 

Figura 2. Esquema descriptivo del ciclo de desarrollo del mosquito A. aegypti, desde el huevo 

hasta el mosquito adulto. Tomada de (https://comercioyjusticia.info/blog/profesionales/sigue-alta-la-

presencia-de-larvas-de-aedes-aegypti-en-cordoba/) 

https://comercioyjusticia.info/blog/profesionales/sigue-alta-la-presencia-de-larvas-de-aedes-aegypti-en-cordoba/
https://comercioyjusticia.info/blog/profesionales/sigue-alta-la-presencia-de-larvas-de-aedes-aegypti-en-cordoba/
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el estadio de pupa, es necesario para llevar acabo los cambios en su cuerpo que le 

permitan su desarrollo a la etapa adulta.  

 

Figura. 3. Dimorfismo sexual de A. aegypti adulto. Los mosquitos machos cuentan con antenas más 
plumosas que las hembras y el gran tamaño de las hembras difiere del macho. Tomada de Fernández et al., 
1999. 

Generalmente, al emerger, el exoesqueleto del mosquito adulto deja la cubierta 

pupal durante el fotoperiodo, ya sea temprano por la mañana o crepuscular (Mora-

Covarrubias et al., 2010). El cuerpo del mosquito aun es suave, requiere por lo 

menos 24 horas para endurecerse y poder realizar vuelos largos (Mora-Covarrubias 

et al., 2010). La proporción de hembras y machos es aproximadamente 1:1 pero 

dependiendo de la temperatura, esta proporción puede variar (Fernández et al., 

1999). El macho se puede diferenciar de la hembra por presentar un tamaño menor 

y dos antenas plumosas (Fig. 3). La dieta del macho adulto se compone del néctar 

que obtiene de las flores y azúcares de frutos. Los machos copulan e inseminan a 

las hembras adultas para producir los huevos, la hembra adulta debe de 

alimentarse de sangre durante un ciclo gonotrófico tanto en condiciones de 

insectario y natural.  
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2.3 El dengue en México 

El dengue es una enfermedad febril aguda, este virus pertenece al género Flavivirus 

se compone de cuatro serotipos antigénicamente distintos, los cuales circulan 

periódicamente en áreas tropicales. Este virus es transmitido por mosquitos 

hembras principalmente de las especies Aedes aegypti y Aedes albopictus, siendo 

uno de los principales virus transmitidos por estos vectores (Torres et al., 2014). 

Durante las últimas décadas, el virus dengue ha representado un problema severo 

de salud pública. Según datos de la Organización Mundial de la Salud (OMS), casi 

la mitad de la población en los trópicos se encuentra en riesgo de contraer esta 

enfermedad, en donde las personas más afectadas son las que tienen mayores 

carencias en servicios de salud pública (Torres, et al., 2014). En la Figura 4, se 

muestra el panorama epidemiológico hasta el 2023 en las Américas según la 

Organización Panamericana de la Salud (PAHO, 2023.), se observa un aumento 

en el número de casos totales de fiebre por dengue, desde el 2010 hasta el 2021 y 

en la cual México cuenta con los cuatro serotipos del virus dengue (DENV) 

circulando.  

 

 

 

 

 

Figura 4. Casos reportados de fiebre por dengue en las Américas. Se muestra el número de casos de fiebre 

por dengue va en aumento desde el 2010. Datos obtenidos de https://www3.paho.org/data/index.php/en/mnu-

topics/indicadores-dengue-en.html 
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2.4 El Virus Dengue 

Es un virus que se encuentra clasificado en el cuarto grupo según la clasificación 

de Baltimore, por presentar una cadena monocatenaria de RNA de polaridad 

positiva (+), presenta una membrana lipídica icosaédrica, la única hebra de RNA 

codifica para un polipéptido, que contiene tres proteínas estructurales y siete 

proteínas no estructurales, las cuales intervienen en los procesos de ensamblaje y 

replicación viral (Velandia et al., 2010). 

 

 

Las proteínas estructurales son la Cápside, Pre-Membrana y de Envoltura. La 

proteína de la Cápside (C) consiste de cuatro hélices alfa, la tercera y cuarta hélice 

anclan la proteína a la membrana del retículo endoplasmático. La primera hélice 

situada en el extremo N-terminal de la proteína, posee aminoácidos de carácter 

básico que hace que se una fuertemente con el ARN genómico. La segunda hélice 

recluta pequeñas gotas lipídicas que promueven la formación de la partícula viral. 

La proteína prM (pr; pre membrana) y M (membrana), participan en conjunto para 

la maduración del virus. La proteína de envoltura (E) se distribuye en toda la 

Figura 5. Esquema de la organización del genoma del virus dengue. A) RNA genómico del virus del 

dengue. B) Sitios en los que se encuentran distribuidos las pares de bases de las proteínas del virus 

dengue antes de ser traducidas a proteínas. C) Distribución de la poliproteína del virus dengue en el 

retículo endoplasmatico de una célula blanco. (Bartenschlager & Miller, 2008). 
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superficie del virus y es determinante para la interacción entre el virus y las células 

blanco que favorecen la endocitosis del virus (Fig. 5C). 

Además, el virus dengue contiene siete proteínas no estructurales: NS1, NS2A, 

NS2B, NS3, NS4A, NS4B y NS5, las cuales están involucradas en la replicación y 

en el ensamblaje viral. La proteína NS1 puede estimular al sistema inmunitario del 

hospedero, pues se ha demostrado que en suero de pacientes infectados con virus 

dengue, atrae la presencia de inmunoglobulinas y estimula la lisis mediada por el 

complemento. La proteína NS2 promueve el ensamblaje y la replicación viral. La 

proteína NS3 actúa hidrolizando los complejos no estructurales, dependiendo de su 

asociación con la proteína NS2B que le confiere estabilidad proteolítica. Se sabe 

poco sobre las proteínas NS4A y NS4B, sin embargo, se ha reportado que están 

implicadas en la degradación de la membrana de la célula diana y que NS4B está 

asociada en la replicación viral promoviendo la envoltura del virión. La proteína NS5 

es multifuncional, ya que posee actividad enzimática de metiltransferasa, es 

responsable del capping y de la metilación del extremo 5´, lo que permite que el 

RNA viral no sea degradado por RNAsas que se encuentran en el citosol de la 

célula huesped. Además, la proteína NS5, tiene actividad de RNA polimerasa 

dependiente de RNA viral (Velandia et al., 2010; Fig. 5A). 
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2.5 Replicación viral 

El virus dengue tiene dos tipos de replicación, el ciclo lítico que permite utilizar la 

maquinaria de la célula del hospedero y destruirla; mientras que en el ciclo 

lisogénico el genoma del virus se introduce en el genoma celular hasta que algún 

tipo de estrés lo active continuando con la replicación viral. Una vez que la proteína 

de envoltura interactúa con los proteoglicanos que se encuentran en la membrana 

celular, se dará inicio a la endocitosis a través de la membrana, favorecido por las 

clatrinas, lipoproteínas cuya única función es recubrir al virión. Posteriormente, se 

forma el endosoma, el cual se fusiona con el lisosoma, acidificando el pH de la 

vesícula, esto favorece la exposición y el anclaje, liberando la nucleocápside al 

citoplasma (Fig. 6; Bartenschlager & Miller, 2008; Velandia et al., 2010). 

En el momento en el que la nucleocápside se encuentra libre en el citoplasma, se 

da inicio a los procesos de replicación del genoma viral. La síntesis de la 

poliproteína se lleva a cabo en el retículo endoplásmatico con asistencia de 

proteasas celulares y la actividad de la proteína NS3, liberando así a las proteínas 

estructurales y no estructurales (Velandia et al., 2010). Una vez separadas las 

proteínas, se lleva el proceso de ensamblaje de las proteínas estructurales (M, PrM, 

E) en el retículo endoplásmico rugoso. Posteriormente, la enzima furinasa se 

encarga de madurar al virión en el aparato de Golgi, provocando que el virus sea 

liberado fuera de la célula mediante exocitosis (Bartenschlager & Miller, 2008).  
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Figura 6. Diagrama del ciclo viral intracelular del virus del dengue y la localización subcelular 

de cada uno de los eventos.1) Unión del virus a la membrana celular. 2) Virus endocitado mediante 

receptores. 3) Liberación del RNA viral. 4) Replicación del RNA y translocación al RE. 5) Maduración 

en el citosol celular. 6) Liberación del virus al medio. Tomado de Bartenschlager & Miller, 2008. 

 

uno de los eventos. 
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2.6 SISTEMA INMUNOLÓGICO EN EL MOSQUITO 

2.6.1 Respuestas inmunitarias en el mosquito 

Los mosquitos presentan una respuesta inmune innata que consiste en un sistema 

humoral y celular capaz de defenderse contra patógenos que les pueden ocasionar 

daño. En A. aegypti se encuentra como primera línea de defensa una barrera física 

como el exoesqueleto de quitina, posteriormente el cuerpo graso y la matriz 

peritrófica, que están compuestas de fibrillas y glicoproteínas de quitina, su función 

primordial es impedir la entrada de patógenos que puedan alterar la integridad del 

organismo. En la respuesta de la inmunidad humoral, se liberan especies reactivas 

de oxígeno y nitrógeno, propiciando daño oxidativo, esta respuesta inmune se inicia 

a tráves de la unión de Patrones Moleculares Asociados a Patógenos (PAMPs) y 

los Receptores de Reconocimiento de Patógenos (PRRs), induciendo la síntesis de 

genes efectores como los péptidos antimicrobianos (PAMs). Por ejemplo, las 

Defensinas ricas en cisteínas, las Cecropinas, Gambicinas, Atacinas, entre otros 

(Saraiva et al., 2016). Los PAMs se unen en la membrana de los patógenos para 

desestabilizar la membrana plasmática. Por otra parte, también se liberan otras 

cascadas enzimáticas como la Pro-fenoloxidasa, la cual favorece la melanización 

de los patógenos (Hillyer et al., 2010; Fig. 7). 
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 En la respuesta inmune celular es responsable la actividad fagocitica mediada por 

los hemocitos presentes en la hemolinfa del mosquito como lo muestra la Figura 8, 

induciendo la degradación del organismo invasor por medio de lisozimas. La 

fagocitosis es un proceso con dos objetivos; la defensa de invasores externos por 

ingestión, la eliminación de agentes intrusos, homeostasis y remodelación tisular 

de las células dañadas. Se ha demostrado que la fagocitosis de cuerpos 

apoptóticos prepara a los hemocitos para que se vuelvan reactivos a las señales 

de daño. Otro mecanismo de defensa celular es la encapsulación, cuyo objetivo es 

eliminar los parásitos multicelulares demasiado grandes para ser fagocitados. Los 

hemocitos implicados en este proceso, se adhieren entre si y sobre la superficie de 

las partículas extrañas, a través de moléculas de adhesión formando capas 

celulares, cuando la encapsulación está completamente formada, los hemocitos 

inician un proceso de melanización de la cápsula y esto tiene lugar a la activación 

de la Pro-fenoloxidasa (Melillo et al., 2018). 

 

Figura 7: Diagrama de flujo de la respuesta inmune celular y humoral en los mosquitos.  Cada una 

de las respuestas inmunitarias esta iniciada por receptores de reconocimiento de patrones (PRRs) y los 
factores que conducen a la muerte celular. Tomado de Hillyer (2010). 
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Figura 8: Hemócitos vivos de A. albopictus observados en Cámara de Neubauer a través da microscopia de 
luz. A) Todos los tipos celulas, B) Prohemócito (PR), C) Adipohemócito (AD), D) Granulócito (GR), E) Oenocitóide (OE), 
F)Trombocitóide (TR), G) Oenocitóide y Prohemócito. Barras = 25μm. Tomado de Rocha et al., 2011. 
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2.6.2 Respuesta inmunológica antiviral en mosquitos 

Generalmente, los mosquitos A. aegypti adquieren el virus virus a través de la 

alimentación de sangre infectada, una vez que el virus ingresa al intestino del 

mosquito, comienza su replicación viral, esto tiene como consecuencia la activación 

de vías inmunitarias como las vías de señalización de Jak-Stat, Toll e IMD (Fig. 9), 

así como las vías de RNA de interferencia (RNAi) (Fig. 10). Se ha reportado en el 

mosquito que a los diez días post-infección con virus dengue, las especies reactivas 

del oxígeno (ROS) se suprimen, pero se mantienen los efectores de las vías Toll y 

Jak-Stat (Mukherjee et al., 2019). 

La activación de la vía de señalización Toll requiere la unión del ligando derivado 

del virus por los PRRs, los cuales promueve la fosforilación de proteínas como 

Relish 1 (REL 1) que actúa como un factor de transcripción para genes que 

codifican péptidos antimicrobianos (PAMs). Xi y colaboradores (2008), mencionan 

que la activación de la vía de señalización inmune Toll está fuertemente regulada 

por Rel 1 a tráves de la activación de diversos PRRs y sus péptidos antimicrobianos 

tras una infección por virus dengue. 

La vía de señalización IMD, también se activa mediante la unión a los receptores 

de membrana, provocando que se activen dos segmentos, las quinasas C-Jun N-

terminal (JNK) y Relish 2 (REL 2); cuando REL 2 se fosforíla y se libera, permite la 

entrada al núcleo para sintetizar los PAMs. 

La vía Jak-Stat es una vía de señalización inmune innata de insectos 

caracterizada en Drosophila melanogaster, se activa mediante la unión de 

diferentes ligandos promoviendo la dimerización del receptor, lo que permite la 

fosforilación de las quinasas, liberándolas y permitiendo que lleguen al núcleo 

hacia los genes efectores de los PAMs (Mukherjee et al., 2019), Souza-Neto y 

colaboradores (2009), realizaron un silenciamiento genético mediado por ARNi del 

regulador negativo PIAS de la vía Jak-Stat o los reguladores positivos Hop y 

Dome, la ausencia de ambos reguladores condujo a un aumento en la infección 

por dengue a los tres días post-infección.  
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Figura 9. Vías de inmunidad antiviral en mosquitos Aedes aegypti. Vía Toll: el virus es reconocido por un receptor 

citoplasmático desconocido. La citocina pro-spleatzle se escinde a la citocina spleatzle activa y se une al receptor de 

Toll. Las proteínas adaptadoras se incorporan al receptor Toll. El regulador negativo de cactus se degrada y liberá el 

dímero Rel1, para poder trasladarse al núcleo. El dímero Rel1 actúa como factor de transcripción  de genes regulados 

por Toll que sintetíza a los péptidos antimicrobianos (PAMs) (cecropina y defensina). Vía IMD: el virus se une a un 

receptor transmembrana de la célula y divide la vía en dos segmentos. Un segmento activa la vía JNK y fosforila Rel2. 

Otro segmento recluta otras proteínas adaptadoras, del dominio de muerte asociado a fas (FADD) y proteína similar 

a ced-3 / Nedd2 relacionada con la muerte (DREDD) para escindir el dominio fosforilado C-terminal de Rel2, escindido 

se traslada al núcleo y transcribe PAMs y una proteína secretora llamada Vago. Vía JAK-STAT: esta vía es activada 

por una proteína similar a una citocina de una célula o por el ligando Upd de JAK-STAT conservado. Vago se secreta 

a partir de células infectadas cercanas, se une a un receptor desconocido, y recluta la quinasa HOP ( Rocha et al., 

2011)  De manera similar, los receptores Dome se unen a Upd y la fosforilación del receptor, se produce a través de 

la quinasa HOP. El receptor fosforilado es un sitio de acoplamiento para STAT, la fosforilación STAT conduce a la 

dimerización. El dímero STAT se transloca al núcleo y generando genes efectores del DENV, denominados  factores 

de restricción del virus del dengue (DVRF). DVRF 1 es el receptor transmembranal de la vía y DVRF 2 reconoce al 

virus por los dominios anticongelante y alérgeno. El dominio del alérgeno se ha reportado en el gen inmune MDL1 del 

receptor de reconocimiento de patrones (PRR) de Anopheles gambiae. Se sabe que el gen inmune MDL1 tiene 

actividad anti-plasmodium. Por lo tanto, DVRF2 podría ser un PRR y participar en el reconocimiento de DENV (Souza-

Neto et al., 2009).  Esquema tomado de Mukherjee (2019). 
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2.6.3 La vía de RNA interferente en mosquitos 

Existen diferentes tipos de silenciamientos de RNA viral, cuyas diferencias se basan 

principalmente en la naturaleza de los complejos efectores (Vázquez et al, 2006). 

Se dividen en tres vías: siRNA (small interference RNA), miRNA (micro RNA) y 

piRNA (piwi RNA).  

 La vía de los siRNA, se activa cuando el RNA viral se replica formando una doble 

cadena de RNA (dsRNA) o cuando este es adquirido del exterior de manera 

exógena, promoviendo que las proteínas como Dicer 2 y R2D2 detecten estos 

dsRNA para que se active el Complejo de Silenciamiento Inducido por ARN (RISC, 

por sus siglas en inglés), cortándolo en 21 a 23 nucleótidos, que posteriormente 

son degradados por la proteína Argonauta 2 (Fig. 10A).  

En la vía de los miRNAs, se transcriben desde el genoma del hospedero miRNAs 

primarios (pri-miRNAs), después la ribonucleasa Drosha madura al pri-miRNA, ya 

fuera del núcleo los pri-miRNA se vuelven miRNAs precursores (pre-miRNAs) que 

tiene un tamaño aproximadamente de 70 pares bases (pb). Los pre-miRNAs son 

escindidos en el citoplasma, donde Dicer 1 los lleva al complejo RISC y son 

cortados en pequeños fragmentos (Fig. 10B).  

En el mecanismo de la vía de los piRNA durante una infección viral, el ARN viral es 

procesado por las proteínas PIWI1, PIWI5 y PIWI6 para formar un piRNA primario. 

Este piRNA primario puede sufrir un bucle de amplificación del tipo ping-pong para 

producir un piRNA secundario dependiente de Argonauta 3 (Fig. 10C). 
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Figura 10. Esquema de las vías antivirales a través de los RNAi. siRNA (small interference RNA), miRNA (micro 
RNA) y piRNA (piwi RNA). A) siRNA, se activa cuando el dsRNA derivado del virus es reconocido y escindido por el 

complejo Dcr2 y r2d2 en aproximadamente 19-21 pb. Los dúplex de ARNip se cargan en RISC (complejo de 
silenciamiento inducido por ARN), que degrada la hebra del virus . La señal de siRNA o el siRNA del virus entra a la 
célula vecina no infectada a través de una unión gap o puente citoplasmático. Liberación de dsRNA viral de la célula 
infectada es absorbida por las células, lo que proporciona inmunidad adaptativa por parte de la vía de siRNA. B) 
miRNA: miRNA primarios (pri-miARN) se transcriben del genoma del huésped, que es escindido por la proteína 

nuclear Drosha en precursores de miARN (pre-miARN) de aproximadamente 70 pb de longitud, que luego se 
transportan al citoplasma, donde se escinden aún más por Dicer en 21 -23 pb de miARN de longitud. Por otra parte, 
el ARN viral, que forma estructuras secundarias en horquilla, también es escindido por Dicer para generan ARN viral 
pequeño, similar a microARN y se cargan adicionalmente  en RISC. La Infección viral también Influye en la producción 
de transcripciones inmunes del huésped y otras transcripciones celulares. La traducción de estas transcripciones 
también están moduladas por los miARN del huésped o los ARN pequeños virales similares a microARN. Esto resulta 
en la regulación hacia arriba o hacia abajo de las moléculas inmunes  y otras proteínas celulares del hospedero, que 
puede regular positiva o negativamente la replicación viral en la célula huésped. C) piRNA: Durante la infección viral, 

el ARN viral es procesado por las proteínas PIWI, PIWI5 y PIWI6, para formar el piRNA primario. Este piRNA primario 
puede sufrir un bucle de amplificación de tipo ping-pong para producir piRNA secundarios dependiente de Ago3. 
Además, el ARN viral también se transcribe de forma inversa para formar ADN viral (vDNA). Estas transcripciones 
derivadas de vDNA sirven como precursores adicionales para la producción de piRNA viral. La integración genómica 
de vDNA podría ocurrir. La integración en la línea germinal conduce a la formación de un elemento no retroviral 
endógeno. Tomado de Mukherjee (2019).  

 



26 
  

2.6.4 Priming inmunológico en insectos 

El "priming inmunológico", se define como la capacidad de un individuo de 

intensificar o mejorar su respuesta inmune contra un patógeno después de haber 

recibido un estímulo previo (ya sea patógenos muertos por calor, dosis subletal, 

inmunógeno, daño, etc.). Este fenómeno se considera análogo a la inmunidad 

adaptativa de los vertebrados, debido a que los invertebrados carecen de la 

maquinaria que se requiere para generar una respuesta inmune adaptativa (Little & 

Kraaijeveld, 2004; Sadd & Schmid-Hempel, 2009). Un ejemplo de este fenómeno 

es el trabajo que realizo Wu-Gongqing (2014), quién reportó la sensibilización de 

las larvas de Galleria mellonella con perlas de dextrano, potenciando su sistema 

inmune y promoviendo una mejor encapsulación de patógenos. Otro estudio 

demostró que la inmunización de las larvas de Bombyx mori con bacterias 

Photorhabdus luminescens y Bacillus thuringiensis muertas por calor, mejoran su 

respuesta inmune contra los mismos patógenos ante un segundo encuentro con 

una dosis letal. Hernández-Tablas (2017), demostró que la sensibilización de 

Anopheles albimanus contra Plasmodium bergei, promueve una mejora en la 

velocidad de la respuesta inmune, liberando una mayor cantidad de especies 

reactivas de oxígeno. Milutinović & Kurtz (2016) construyeron un árbol filogenético, 

en el cual se reportan a los organismos estudiados  en diversos trabajos de priming 

inmunológico en invertebrados, considerando los métodos de infección, los 

patógenos utilizados e incluso si se genera una memoria inmunológica (Fig. 11). 

 

 

 

 

 

 

 

https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Wu+G&cauthor_id=24772535
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Figura. 11. Árbol filogenético de la fenología actual de la memoria inmune inducida en 

invertebrados. En azul se indica la memoria inmune por parásitos y el rechazo de injerto de tejido en color gris, con 

algunos de los que se discuten actualmente mecanismos hipotéticos subyacentes en color naranja. En algunos 

phylum, se han identificado moléculas candidatas para la memoria inmune, no obstante, el mecanismo de la memoria 

inmune en sí mismo aún no ha sido descrito. Los estudios que utilizan una herida séptica para el priming inmune; por 

ejemplo, un pinchazo o inyección de antígenos, penetración cuticular por hongos o trematodos e infección por 

parasitoide, se indican con una jeringa; mientras que el priming inmune por vía oral está indicado por un círculo. El 

asterísco en el número de referencia respectivo indica que no se encontró evidencia de memoria inmune en ese 

estudio en particular. Tomado de Milutinović & Kurtz, 2016). 
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3. ANTECEDENTES 

3.1 Priming inmunologico en Aedes aegypti contra el virus dengue  

Estudios recientes han demostrado que los mosquitos A. aegypti son capaces de 

mejorar su respuesta inmunológica a travez del priming inmunológico en contra el 

virus dengue. Serrato-Salas y colaboradores (2018), observaron una disminución 

en la replicación del virus (intestinos y carcasa) en mosquitos que fueron 

previamente infectados con virus dengue inactivo (priming), en comparación con 

mosquitos que no tuvieron un contacto previo con el virus (DENV)(Fig. 12).  

 

 

 

 

 

Figura 12. Cuantificación de Unidades Formadoras de Focos (UFF) en intestino medio y carcasa de 

mosquitos adultos individuales con y sin priming inmune. Mock (mosquitos que se alimentaron con 

sangre sin infectar); Priming (mosquitos que se estimularon previamente con sangre y virus inactivo y un 

segundo reto con virus activo), Denv (mosquitos que no fueron infectaros previamente con virus inactivo y 

un segundo reto con virus activo) (Serrato-Salas et al.,2018). 



29 
  

Por otra parte, Vargas y colaboradores (2020) mostraron que en A. aegypti, se 

puede inducir un estumulo inmunológico desde el estadio larval con virus dengue 

inactivo (1° reto), sin embargo se infecto con virus dengue activo desde la etapa de 

adulto y se recolectaron excretas a los 2, 7 y 14 días post segundo reto (2º reto). 

Se determino que el grupo priming (Pr) obtuvo una respuesta inmunológica 

mejorada ante un segundo reto con virus dengue, tras estar expuestos previamente 

con virus inactivo tratado con luz UV (Kladwang et al., 2012 ) en el estadio larval; 

en comparación con el grupo no priming (UnPr), los cuales no tuvieron un primer 

reto con el virus inactivo en las larvas y el grupo control (Crtl) que representa 

mosquitos que no tuvieron un contacto previo con el virus tanto en las larvas como 

en los adultos (Fig. 13).  

 

 

 

 

Figura 13. Carga viral del virus dengue detectado en excretas individuales de mosquitos infectados 

a los 2, 7 y 14 días post-2º reto. Los tratamientos están representados por color rojo como el grupo priming 

(Pr), color azul representa el grupo no priming (UnPr) y el color negro se representa el grupo control (Crtl) 

(Vargas, et al., 2020). 

 



30 
  

 

 

En este estudio, los autores sugieren que la vía de RNA interferente (RNAi) 

probablemente esté involucrada, ya que midieron la expresión relativa de DCR-2, 

AGO-2 y R2D2 en larvas, pupas y mosquitos adultos después de una exposición 

con virus dengue inactivo tratado con luz UV (Fig.14). Se observó la sobreexpresión 

de AGO-2 en la etapa de pupa después del primer reto con dengue inactivo en 

larvas. 

 

 

 

  

El mejoramiento de la respuesta inmune de los mosquitos A. aegypti debería 

conducir a la eliminación o reducción de la carga viral, haciendo que los mosquitos 

sean menos susceptibles a transmitir los arbovirus.  

Actualmente, el conocimiento sobre la respuesta inmune antiviral en insectos sigue 

siendo limitado, sin embargo, se sugiere que este priming inmunológico puede 

heredarse a la siguiente generación.  

Figura. 14. Expresión relativa de DCR-2, AGO-2 y R2D2 en larvas, pupas y mosquitos adultos después 

de exposición con dengue inactivo con luz UV en estadio larvario durante 24 horas (Vargas, et al., 2020). 
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3.2 Priming inmune transgeneracional en los invertebrados 

El Priming inmune transgeneracional (siglas en ingles “TGIP”), se define como la 

transferencia de memoria inmunitaria de un padre previamente inmunizado a la 

descendencia y las siguientes generaciones (Melillo et al., 2018); esto puede 

resultar en la protección de la descendencia de encuentros repetidos con 

patógenos, que persisten de generación en generación (Tetreau et al., 2019). 

Existen estudios que han demostrado TGIP en invertebrados. Barribeu (2016), 

demostró que sensibilizando a reinas de abejorros Bombus terrestres con la 

bacteria Arthobacter gobliformis, mostraban en su descendencia una mejora de la 

respuesta inmune, teniendo una expresión aumentada de genes inmunitarios (Fig. 

15), en comparación con sus madres abejas reyna que tuvieron una exposición 

previa con la bacteria inactivada. 

 

 

Figura 15. Expresión basada en los datos del RNAseq de abejas reinas retadas y obreras (F1). Se 

muestra la expresión de genes de abejas reinas e hijas (obreras) de la reina sin sensibilizar, expuestas 
directamente a bacteria, todos los genes expresados diferencialmente significativa (Tomado de Barribeau, 

2016). 
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En otro estudio, se demostró que inmunizando a las madres del crustáceo 

planctónico Daphnia magna con bacterias inactivadas por calor de Pasteuria 

ramosa, se obtiene una mejora de la respuesta inmune, el cual es heredado a la 

siguiente generación. Little (2003), mostraron que sensibilizando a D. magna, con 

retos homólogos y heterólogos, utilizando dos diferentes cepas de Pasteuria 

ramosa (cepa A y G; Fig. 16), la descendencia obtuvo un aumentó en el número de 

individuos vivos a través de las generaciones retadas con la cepa A, sugieriendo 

que por ser un organismo monoclonal y al tener un tiempo de vida tan corto existe 

una alta recombinación genética, la cual producen adaptaciones en contra de las 

otras cepas, consecuentemente promueve la proliferación de células inmunitarias 

nuevas (Hemocitos), preparadas para una infección secundaria (2do Reto) (Little et 

al., 2003; Fig.16). 

 

 

Figura 16. Número de descendientes acumulados de D. magna expuesta a diferentes cepas 
de P. ramosa. Los retos homólogos fueron entre la misma bacteria y misma cepa, en cuanto a 

las infecciones heterólogas fueron entre la misma bacteria y diferente cepa. Los hospederos con 
desafíos homólogos tienen un rendimiento reproductivo más alto que los hospederos de desafíos 
heterólogos. "Transferencia materna de la inmunidad específica de la cepa en un invertebrado" 
(Little et al., 2003). 
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Por otra parte, se ha demostrado TGIP contra virus de ARN. Mondotte y 

colaboradores (2020), demuestraron el efecto de TGIP en la mosca de la fruta 

Drosophila melanogaster. Para constatar este efecto, sensibilizaron a las moscas 

con virus Sindbis recombinante (SINV), que metaboliza un plásmido de renilla 

luciferasa. Posteriormente, retaron las moscas de la generación F1 con SINV. Los 

autores mostraron una reducción de la infección del virus a través de la actividad 

de la luciferasa y de partículas virales infectivas en la generación F1 (Fig. 17), en 

comparación con el grupo control (sin reto inmune previo). Además, se observó que 

esta inmunidad se prolongó a través de 20 generaciones, pero disminuye hasta la 

generación 30 (Fig. 18). También se mostró el mismo efecto con diferentes virus de 

ARN, demostrando la existencia de TGIP antiviral dependiente de ARN, 

independiente de la vía de ARNi, ya que estimularon las moscas con una proteína 

mutante Dicer 2 (proteína nula; Pham et al., 2004), la cual está involucrada en la 

maquinaria de ARNi. Posteriormente, en la generación F1 retaron con SINV, el cual 

no mostró un cambio significante con respecto al grupo control. Los autores 

sugieren que el TGIP puede ser desencadenado, debido a la incorporación de 

elementos virales endógenos dentro del genoma. 

 

 

Figura. 17.Cuantificacion de la replicación viral en Drosophila melanogaste mediante ensayos de 

placa lítica y Actividad luciferasa. Cuantificación de la actividad de la luciferasa usando el gen reportero 

de luciferasa de Renilla (RLU), de moscas hijas (F1) de madres inmunizadas (SINV/SINV) y no 

inmunizadas.Tomada de Mondotte (2020). 
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Además, ,mostraron TGIP en el mosquito A. aegypti con virus Chikungunya 

(CHIKV), un arbovirus de ARN monocatenario de sentido positivo. Al igual que el 

experimento anterior, los mosquitos fueron alimentados con sangre no infectada.; 

posteriormente, eclosionaron los huevos de la F0 previamente inmunizados. Los 

mosquitos de la F1, fueron retados con CHIKV en la etapa adulta, dos días después 

de la infección, se cuantificó la carga viral por mosquito individual, mediante 

ensayos de placa lítica. Se observó una disminución de las particulas virales 

infectivas en mosquitos de madres inmunizadas (CHIKV/CHIKV), en comparación 

con el grupo control (Mock inf / CHIKV). Los autores sugieren que la presencia y 

funcionamiento de TGIP en mosquitos Aedes aegypti, no es una característica 

única de D. melanogaster sino un mecanismo antiviral general heredado entre los 

insectos (Fig. 19). 

Figura 18. Efecto prolongado del TGIP en D. melanogaster a partir de la generación F1. 

Cuantificación de la expresión de luciferasa de Renilla (SINV-R) para varías generaciones (F2-F30) 

mediante el sistema indicador basado en el virus Sindbis (SINV). (Tomada de Mondotte,2020). 
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Sin embargo, hasta ahora no se ha mostrado TGIP contra del virus dengue en el 

mosquitos A. aegypti.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura. 19. Cuantificación de particulas virales infectivas mediante el ensayos de placa lítica. 

Cuantificación de particulas virales (UFP/ml) para mosquitos individuales mediante ensayos de placa de 2 a 3 

días después de la infección viral de hijos de madres mosquitos (F0) con priming (CHIKV / CHIKV) o por 

mosquitos F0 sin priming (Mock inf / CHIKV) A) Mosquitos inmunizados mediante micro-inyección, B) 

Mosquitos inmunizados mediante sangre infectada con CHIKV. (Tomada de Mondotte,2020). 
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4. JUSTIFICACIÓN 
Debido a la problemática que existe en salud pública con respecto a la 

enfermedad del virus dengue (VD), es necesario generar estrategias 

alternativas de control biológico para disminuir su transmisión. Es por ello que, 

la evidencia del priming inmune (IP) en Aedes aegypti contra el VD y CHIKV, 

pudiera ser una estrategia alternativa para evitar o limitar su transmisión de 

estos arbovirus. Sin embargo, se desconoce si la protección al VD en A. aegypti, 

es capaz de transmitirse a la progenie. Por tal motivo en este estudio, se 

pretende evaluar si existe evidencia de priming inmune transgeneracional 

(TGIP) contra el VD, el cual nos permitirá generar conocimiento para facilitar el 

manejo de las poblaciones naturales de mosquitos infectados e inducir una 

mejor respuesta inmunitaria que limite la replicación y diseminación viral,  

promoviendo la disminución de la tasa de transmisión. 

 

5. HIPÓTESIS 

La inducción del priming inmunológico en el mosquito Aedes aegypti contra el virus 

dengue, será capaz de transmitir un estado de mejora inmunitaria en la progenie 

del mosquito ante el mismo patógeno.  

6. OBJETIVO GENERAL 

 Evaluar el estado de mejora inmunitaria en la descendencia del mosquito 

Aedes aegypti provenientes de madres inmunizadas  contra del virus dengue 

serotipo 4. 

7. OBJETIVOS PARTICULARES 

 Eclosionar huevos de Aedes aegypti provenientes de madres previamente 

inmunizadas contra el virus dengue serotipo 4 . 

 Evaluar la carga viral de la progenie (F1) de mosquitos provenientes de 

madres previamente inmunizadas con virus dengue (F0). 

 Evaluar la expresión relativa de los transcritos de marcadores de la 

respuesta inmune de la progenie de mosquitos de A. aegypti (F1), de madres 

previamente inmunizadas con virus dengue (F0). 
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8. METODOLOGÍA 

 8.1 Mantenimiento de la colonia de mosquitos Aedes aegypti cepa 
Rockefeller 

Para el mantenimiento de la colonia de mosquitos, se hirvió 500 ml de agua potable 

en un matraz, disminuyendo la cantidad de oxígeno posible, posteriormente, se dejó 

enfriar a temperatura ambiente (22° C). Se colocaron huevecillos de mosquito de 

Aedes aegypti cepa Rockefeller dentro del matraz para su eclosión (Fig. 20A). Se 

separaron en grupos de 200 larvas en palanganas de plástico con dos litros de agua 

potable (Fig, 20B), manteniendo las condiciones de temperatura entre 26° - 28°C y 

una humedad relativa de 60 a 80 %.  

El cambió de agua se realizó diariamente y se alimentó a las larvas dependiendo 

los días que hayan transcurrido después de su eclosión (Apéndice 1). Al llegar al 

estadio de pupa, estas fueron separadas en recipientes de plástico, manteniéndolas 

hasta emerger como mosquito adulto, posteriormente estos fueron alimentados con 

sacarosa al 10%. 

 

 

Los mosquitos adultos de cinco días post-emergencia fueron alimentados con 

sangre de conejo en alimentadores de vidrio previamente estériles, los cuales se 

Figura 20. Eclosión de huevos y mantenimiento de larvas del mosquito Aedes aegypti. A) Huevos de 

mosquito Aedes aegypti siendo eclosionados en un matraz con agua previamente hervida.  B) Palanganas con 

larvas recién eclosionadas. 
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les colocó una membrana de Parafilm para simular la piel. Posteriormente, los 

alimentadores fueron conectadas a un recirculador de agua a una temperatura de 

37 °C durante 1 hora (Fig. 21A y B). 

 

 

 

8.2 Mantenimiento de células Aag2 y LLC-MK2 

La línea celular Aag2 de origen embrionario proveniente de mosquito Aedes 

aegypti, fue propagada en 4 ml de medio Schneider (Caisoon Labs) y suplementada 

con 10 % de suero fetal bovino (SBF; BYproductos), las células fueron  mantenidas 

y sembradas en una caja de cultivo de 25 cm². Se dejaron incubando a 28 °C hasta 

que se obtuvo una confluencia celular del 80% para realizar un pase celular o 

infección viral. Las células de LLC-MK2 son de origen epitelial provenientes de riñón 

de mono, fueron resuspendidas en 4 ml de medio MEM (Minimum Essential 

Medium; Gibson) y suero fetal bovino al 10% (SBF; BYproductos) y sembradas en 

cajas de 25 cm². Se dejaron incubar a 37º C a 5% CO2 hasta que se obtuvo una 

confluencia celular del 80%, para posteriormente realizar un pase celular o una 

infección viral. 

 

 

Figura 21. Mosquitos adultos de Aedes aegypti mediante alimentación sanguínea. A) Alimentadores 

con sangre de conejo conectados a un recirculador. B) Mosquitos alimentándose con sangre de conejo a 

través de la malla tul. 
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8.3 Propagación del virus dengue serotipo 4 

Para la propagación viral, se sembraron células Aag2 en cajas de cultivo de 25 cm2, 

en medio Schneider con 10% de Suero Fetal Bovino y se incubaron a 28°C, 

obteniendo una monocapa celular del 80% (Fig. 22A). Posteriormente, se retiró el 

medio Schneider y se realizaron lavados con PBS 1X para eliminar residuos del 

medio. Posteriormente, se agregó 4 ml de medio Schneider nuevo y se agregó 100 

μl de virus dengue serotipo 4 de un stock viral de 7𝑥109 Unidades formadoras de 

placas por ml (UFP/ml), las células se incubaron aproximadamente de 5 a 7 días 

post-infección a 28 °C, hasta observar un efecto citopático en las células (Fig. 22B). 

Posteriormente, se cosechó el inóculo viral tanto de las células como del 

sobrenadante, el medio de cultivo se colocó en microtubos de 1.5 ml y se 

almacenaron a -70°C hasta su uso. 

 

 

 

 

 

 

Figura 22. Efecto citopático de células de Aag2 infectadas con virus dengue. A) Células de Aag2 sin infectar 

con una monocapa del 80% de confluencia. B) A los 4 - 7 días post-infección con DV (7X109 UFP/ML), se observa 

el efecto citopático de las células de Aag2. 
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8.4 Cuantificación del título viral de dengue serotipo 4 mediante el ensayo 
de placa lítica 

En una placa de 24 pozos se sembraron células LLC-MK2 en 2 ml de medio MEM 

(Minimum Essential Medium; Gibson), crecieron durante 7 días a 37 °C con 5% de 

CO2. Una vez que la monocapa obtiene una confluencia del 80%, se agregó en el 

primer pozo 100 μl de stock viral, a partir de éste, se realizaron 9 diluciones seriadas 

en base 10. Se dejaron incubar a 37 ºC al 5% de CO2 por 1 hora, posteriormente, 

se retiró el inóculo y se colocó a cada pozo 400 μl de metilcelulosa-MEM al 2%. Las 

células fueron incubadas durante 5 a 7 días a 37 ºC al 5% de CO2, hasta observar 

un efecto citopático. Posteriormente, se retiró la metilcelulosa, se lavaron con PBS 

1X y se fijaron las células con 500 μl de paraformaldehído al 4% durante 15 minutos. 

Las células fueron teñidas con 500 μl de cristal violeta y etanol proporción 1:1. Para 

poder cuantificar el virus se utilizó la fórmula de unidades formadoras de placas 

(PFU).𝑃𝐹𝑈/𝑚𝑙 = (𝑛ú𝑚𝑒𝑟𝑜 𝑑𝑒 𝑝𝑙𝑎𝑐𝑎𝑠 𝑜𝑏𝑠𝑒𝑟𝑣𝑎𝑏𝑙𝑒𝑠)  ∗  (𝑓𝑎𝑐𝑡𝑜𝑟 𝑑𝑒 𝑐𝑜𝑛𝑣𝑒𝑟𝑠𝑖ó𝑛 ) ∗

(𝑓𝑎𝑐𝑡𝑜𝑟 𝑑𝑒 𝑑𝑖𝑙𝑢𝑐𝑖ó𝑛). 

Donde el número de placas observables por pozo se refiere a las placas generadas 

por el virus, El factor de conversión es igual a un mililitro sobre el volumen del 

inóculo (1 ml/100 μl), el factor de dilución es el valor de dilución para la dilución de 

punto final (Medina et al., 2012). 

 

 

8.5 Inactivación del virus dengue serotipo 4 mediante luz ultravioleta (UV) 

Para la inactivación del virus, se utilizó 1 ml del stock viral previamente titulado para 

hacer la inactivación del virus mediante la irradiación de luz ultravioleta (Kladwang 

et al., 2012). Se colocó en una caja Petri estéril y se irradió con luz ultravioleta 

durante 1 hora, cada 15 minutos se homogenizó el inóculo con una micropipeta, 

evitando hacer burbujas. Posteriormente, el inóculo se pasó por filtros de 0.20 μm 

(Corning) y se almacenó en microtubos de 1.5 ml. 
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8.6 Inducción de priming inmune a mosquitos de Aedes aegypti con virus 
dengue serotipo 4 (F0) 

Para el primer reto inmune, se colocaron tres grupos de 200 mosquitos adultos 

hembras 5 días post-emergencia en diferentes tratamientos, se les coloco a cada 

grupo un alimentador artificial con una membrana de papel parafilm, los 

alimentadores artificiales estaban conectados a un recirculador de agua, el cual 

tenia la temperatura de 37° C, la alimentación duro 1 hora. (Figura 23): 

 Grupo Testigo (C): Mosquitos adultos que fueron alimentados con  1 ml 

sangre de conejo. 

 Grupo Priming (Pr): Mosquitos adultos alimentados con virus dengue 

inactivo en una proporción 1:1 en sangre de conejo. 

 Grupo No Priming (NoPr): Mosquitos adultos alimentados con1 ml sangre 

de conejo. 

Se mantuvieron a los mosquitos adultos bajo condiciones de insectario y se 

alimentaron diariamente con solución de sacarosa al 10%. A los 7 días post-1º 

reto inmune, se les realizó un 2º reto inmune de acuerdo a los siguientes 

tratamientos:  

 Al grupo Testigo (C): Se realizó una segunda alimentación sanguínea 

durante 1 hora. 

 Al grupo Priming (Pr): Se infectaron con 1 ml de virus dengue activo con 

un título viral de 7𝑥1019 UFP/ml con 1 ml de sangre de conejo (1:1) durante 

1 hora. 

 Al grupo No Priming (NoPr): Se infectaron con 1 ml de virus dengue activo 

con un título viral de 7𝑥1019 UFP/ml con 1 ml de sangre de conejo (1:1) 

durante 1 hora. 

.  
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Posteriormente se separaron los mosquitos hembras que fueron alimentadas por 

completo y se colocaron de manera individual en pequeños recipientes de plástico 

con malla tul. A los dos días post-alimentación o infección, se colocó un vaso de 

plástico con agua corriente y papel filtro para que cada hembra individual depositara 

sus huevos y obtener la generación 1 (F1). 

 

 

8.7 Inducción de TGIP en mosquitos Aedes aegypti sensibilizados con virus 
dengue serotipo 4 (F1) 

Se eclosionaron huevos de 10 hembras de cada tratamiento antes mencionado, 

estos huevecillos que corresponden a la generación F1, se crecieron las larvas 

hasta llegar a la etapa adulta. De 30 hembras individuales para cada tratamiento, 

se les realizó un reto inmune con el virus 5 días post-emergencia, el cual se 

describe a continuación ( Figura 24): 

 

Figura 23. Diseño experimental para inducir un estimulo inmunológico (priming inmune). El primer 

reto y el segundo reto se llevaron acabo en mosquitos adultos de Aedes aegypti bajo condiciones de 

laboratorio. Virus dengue (VD), Grupo Testigo (C), Grupo No priming (NoPr), Grupo Priming (Pr). 
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Control F1: Mosquitos hijos de madres alimentadas con sangre de conejo, se 

alimento con sangre de conejo. 

Priming F1: Mosquitos hijos de madres inmunizadas con virus inactivo, se 

infectaron con VD (7x109 UFP/ml). 

NoPriming F1: Mosquitos hijos de madres sin inmunizar con virus dengue, se 

infectaron con VD (7x109 UFP/ml). 

 

 

 

 

Posteriomente, se separaron las hembras completamente alimentadas y se 

colocaron de manera individual en pequeños recipientes de plástico con malla tul 

para la recolección de las excretas, el cual se describe a continuación y mosquito 

completo a los 14 días post-infección (dpi). 

 

Figura 24. Diseño experimental para evaluar el TGIP (priming inmunológico transfeneracional). El 

primer Reto se llevo acabo en mosquitos aedes aegypti adultos  F1 bajo condiciones de laboratorio. Virus 

dengue (VD), Grupo Testigo (C), Grupo No priming(NoPr), Grupo Priming (Pr). 
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8.8 Extracción de ARN total de excretas de mosquito individuales 

Para colectar las excretas, se utilizó el método de Fontaine (2016), el cual se 

modificó para este experimento. Se colocó en cada vacito de plástico una hembra 

adulta con tela tul y un papel filtro al fondo del recipiente, un día después de cada 

alimentación con sangre (Fig. 25). 

 

 

Las excretas fueron colectadas a los 7 días post-infección (dpi). Posteriormente, se 

resuspendierón en 200 μl de PBS al 1X, se les agregó 100 μl de Buffer de lisis viral 

(AVL, Qiagen) y se incubaron a 56° C durante 20 minutos. Se agitaron las muestras 

durante un 1 minuto cada 10 minutos. Posteriormente, se centrifugaron a 10,000 

RPM (revoluciones por minuto) durante 1 minuto. Se recuperó el sobrenadante 

(aproximadamente 250 μl de cada muestra), se les agregó 500 μl de trizol (TRIzol™ 

Reagent) y se dejaron incubar a temperatura ambiente durante 5 minutos, después 

se agregó 200 μl de cloroformo y se homogenizó gentilmente. Enseguida se 

centrifugó a 12,500 RPM durante 15 minutos a 4°C, nuevamente se colectó la fase 

Figura 25. Esquema utilizado para la obtención y presesamiento de las excretas de mosquitos.  Las 

excretas de mosquitos individuales fueron obtenidas fueron de los días 7 días post-infeccion. Tomado de 

Fontaine (2016). 
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acuosa y se resuspendió en 500 μl de isopropanol, se incubó por 30 minutos o toda 

la noche a -20°C y se centrifugó a 12,500 RPM durante 10 minutos a 4°C. 

Posteriormente, se decantó el sobrenadante y se agregó etanol al 70%; se 

centrifugaron las muestras a 13,500 RPM durante 5 minutos a 4°C. Nuevamente, 

se decantaron las muestras y se dejaron secar durante 30 min a temperatura 

ambiente o se incubaron a 56º C por 5 min. Las muestras se resuspendierón en 20 

μl de agua libre de RNasas y DNasas para su posterior cuantificación mediante el 

uso del nanodrop (ThermoScietific). Las muestras se almacenáron a -70°C. 

 

8.9 Extracción de RNA total de mosquitos adultos F1 

A los 14 días post-infección, se colectaron hembras individuales y se 

resuspendieron en 500 μl de trizol (TRIzol™ Reagent). Se maceraron las muestras 

utilizando un biovortex por 1 minuto, posteriormente, se incubaron las muestras a 

temperatura ambiente durante 5 minutos, después se agregaron 200 μl de 

cloroformo y se homogenizó gentilmente. Las muestras se centrifugaron a 12,500 

RPM durante 15 minutos a 4° C, se recolectó la fase acuosa y se resuspendió en 

500 μl de isopropanol. Se incubó por 30 minutos a -20° C y se centrifugaron a 

12,500 RPM por 10 minutos a 4 °C. Se decantó el sobrenadante y se agregó a cada 

muestra 500 μl de etanol al 70%, se centrifugaron a 13,500 RPM durante 5 minutos 

a 4°C, después se decantó y se dejaron secar a temperatura ambiente por 30 

minutos o se incubaron a 56 ºC por 5 minutos. Posteriormente, las muestras se 

resuspendierón en 30 μl de agua inyectable y se cuantificó el ARN mediante un 

espectrofotómetro (Nanodrop, ThermoScientific), añadiendo 1 μl de muestra. Se 

almacenaron las muestras a -70°C para su posterior procesamiento. 
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8.10 Tratamiento con DNAsa y síntesis de cDNA 

Tras el resguardo de las muestras se procedió a generar la síntesis de cDNA 

complementario a la cadena de ARN de las muestras, se normalizaron las 

concentraciones de ARN a 500 ng/μl, se agregó a cada muestra 0.5 μl de DNasa 

(1 U/ μg; Thermo Scientific) y 1 μl de Buffer para DNAsa para eliminar posible 

ADN genómico. Se incubaron las muestras a 37 °C durante 30 minutos, 

posteriomente se adicionó 1 μl de DNAsa Stop solution a cada muestra y se 

incubaron a 65 °C durante 10 minutos para inactivar la enzima. Para la síntesis 

de cDNA, se agregó 1 μl de hexámeros al azar (50 μg/ul) y 1 ul de dNTPs (10 

mM) a cada muestra y se incubó a 65°C durante 5 minutos. Enseguida, se llevó 

acabo la retrotranscripción, añadiendo a cada muestra 4 μl de Buffer de la 

enzima retrotranscriptasa, 0.5 μl de la enzima Reversa Transcriptasa (Revert 

Aid Premium Revert Transcriptase,Thermo Scientific) y 0.5 μl de inhibidor 

RiboBlock (Thermo Fisher Scientific) y se incubó a 25° C durante 10 minutos, 

50°C por 30 minutos, 85°C por 5 minutos en el termociclador (Biorad T100). 

Posteriormente, las muestras se resguardaron a -20°C. 

8.11 Cuantificación de la carga viral en excretas y genes de la respuesta 
inmune mosquitos adultos F1 mediante qPCR 

Para la cuantificación de la carga viral por excretas de mosquitos, se utilizó un 

termociclador de tiempo real (CFX96 real time system, Biorad), usando 

SYBR/Green PCR Master Mix (Thermo Scientific), siguiendo las especificaciones 

del proveedor. Para cada reacción se otuvó un volumen final de 10 μl, el cual 

consiste de una mezcla de: 5 μl de SYBR Green PCR Master Mix, 1 μl de 

templado de cada una de las muestras experimentales, 0.4 μM de 

oligonucleótidos forward y reverse; se aforó a 10 μl con agua libre de RNasa y 

DNasa. Los oligonucleótidos empleados para este ensayo fueron diseñados 

para permitir la amplificación de los cuatro serotipos virales, los cuales estan 

diseñados en a la región 5’ UTR del genoma viral (Fw: 5’- CAA TAT GCT GAA 

ACG CGA GAG AA-3´ Rv: 5´-CCC CAT CTA TTC AGA ATC CCT GC-3´).  
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Las condiciones de amplififación fueron las siguientes: un precalentamiento a 

50° C por 2 minutos, 95 ºC por 10 minutos (1 ciclo) y 40 ciclos (desnaturalización 

a 95° C durante 15 segundos y una temperatura de alineamiento a 55° C por 1 

minuto). La expresión absoluta de los resulltados obtenidos, se extrapolaron con 

una curva estándar, la cual se describirá más adelante;  posteriormente para la 

evaluacion de genes involucrados en la respuesta inmune del TGIP, se utilizó 

un termociclador de tiempo real (RotorGene Q- Pure Detection), se evaluaron 

los siguientes genes inmunitarios junto con sus condiciones (Tabla 2 y 3): 

GEN PRIMES TAMAÑO %CG TM 

Rel 1 

FW 

5’-CGG ACG CCC CGA TAC C-3’ 16 PB 75% 58.7°C 

Rel 1 

RV 

5´-GTT GAA TGT TCA CCA TGA CAG GAT-3’ 24 PB 41.7% 58.7°C 

AGO-2 

FW 

5´-CAG TGC GTT CAG GCC AAAAA-3’ 18 PB 55.6% 58.7°C 

AGO-2 

RV 

5’TCC ACC CAG TTT CAC GTT GA-3’ 20 PB 52.4% 58.7°C 

S7 

FW 

5’-GGG ACA AAT CGG CCA GGC TAT-3’ 22 PB 59.1% 58.7°C 

S7 

RV 

5’-TCG TGG ACG CTT CTG CTT GTT G-3’ 22 PB 54.5% 58.7°C 

 

 

Tabla 2. Secuencia de oligonucleótidos de genes utilizados como marcadores de la respuesta inmunes antiviral. 

PB= pares de bases, %CG= concentración de citocinas y guaninas en los primers, Tm= temperatura de fusión. 
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8.12 Generación de la curva estándar 

La curva estándar se realizó utilizando una serie de siete diluciones 1:10 a partir 

de una concentración conocida que contiene un plásmido que equivale a 8.3x106 

UFP/ml. Se colocó 1 μl del plásmido cada punto de la curva estándar en una 

reacción de PCR en tiempo real, cuyo volumen final fue de 9 μl. Una vez que se 

obtuvieron las lecturas de intensidad de fluorescencia (Ct que es la eficiencia de 

la amplificación del gen buscado) de cada uno de los puntos, se realizó un análisis 

de regresión lineal, el cual se determinó el valor de la pendiente (y) y el coeficiente 

de correlación (R2). Mediante la obtención de la curva estándar, se obtuvo la 

cuantificación absoluta de la carga viral de las excretas de los mosquitos 

experimentales; además de poder determinar la eficiencia de la reacción 

(Espinoza et al., 2011). 

8.13 Análisis estadístico 

Para determinar las diferencias significativas entre los mosquitos sensibilizados 

(Pr) y no sensibilizados (NoPr), para la carga viral y expresión relativa de los 

transcritos, se utilizó la prueba estadística U de Mann-Whitney. Todos los análisis 

estadísticos se realizaron en el programa GraphPad Prism versión 8.0.2. 

 

 

 

 

Tabla 3. Condiciones para el PCR tiempo real (Tomado de Vargas et al., 2020). 
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9 RESULTADOS 

9.1 Titulación  por UFP del stock viral Virus dengue Serotipo 4 (VD-4) 

Para el ensayo de placa lítica, se observó el desprendimiento de células de LLC-

MK2 en forma de placa conforme al factor de dilución del virus. Se observó que 

en el pozo con la dilución de 1𝑥109 se distinguían siete placas que se forman 

por el virus (Fig 26). Utilizando la siguiente formula, se determinó el número de 

particulas virales infectivas por ml: 𝑃𝐹𝑈/𝑚𝑙 = (7 placas observables) x 10 

x 1𝑥109= 7𝑥109, 10 es el factor de conversión es igual a un mililitro sobre el 

volumen del inóculo (1 ml/100 μl). 

 

  

 

 

 

 

Figura 26. Ensayo de placa lítica utilizando células de LLC-MK2 para determinar el número de 

particulas virales infectivas. En cada pozo contenía una monocapa celular con una dilución seriada en 

base 10, a partir del stock viral. A los 7 días post-infección, se observó efecto citópatico en las células. La 

estrellas  marcadas en la imagen indican el número de placas observables   
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9.2 cuantificacion de la carga viral de VD-4 en excretas de mosquitos F1 
individuales 7DPI 

Despues de 7 días post-infección, se procesaron las excretas de mosquitos 

adultos F1 infectados con VD-4, se pudo detectar el amplicon en el 33% de las 

muestras NoPr, con un intervalo de infección que va desde 1𝑥105 a 3𝑥105 

copias de ARN viral por mililitro, sin embargo, se detectó el amplicon en el 80% 

de las muestras Pr con intervalos de infeccion entre 1𝑥101 a 3𝑥104 copias de 

ARNviral por mililitro. En esta ventana de tiempo se denota en las excretas 

diferencias significativas entre el grupo Pr y NoPr (p<0.05; Fig. 27), teniendo 

una carga viral mayor en el grupo Priming. 

 

 

Figura 27. Carga viral detectado en excretas de mosquitos individuales de la progenie (F1) a los 7 

días post-infección VD-4. Los circulos de color negro representan al grupo Testigo, los triangulos 

invertidos de color azul indica el grupo No Priming,  y los circulos de color rojo representan a los 

mosquitos Priming;  La línea negra representa la media. Los símbolos en cada gráfico indican que son 

mosquitos individuales en cada grupo. Los asteriscos indican la diferencia significativa correspondientes a 

la prueba U Man-Whiteney ****p<0.0001, * p<0.05. 
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9.3 Cuantificación de la carga viral de VD-4 en mosquito completo F1 
mediante qPCR 

Los resultados mostraron una disminución significativa de la carga viral del VD-4 a 

los 14 días post-infección (Fig. 28) entre el Grupo Pr (hijas de madres previamente 

inmunizadas) y el Grupo NoPr (mosquitos hijas de madres que no fueron 

previamente inmunizados con el virus); ** p<0.05 y ***p<0.0002 en el Grupo Pr con 

respecto al Grupo Control. Se pudo detectar el amplicon del VD-4 en un 100 % de 

los mosquitos del Grupo NoPr con intervalos de infeccion entre 1𝑥101 a 2𝑥102 

copias de ARN viral por mililitro, 93% del Grupo Pr, con intervalos de infeccion entre 

1𝑥101 a 2.5𝑥101 CV/ml. 

 

  

 

Figura 28. Carga viral del mosquito adulto individual de la progenie (F1) a los 14 días post-infección 

VD-4. Círculo de color negro representa el grupo Testigo, triangulo invertido de color azul indica el grupo No 

Priming,  circulo de color rojo representa el grupo Priming. La línea negra representa la media para cada 

tratamiento. Los símbolos en cada gráfico indican que son mosquitos individuales en cada tratamiento. Los 

asteriscos indican la diferencia significativa correspondientes a la Prueba de U Man-Whiteney ***p<0.0002, 

** p<0.05. 
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9.4 Expresion relativa de transcritos de marcadores de la respuesta inmune 
antiviral mediante qPCR 

En la Figura 29, se muestran los resultados de la expresión relativa de Argonauta 

2 y Relish1 de mosquitos Aedes aegypti (F1), a los 14 días post-infección. Para el 

gen Argonauta 2, el Grupo NoPr mostró una mayor expresión relativa siendo  

significativa con una p<0.0001, en comparación con el Grupo Pr; y con respecto al 

Grupo Priming la expresión relativa fue a la baja y sin diferencias significativas en 

comparación con el grupo Control . Para el gen Relish1, la expresión relativa fue a 

la baja en el Grupo Pr y sin diferencias significativas en comparación con el Grupo 

NoPr y Control. 

 

 

                    

 

Figura 29. Expresión relativa de Argonauta 2  y Relish 1 de mosquitos A. aegypti (F1) a los 14 dpi. El 

Grupo Control esta representado por el color negro, el Grupo Priming por el color rojo y el Grupo No Priming 

por el color azul. Los asteriscos indican la diferencia significativa correspondientes a la Prueba de U Man-

Whiteney ****p<0.0001 . Para normaizar las muestras se utilizo el gen endógeno S7 ribosomal. 
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9. DISCUSIÓN 

Los resultados en este estudio mostraron que el mosquito Aedes aegypti puede 

transmitir un estado de mejora inmunitaria transgeneracional (TGIP, por sus siglas 

en inglés) contra el virus dengue serotipo 4 (DV-4). A los 14 días post-infección, se 

redujo el número de copias virales en la progenie de mosquitos, cuyas madres 

tuvieron un encuentro con el virus dengue, esto nos permite ver una ventana del 

tiempo, donde se observa un aumento de la respuesta inmunitaria en mosquitos los 

adultos de Ae. aegypti contra el virus dengue. De manera similar, se observó la 

inmunización del mosquito Ae. aegypti en estadios de desarrollo temprano en la 

misma generación (Vargas et al., 2020), el cual mostró una reducción de la 

diseminación del virus dengue desde el segundo día post-infección, e incluso 

mostraron un menor número de partículas virales a los 7 y 14 post-infección, 

teniendo diferencias significativas entre los mosquitos que fueron previamente 

sensibilizados en su estadio larval (Pr), en comparación con los mosquitos que no 

tuvieron algún encuentro previo con el patógeno (NoPr). Serrato-Salas y 

colaboradores (2018), también observaron una mejora inmunitaria en el mosquito 

Ae. aegypti adulto previamente inmunizado con el virus dengue, logrando limitar la 

replicación del virus a los 7 días post-infección en intestinos y carcasas, en 

comparación de mosquitos que no tuvieron algún reto inmunitario. Si bien estos 

estudios no son transgeneracioles, son consistentes, ya que existe una 

inmunización previa y promueven una disminución en la carga viral.  

 Por otra parte, Mondotte y colaboradores (2020), demostraron en la descendencia 

del mosquito A. aegypti, una mejora inmunitaria contra el virus chikungunya, 

demostrando que la mejora de la respuesta inmune es mayor, cuando se infecta 

mediante una micro-inyección, en comparación con mosquitos alimentados con 

sangre. También se observó un menor número de unidades formadoras de placa 

en los grupos provenientes de padres previamente inmunizados. En este mismo 

estudio, se demostró un efecto de mejora inmunitaria transgeneracional en 

Drosophila melanogaster, disminuyendo la replicación del virus Sindbis 

recombinante, midiendo a través de qPCR la actividad lucíferasa y unidades 
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formadoras de placas, logrando determinar que esta mejora inmunitaria se prolonga 

durante 20 generaciones. No obstante, la protección se pierde en la generación 30, 

posteriormente, estimularon a más mosquitas con otros virus de ARN, teniendo una 

sobre estimulación de la proteína Dicer 2, pues se sabe que está implicada en la 

vía de ARN interferente.  

Por otra parte, Lang y colaboradores (2022), demostraron que existe evidencia de 

TGIP, exponiendo a abejas reyna de Apis mellifera con el virus de las alas 

deformadas (DWV, por sus siglas en ingles), midiendo la expresión genética de 

Dicer y Relish en su descendencia, se percataron que la expresión disminuyó 

significativamente en comparación a las larvas que no estuvieron expuestas al virus 

de las alas deformes. Por consiguiente, en este estudio, la expresión de los genes 

efectores para la vía Toll (Relish1) y la vía de los siRNA (Argonaute 2), se ve 

disminuida, probablemente debido a que el tiempo en el que se analizó, la 

expresión de los genes (14 dpi) es tardío, en comparación a los estudios ya 

mencionados. Por tal motivo, se sugiere evaluar la expresión de los genes a 

tiempos más cortos (3, 5 o 7 dpi) (Sadd & Schmid-Hempel,  2009), pues existe un 

período de infección aguda, en donde se aumenta la respuesta inmune en el 

mosquito (Vargas et al., 2020).  

Si bien el mecanismo del TGIP aún no se concoce del todo, se ha propuesto que 

los posibles mecanismos de transferencia inmunológica radican en cinco 

propuestas: 1) La transferencia de péptidos antimicrobianos en Aedes aegypti, aún 

no se ha descubierto del todo, pero algunos investigadores sugieren que la 

transferencia y el almacenamiento de péptidos antimicrobianos de las madres se 

lleva acabo en los óvulos (Marchini et al., 1997; Esteves et al., 2009). Sin embargo, 

existen péptidos antimicrobianos involucrados en mantener la inmunidad intestinal 

de los mosquitos contra la infección por DENV, las defensinas ricas en cisteína, 

cecropinas, gambicinas ricas en cisteína, péptidos ricos en glicina como las 

atacinas y diptericinas (Souza et al., 2009; Xi et al., 2008). 2) En los hemocitos, se 

ha visto que en el mosquito Anopheles gambiae, al ser estimulados con 

Plasmodium, liberan constitutivamente un factor de diferenciación de hemocitos 
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(complejo Lipoxin/Lipocalin), este complejo es soluble en la hemolinfa que, cuando 

se transfiere a mosquitos no sensibilizados, también induce una mejora en la 

respuesta inmune (Ramírez et al., 2015). 3) Los elementos virales endógenos 

(EVE) son secuencias virales integradas en los genomas del huésped. En Aedes 

aegypti, se ha detectado ARNpi antivirales que se producen en presencia de un 

EVE natural y su virus afín, demostrando un vínculo funcional entre los EVE no 

retrovirales y la inmunidad antiviral en una interacción natural entre insectos y virus 

(Suzuki et al., 2020, Tassetto et al., 2019). 4) La endorreplicación genómica es uno 

de los procesos más importantes en el desarrollo larvario de Aedes aegypti para 

una rápida actividad transcripcional y secreción de proteínas (Domínguez-Benítez 

et al., 2021; Cime-Castillo et al., 2018; Serrato-Salas et al., 2018). 5) Las 

modificaciones epigenéticas están mediadas por la metilación y acetilación del 

ADN, el cual induce la remodelación del ADN que a su vez, puede estimular o 

alterar la transcripción de los genes involucrados en la respuesta inmune de los 

invertebrados contra bacterias, virus u hongos, como es el caso de Apis melífera y 

el virus de la parálisis aguda israelí, que al ser estimuladas con el mismo virus, 

presentan un estado de metilación del ADN de 156 genes implicados en las 

respuestas antivirales  (Galbraith et al., 2015). Sin embargo, algunos investigadores 

sugieren que TGIP es un fenómeno complejo y multifacético, que potencialmente 

juega un papel como un modo de adaptación ambiental a largo plazo (Freitak et al., 

2009). 
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10. CONCLUSIONES 
1. El Priming inmune transgeneracional esta presente en la generación 1 (F1) 

del mosquito A. aegypti y limita la replicación viral a los 14 días post-infección 

contra el DV-4. 

2. A los 14 días post-infección, el Priming inmune transgeneracional contra el 

DV-4, reduce la expresión relativa de los genes de Argonaute 2 y Relish 1.  

 

 

11. PERSPECTIVAS 
1. Determinar los costos energéticos y benéficos (trade-off) que puede generar 

el TGIP en el mosquito Aedes aegypti. 

2. Evaluar la expresión de los genes inmunitarios a tiempos más cortos (24 

horas, 3, 5 o 7 dpi). 

3. Determinar si existe la traslocación de moléculas implicadas en la 

transferencia de información contra el DV-4, como péptidos antimicrobianos, 

receptores de reconocimiento a bacterias, patrones moleculares asociados 

a patógenos y genes como ARNm involucrados en TGIP, en óvulos y 

huevos del mosquitos Ae. aegypti.  
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12.  ANEXO 1 

1. Solución azucarada. 

- Azúcar                                            50 g 

- Agua                                               500 ml 

2. Solución miel-colorante. 

- Miel                                                 100 g 

- Colorante vegetal                          4 ml 

- Agua                                                500 ml aforado. 

 

3. Alimento para larva. 

- Molido para larvas                        25 g 

- Agua                                               200 ml 

4. Molido para larvas. 

- Alimento para ratón                    100 g 

- Lacto albumina                            100 g 

- Extracto de levadura                   100 g 
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13. ANEXO 2 

ESQUEMA DE ALIMENTACION DE 200 LARVAS DE Aedes agypti  

 

 

DIA DE DESARROLLO DE LA 

LARVA. 

CANTDAD DE ALIMENTO 

EN MICROLITROS 

1 500 

2 0 

3 1000 

4 1500 

5 2000 

6 2000 

7 1500 

8, 9… EN FUNCIÓN DE LAS 

LARVAS RESTANTES. 
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