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RESUMEN

Aedes aegypti (Diptera: Culicidae) (Linnaeus, 1762) es un mosquito de importancia médica
debido a su participacion en la transmision de arbovirus como dengue, Zika, chikungunya y fiebre
amarilla. Su ciclo de vida comprende estadios con caracteristicas biologicas distintas, por lo que la
caracterizacion de perfiles moleculares y metabolicos durante el desarrollo puede contribuir al
conocimiento de la biologia de este vector. El objetivo de este trabajo fue caracterizar el perfil
mirnémico y metabolémico de Ae. aegypti durante su ciclo de vida. Se analizaron ocho estadios:
huevo, larva de primer, segundo, tercer, cuarto estadio, pupa, hembra y macho. El anélisis
mirnomico se realizé a partir de datos de secuenciacion de nueva generacion (“NGS” por sus siglas
en inglés) de RNA pequeiio y anotacidon bioinformética con la herramienta miRDeep2. Los conteos
de miRNAs fueron normalizados como lecturas por millon (RPM) y analizados de manera
descriptiva mediante mapas de calor, diagramas UpSet y analisis de componentes principales
(PCA). El anélisis metabolomico se enfoco en la abundancia relativa de aminoacidos (AAs) y
acilcarnitinas (ACs), evaluados mediante espectrometria de masas en tdndem. Las diferencias entre
estadios se analizaron mediante la prueba de Dunn con ajuste de Bonferroni. El nimero de miRNAs
detectados por estadio vari6 entre 73 y 87, con los valores mas altos en pupa y macho adulto. Se
identificaron 54 miRNAs presentes en todos los estadios analizados. En el analisis de componentes
principales, PC1 y PC2 explicaron el 46.6% y 24.2% de la variacion total, respectivamente. En el
perfil metabolémico, Alanina (Ala) presentod los porcentajes relativos mas altos dentro del panel de
aminoacidos, mientras que Carnitina libre (C0) y Acetilcarnitina (C2) fueron las ACs
predominantes. Los 12 metabolitos del panel de AAs y 23 ACs presentaron diferencias
significativas entre estadios. Estos resultados describen variaciones mirndmicas y metabolomicas
durante el ciclo de vida de Ae. aegypti y proporcionan una base para estudios posteriores sobre la

biologia molecular y metabolica de este vector.



ABSTRACT

Aedes aegypti (Diptera: Culicidae) (Linnaeus, 1762) is a mosquito of major medical
importance due to its role in the transmission of arboviruses such as dengue, Zika, chikungunya,
and yellow fever. Its life cycle includes biologically distinct stages; therefore, the characterization
of molecular and metabolic profiles during development may contribute to a better understanding
of this vector’s biology. The aim of this study was to characterize the miRNA and metabolomic
profiles of Ae. aegypti throughout its life cycle. Eight developmental stages were analyzed: Egg,
first-instar larva, second-instar larva, third-instar larva, fourth-instar larva, pupae, adult female, and
adult male. The miRNA analysis was performed using small RNA sequencing data and
bioinformatic annotation with miRDeep2. miRNA counts were normalized as reads per million
(RPM) and analyzed descriptively using heatmaps, UpSet plots, and principal component analysis.
The metabolomic analysis focused on the relative abundance of amino acids and acylcarnitines,
evaluated by tandem mass spectrometry. Differences among developmental stages were assessed
using Dunn’s test with Bonferroni correction. The number of miRNAs detected per stage ranged
from 73 to 87, with the highest values observed in pupae and adult male. A total of 54 miRNAs
were detected across all analyzed stages. In the principal component analysis, PC1 and PC2
explained 46.6% and 24.2% of the total variation, respectively. In the metabolomic profile, Alanine
(Ala) showed the highest relative percentages within the amino acid panel, whereas Free carnitine
(C0) and Acetylcarnitine (C2) were the predominant acylcarnitines. All 12 metabolites from the
amino acid panel and 23 acylcarnitines showed significant differences among developmental
stages. These results describe miRNA and metabolomic variation throughout the life cycle of Ae.
aegypti and provide a basis for further studies on the molecular and metabolic biology of this

vector.



1. INTRODUCCION

Aedes aegypti (Diptera: Culicidae) (Linnaeus, 1762) es uno de los mosquitos de mayor
importancia médica a nivel mundial debido a su papel como vector de arbovirus relevantes para la
salud publica, incluyendo los virus del dengue, Zika, chikungunya y fiebre amarilla (Souza-Neto
etal., 2019). Su éxito como vector se relaciona con su adaptacion a ambientes urbanos, su estrecha
asociacion con el humano y la plasticidad fisioldgica que presenta a lo largo de su ciclo de vida.
Este comprende cuatro etapas principales: huevo, larva, pupa y adulto, durante las cuales ocurren
cambios profundos en morfologia, fisiologia, alimentacion, habitat y demanda energética
(Christophers, 1960; Clements, 2012). Las fases larvales acuaticas se orientan principalmente al
crecimiento, alimentacion y acumulacion de reservas; la pupa representa una etapa de transicion y
reorganizacion tisular; y el adulto presenta funciones asociadas con dispersion, apareamiento,
alimentacion y reproduccion. Estas transiciones requieren una coordinacion compleja entre

mecanismos de regulaciéon molecular y ajustes metabdlicos.

Entre los mecanismos de regulacion molecular, los microRNAs (miRNAs) destacan como
reguladores postranscripcionales capaces de modular la expresion génica mediante su interaccion
con RNAm blanco, principalmente a través de regiones no traducidas 3’ (UTR, por sus siglas en
inglés). Estas moléculas participan en procesos como desarrollo, diferenciacion celular, apoptosis,
metabolismo, reproduccidn e interaccion hospedero-patdogeno (Bartel, 2004; O’Brien et al., 2018).
En insectos, los miRNAs se han relacionado con metamorfosis, crecimiento, senalizacion,
homeostasis energética y desarrollo neuromuscular, especialmente en modelos como Drosophila

melanogaster (Kwon et al., 2005; Teleman et al., 2006; Sokol et al., 2008).

En mosquitos, la caracterizacion de miRNAs ha permitido identificar repertorios conservados
y especificos en especies de importancia médica como Anopheles gambiae, Anopheles stephensi,
Ae. aegypti, Aedes albopictus y Culex quinquefasciatus. Estos estudios han mostrado que los
miRNAs pueden estar asociados con digestion sanguinea, reproduccidon, respuesta inmune,
interaccion virus-vector y resistencia a insecticidas (Winter et al., 2007; Mead y Tu, 2008; Li et al.,
2009; Skalsky et al., 2010). En Ae. aegypti, también se han reportado miRNAs conservados en
distintos ordenes de insectos, varios de ellos relacionados con funciones basales, desarrollo

embrionario y metamorfosis (Rodriguez-Sanchez et al., 2021).



De manera complementaria, el metabolismo cambia de forma importante durante el desarrollo
de los insectos. Los aminodcidos (AAs) participan en la sintesis de proteinas, sefializacion
nutricional, balance de nitrogeno, crecimiento, diferenciacién y reproduccion (Chen, 1966; Wu,
2009). En mosquitos, estos metabolitos son particularmente relevantes debido a que las hembras
anautogenas, como Ae. aegypti, requieren AAs provenientes de la sangre para activar procesos
reproductivos como la vitelogénesis y el desarrollo de huevos (Hansen et al., 2004; Attardo et al.,
2005). Por otra parte, las acilcarnitinas (ACs) se relacionan con el manejo de grupos acilo, el
metabolismo energético y la movilizacion de lipidos, procesos importantes durante etapas de
crecimiento, metamorfosis, vuelo, reproduccion y respuesta al estrés (Lorenz y Giade, 2009; Longo
et al., 2016). El analisis metabolomico mediante espectrometria de masas ha permitido estudiar
perfiles de AAs y ACs en insectos y mosquitos, asi como su variacion bajo distintas condiciones

fisiologicas o de exposicion a xenobidticos (Martin-Park et al., 2017; Horvath et al., 2021).

En Ae. aegypti, la caracterizacion conjunta de miRNAs y metabolitos durante el ciclo de vida
puede aportar informacion sobre los mecanismos moleculares y metabolicos que acompafian las
transiciones entre huevo, larva, pupa y adulto. Sin embargo, aiin existe informacion limitada sobre
como varian, de manera descriptiva, los perfiles miRN6omicos y metabolomicos durante el

desarrollo completo de esta especie.

Por lo anterior, el presente trabajo tuvo como finalidad caracterizar el perfil miRNomico y
metaboloémico de Ae. aegypti durante su ciclo de vida, considerando ocho estadios: huevo, larvas
de primero a cuarto estadio, pupa, hembra y macho adulto. El componente miRN&omico se abordo
mediante secuenciacion de RNAs pequefios, anotacion con miRDeep2 y andlisis descriptivo de
abundancia, presencia compartida y distribucion global de miRNAs. EI componente metabolomico
se enfocd en la abundancia relativa de AAs y ACs mediante espectrometria de masas en tdndem,
con el propodsito de identificar metabolitos predominantes y diferencias entre estadios. Esta
aproximacion contribuye al conocimiento basico de la fisiologia molecular y metabdlica de este

vector.



2. ANTECEDENTES
2.1 Aedes aegypti

Los artropodos portadores de enfermedades, especialmente los insectos que se alimentan de
sangre tienen un impacto significativo tanto en la economia como en la salud humana. Esto es
debido a que algunos de estos insectos son vectores de enfermedades que resultan en pérdidas
economicas considerables debido a costos asociados con tratamientos médicos, gastos en medidas
de control y una disminucion en la industria turistica. Entre los principales insectos hematéfagos,
se destacan los moscos del orden Diptera, especialmente aquellos pertenecientes a las familias

Culicidae, Psychodidae, Simuliidae y Ceratopogonidae (Dantas-Torres ef al., 2014).

Ae. aegypti (Linnaeus, 1762) es el vector primario de trasmision de cuatro virus que tienen un
gran impacto en la salud del humano, los virus causantes de la fiebre amarilla, el dengue, el

chikungunya y la fiebre zika (Souza-Neto et al., 2019).

2.1.1 Ciclo de vida

Ae. aegypti presenta un ciclo de vida de cuatro estadios que consiste en: huevo, larva, pupa y
mosquito adulto (Figura 1). Los huevos son puestos en sustratos solidos ubicados en la interfase
entre agua y tierra. Cada hembra puede llegar a depositar ente 100 y 120 huevos por puestas con

una elevada tasa de éxito de eclosion (Christophers, 1960; Apostol et al., 1994).

Recién eclosionada, la larva es completamente acuatica y pasa por cuatro estadios (L1-L4), de
los cuales, las primeras tres fases de desarrollo son rapidas mientras que la ultima tiene mayor
duracion debido a que es cuando la larva aumenta de tamafio y peso que sera necesario para la
metamorfosis (Nasci, 1986). Generalmente el tiempo de desarrollo de la etapa larval tiene una
duracion de una semana, pero en condiciones de baja temperatura o escasez de alimento, este

proceso puede prolongarse por varias semanas (Tun-Lin et al., 2000).

La pupa es la etapa del proceso de metamorfosis en la cual se presenta la capacidad de
desplazarse en el agua en respuesta a estimulos externos como vibraciones o cambios de intensidad

luminica; esta etapa tiene una duracion aproximada de dos a tres dias (Clements, 2012).



/\ w\
-  Ciclo ® i
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Mosquito de Vida _ larva

N ) Pupa .
Figura 1.- Esquematizacion del ciclo de vida de un mosquito (Elaboracion propia).

Recién emergido, el mosquito adulto pasa las primeras horas en reposo. Presentan dimorfismo
sexual, las hembras son més grandes que los machos (Busvine, 1975). En las hembras, la conducta
reproductiva y de alimentacion de sangre es de entre las 24 y 72 horas posteriores a la emergencia
adulta, mientras que los machos se alimentan de néctar de las flores (Clements, 2012). El mosquito
adulto en condiciones naturales sobrevive aproximadamente entre quince y treinta dias (Badii et

al. 2007).

2.2 Regulacion Post-Transcripcional

La regulacion precisa de la expresion génica es fundamental para el desarrollo adecuado y la
homeostasis de los organismos. Enfoques sistémicos indican que los mecanismos post-
transcripcionales y en particular la represion de la traduccion; tienen una contribucion determinante
en el establecimiento de la expresion génica en las células. La regulacion post-transcripcional se
establece a través de mecanismos que controlan la traduccion, estabilidad y localizacion de los

RNAm (Schwanhausser ef al., 2011).

La secuencia codificante (CDS) de un RNAm esta flanqueada por UTR-5' y -3' , estas

secuencias codifican estructuras regulatorias y secuencias a menudo denominadas cis-regulatorias.
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Cuando no estan reprimidas, las interacciones entre el extremo 5'-terminal del capuchén, el
complejo de union al capuchén elF4F, la cola de poli(A) 3'-terminal y las proteinas asociadas de

unioén a poli (A) conducen a la circularizacion de un RNAm (Gallie, 1991; Wells ef al., 1998).

La informacidn funcional codificada en la secuencia y estructura de las 3'UTR es descifrada y
actuada por una serie de factores reguladores celulares. Los factores reguladores se pueden dividir
en dos categorias distintas segiin su implicacion molecular directa en el reconocimiento especifico
de la secuencia y estructura de la 3'UTR, y la ejecucion de actividades consecuentes. Los factores
involucrados en el reconocimiento especifico incluyen una variedad de RNA no codificantes, como
los microRNAs (miRNAs) y las proteinas de uniéon al RNA (RBPs) para emparejar las secuencias
y determinantes estructurales codificados en las 3'UTR (Chendrimada ef al., 2007; Humphreys et
al. 2005), pero también en algunos casos en la elongacion de la traduccion, deadenilacion y
degradacion, donde la deadenilacion de un RNAm puede estar acoplada en cierta medida a su
decapitacion y degradacion, y localizacion, que se puede establecer mediante el transporte activo
de RNA a lo largo del citoesqueleto o el anclaje asimétrico de un RNA en un dominio celular (Gu

et al.,2009).

2.2.1 microRNAs

Los miRNAs son moléculas de RNA de aproximadamente 22 nucleétidos de longitud
codificadas en el genoma que guian a las proteinas asociadas hacia sitios de union ubicados en las
3'UTRs de los RNAm para reprimir su expresion. Los miRNAs fueron descubiertos por primera
vez en Caenorhabditiselegans (Nematoda: Rhabditidae), donde regulan los genes heterocrénicos
que predeterminan el destino celular y las transiciones del desarrollo (Lee et al., 1993). Un punto
de inflexion para los campos de los miRNAs y las 3'UTRs fue la identificacion de varios homodlogos
de let-7 en otras especies, incluidos los humanos (Pasquinelli ef al. 2000). Este descubrimiento
coincidié con importantes avances en las tecnologias de secuenciacion y desencadend un esfuerzo
concertado de secuenciacion y prediccion de miRNAs, lo que llevo a la identificacion de miles de

nuevos miRNAs.

Antes del inicio de la década de 1990, los miRNAs se consideraban como una categoria de
RNA pequeiio que ejercia su influencia de manera restringida a especies no pertenecientes al reino

de los mamiferos. Sin embargo, en tiempos recientes se ha ido revelando progresivamente el
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impacto substancial que varias clases de RNA no codificantes desempefian en la regulacion

intrincada de procesos celulares y en la modulacion de la expresion génica (Van Rooij, 2011).

En la actualidad, se ha consolidado la comprension de que los miRNAs como un subconjunto
destacado de RNA no codificantes, ocupan un rol esencial en la maquinaria de regulacion de la
expresion génica. En sumayoria, estos miRNASs surgen de la transcripcion de secuencias de DNA,
experimentando una serie de etapas de procesamiento que abarcan desde los precursores de miRNA
(pri-miRNA, pre-miRNA y miRNA duplex) hasta alcanzar su estado maduro de miRNA. Este
miRNA maduro se integra posteriormente al complejo de silenciamiento inducido de RNA
(“RISC” por sus siglas en inglés), lo cual funge como un mecanismo rector que orquesta la
represion de la sintesis proteica o la degradacion del RNAm a través de su interaccion con el

miRNA correspondiente (Figura 2) (O’Brien et al., 2018; Goodall et al., 2013).

/ - Represiéb
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- Clivaje del mRNA

"""l miRNA maduro dentro
del complejo RISC

RNA polimerasa tipo 2

Transcripcion ﬁ

Prl-mlRNA

l Complejo

microprocesador

Pre-miRNA

NUCLEO

Exportina-5

Dicer

——
CITOPLASMA
Pre-miRNA miRNA duplex

Figura 2.- Biogénesis de los miRNAs (Elaboracion propia).

Actualmente, se han identificado més de dos mil miARNSs en el genoma humano, y la base de
datos miRbase contiene 48,885 miARNs maduros de un total de 271 especies (Kozomara et al.,
2018). Dado que se ha demostrado su conservacion entre las especies, se ha implicado a los
miARNs en una miriada de procesos funcionales en los metazoos, incluido el desarrollo, la

sefializacion, el sistema inmunoldgico y el metabolismo (Ameres y Zamore, 2013).



2.2.2 miRNAs en insectos

La primera exploracion exhaustiva del perfil de miRNAs en un insecto se llevo a cabo en la
mosca de la fruta, Drosophila melanogaster (Lagos-Quintana et al., 2011), este enfoque se justifico
en virtud de la destacada relevancia como organismo modelo en la investigacion genética y de

desarrollo.

Esta iniciativa pionera reveld que numerosos miRNAs estan intrinsecamente ligados a una
diversidad de procesos biologicos, como el envejecimiento (Varghese y Cohen, 2007), la
regulacion de la apoptosis (Kumarswamy y Chandna, 2010), la diferenciacion celular (Kwon et al.,
2005), la transmision sinaptica (Tsurudome et al. 2010), la homeostasis energética (Teleman et al.,
20006) y otras funciones fisiologicas esenciales. A medida que ha transcurrido el tiempo, se ha
logrado determinar el perfil de miRNAs en una amplia variedad de organismos, lo que ha
contribuido significativamente a expandir nuestro entendimiento acerca de la funcionalidad
especifica que estas moléculas desempenan en procesos fisioldogicos mas detallados, que

previamente solo estaban documentados en ciertas especies.

A la fecha, en insectos se han reportado los miRNAs de varias especies de los 6rdenes Diptera
(Drosophila spp., Anopheles gambiae, Aedes aegypti, Culex quinquefasciatus), Lepidoptera
(Bombyx morii, Heliconius melpomene, Manduca sexta), Homoptera (Acyrthosiphon pisum),
Coleoptera (Tribolium castaneum), Ortoptera (Locusta migratoria) e Hymenoptera (Apis mellifera,

Nasonia giraulti, Nasonia vitripennis, Nasonia longicornis, Dinoponera quadriceps) (Kozomara

etal. 2019).

2.2.3 miRNAs en mosquitos

El primer organismo perteneciente a la familia Culicidae en el que se identifico un perfil de
miRNAs fue Anopheles gambiae, en este estudio, se identificaron un total de 18 mRNAs, de los
cuales 6 estaban relacionados con la digestion de sangre, mientras que los restantes desempenaban

funciones inmunologicas en los mosquitos (Winter et al., 2007).

Posteriormente, se llevaron a cabo analisis en otros mosquitos, como Anopheles stephensi,
donde se identificaron 27 miRNAs en total (Mead y Tu, 2008) y en Ae. aegypti, donde se

encontraron 98 miRNAs (Li ef al, 2009), ambos estudios ampliaron significativamente nuestra



comprension de los miRNAs en los mosquitos. A medida que se realizaron mas investigaciones de
perfiles de miRNAs en otros mosquitos, se identificaron un total de 65 miRNAs en Aedes

albopictus y 77 miRNAs en Culex quinquefasciatus (Skalsky et al., 2010).

En términos de funcionalidad, los miRNAs han sido objeto de estudio en relacion con la
fisiologia de los mosquitos, centrandose en areas como la digestion de sangre, el dimorfismo
sexual, la resistencia a piretroides y la interaccion virus-vector. Se ha reportado que ciertos
miRNAs, como el miR-278-3p, regulan la sobreexpresion de la enzima CYP6AGI11, lo que resulta
en una mayor resistencia a los piretroides en Culex pipiens pallens (Lei et al, 2015). Ademas, se
ha observado que miRNAs como el miR-14-3p, miR-277-3p y miR-305-5p regulan procesos de

diapausa al influir en el metabolismo lipidico en Cu. pipiens (Meuti et al., 2018).

En 2021 Rodriguez-Sanchez y colaboradores realizaron un estudio en donde demostraron que
existen miRNAs presentes en Ae. aegypti que se encuentran conservados en seis ordenes de la clase
insecta. Reportaron un total de 55 miRNAs conservados, en donde 34 tenian tendencias a insectos
holometabolos y 21 a insectos hemimetabolos. La mayoria de los miRNAs que reportaron estan

relacionados al desarrollo embrionario, metamorfosis y funciones basales.

2.3 Metabolismo de aminoacidos y acilcarnitinas

Los AAs y las ACs son nodos centrales del metabolismo: los primeros sostienen sintesis,
sefalizacion y balance de nitrégeno, mientras que las segundas reflejan el flujo de acidos grasos
hacia la mitocondria y la capacidad de B-oxidacion. Su interpretacion bioldgica depende del
contexto fisiologico, porque desarrollo, alimentacion, reproduccidon, ayuno, estrés y
envejecimiento remodelan de manera importante sus concentraciones y razones relativas (Wu,

2009; Longo et al., 2016).

2.3.1 Metabolismo energético en insectos

El desarrollo de los insectos implica una reorganizacion constante del metabolismo, debido a
que cada estadio presenta demandas fisiologicas distintas. Durante las fases larvales, el

metabolismo se orienta principalmente al crecimiento, acumulacién de reservas y sintesis de
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biomoléculas estructurales; durante la pupa, ocurre una intensa remodelacion tisular; y en el adulto,
los recursos metabolicos se redistribuyen hacia funciones como dispersion, alimentacion,
reproduccidn, oviposicion y respuesta al estrés ambiental. En este contexto, el cuerpo graso
representa uno de los Organos metabolicos centrales de los insectos, ya que participa en el
almacenamiento y movilizacion de lipidos, carbohidratos y proteinas, ademés de intervenir en

procesos endocrinos, inmunologicos y reproductivos (Arrese y Soulages, 2010; Li et al., 2019).

A diferencia de los vertebrados, donde muchos estudios metabodlicos se interpretan desde una
perspectiva clinica, en insectos los perfiles de metabolitos permiten explorar procesos fisiologicos
propios de su biologia, como la muda, la metamorfosis, el vuelo, la diapausa, la digestion de sangre,

la vitelogénesis y la resistencia a xenobioticos.

2.3.2 Aminoéacidos en insectos

Los AAs cumplen funciones que van mas allda de la sintesis de proteinas. En insectos,
participan como intermediarios energéticos, precursores de moléculas bioactivas, componentes de
la hemolinfa, reguladores osmoticos y sustratos para procesos de crecimiento y diferenciacion.
Desde los primeros estudios sobre metabolismo del desarrollo en insectos, se ha reconocido que la
concentracion y utilizacion de AAs varia de acuerdo con el estadio, el tipo de tejido y las demandas

fisiologicas del organismo (Chen, 1966).

Durante el crecimiento larval, los AAs son necesarios para sostener la sintesis de proteinas
estructurales y enzimaticas, asi como para la formacion de reservas que podran ser utilizadas
durante la metamorfosis. En insectos holometabolos, la transicion de larva a pupa y posteriormente
a adulto implica degradacién y reconstruccion de tejidos, por lo que los AAs pueden reflejar tanto
procesos anabolicos como catabdlicos. Asimismo, algunos AAs se relacionan con funciones
especificas. La tirosina, por ejemplo, participa como precursor en procesos asociados con la
esclerotizacion y pigmentacion de la cuticula, eventos esenciales durante mudas y formacion del
exoesqueleto adulto (Hopkins y Kramer, 1992). La prolina puede funcionar como combustible
energético en insectos con alta demanda muscular, especialmente durante el vuelo, y se ha descrito

como un sustrato relevante para la actividad del musculo de vuelo en distintos grupos de insectos

(Sacktor y Childress, 1967; Teulier et al., 2016).
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La alanina también puede participar en rutas de transaminacion y metabolismo energético,
mientras que AAs de cadena ramificada como la leucina se asocian con crecimiento, sintesis
proteica y sefializacion nutricional. En mosquitos, esta sefalizacion nutricional es particularmente
importante porque la disponibilidad de AAs después de la alimentacion sanguinea activa rutas
relacionadas con la vitelogénesis y el desarrollo de huevos. En hembras anautégenas, como Ae.
aegypti, la sangre proporciona AAs indispensables para la produccion de vitelogenina y para el
avance del ciclo gonotrofico, por lo que el metabolismo de AAs esta estrechamente vinculado con

la reproduccion (Hansen et al., 2004; Attardo et al., 2005).

2.3.3 Aminoacidos en mosquitos

En mosquitos, los AAs tienen especial relevancia debido a la combinacion de dos
caracteristicas fisioldgicas: un ciclo de vida con estadios acuéticos y terrestres, y una etapa adulta
hematofaga en las hembras. Las larvas dependen de los nutrientes disponibles en el ambiente
acuatico, mientras que los adultos obtienen energia principalmente de fuentes azucaradas; sin
embargo, las hembras requieren sangre para completar la maduracion de los ovocitos. Esta
transicion entre fuentes nutricionales genera cambios metabolicos que pueden observarse en el

perfil de AAs.

Después de la ingesta de sangre, las proteinas del hospedero son digeridas en el intestino medio
y los AAs liberados son utilizados para la sintesis de proteinas del huevo, produccién de energia y
regulacion de rutas metabolicas asociadas con reproduccion. La via de sefializacion TOR, sensible
a AAs, ha sido descrita como un regulador importante de la anautogenia en mosquitos, ya que
conecta la disponibilidad nutricional con la activacidén de procesos reproductivos (Hansen et al.,
2004). Por ello, los cambios en AAs como alanina, arginina, prolina, tirosina y leucina pueden
interpretarse como indicadores de estados fisiologicos especificos, incluyendo crecimiento larval,

metamorfosis, maduracion adulta, alimentacion sanguinea y reproduccion.

En el caso particular de Ae. aegypti, el andlisis reciente de AAs durante el ciclo de vida mostré
variaciones especificas por estadio. En dicho estudio, la alanina presentd valores elevados en
machos adultos, la arginina fue mayor en hembras adultas, la prolina alcanz6 valores altos en
machos y la tirosina se increment6 en larvas y pupas, lo que sugiere una relacion entre estos

metabolitos y procesos como desarrollo, diferenciacion, reproduccion y mantenimiento energético.
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2.3.4 Metabolismo lipidico y acilcarnitinas en insectos

El metabolismo lipidico es otro componente esencial de la fisiologia de los insectos. Los
lipidos almacenados en el cuerpo graso representan una fuente importante de energia durante
periodos de ayuno, vuelo, metamorfosis, reproduccion y estrés. La movilizacion de lipidos requiere
la coordinacion entre drganos y tejidos, incluyendo cuerpo graso, hemolinfa, musculo, ovarios e
intestino. En este proceso participan rutas de transporte, oxidacion y almacenamiento que permiten
ajustar la disponibilidad energética de acuerdo con la etapa de desarrollo y las condiciones

ambientales (Arrese y Soulages, 2010; Lorenz y Géde, 2009).

Las ACs son derivados de carnitina unidos a grupos acilo y se relacionan con el transporte y
manejo de unidades acilo durante el metabolismo mitocondrial de 4cidos grasos. Aunque
histéricamente han sido estudiadas con mayor frecuencia en contextos clinicos, en insectos pueden
interpretarse como indicadores del estado del metabolismo energético, especialmente de la
movilizacion de lipidos y de la actividad mitocondrial. Por esta razén, su andlisis en mosquitos
resulta util para explorar cobmo los organismos redistribuyen sus reservas energéticas durante el

desarrollo, la alimentacion sanguinea o la exposicion a insecticidas.

En insectos, la interpretacion de ACs debe realizarse con cuidado, porque no representan por
si solas una medicion directa de toda la beta-oxidacion; sin embargo, sus cambios relativos pueden
sugerir modificaciones en el uso de lipidos, acumulacioén de intermediarios acilo o variaciones en
la demanda energética. En este sentido, la carnitina libre, también denominada CO, y la
acetilcarnitina, o C2, suelen ser metabolitos de interés porque reflejan componentes generales del

metabolismo de carnitina y del manejo de grupos acetilo derivados de rutas energéticas.

2.3.5 Acilcarnitinas y metabolismo energético en mosquitos

En mosquitos, el estudio de ACs atn es limitado en comparacion con otros metabolitos; sin
embargo, su andlisis ha comenzado a utilizarse para comprender respuestas metabdlicas ante

insecticidas y cambios fisioldgicos. En Culex quinquefasciatus, se reportaron perfiles de AAs y

13



ACs asociados con la exposicion a insecticidas, lo que sugiere que estos metabolitos pueden reflejar
ajustes bioquimicos frente a compuestos xenobiodticos (Martin-Park et al., 2017). Asimismo,
estudios metabolomicos en Drosophila melanogaster expuesta a permetrina han mostrado que la
respuesta a insecticidas puede involucrar rutas metabolicas especificas, incluyendo el metabolismo
de AAs, lo que respalda la utilidad de la metabolémica para estudiar mecanismos fisioldgicos

asociados con tolerancia o resistencia (Brinzer et al., 2015).

En Ae. aegypti, se ha senalado que el metabolismo mitocondrial presenta diferencias asociadas
al sexo y al tipo de sustrato energético utilizado, lo cual es relevante porque machos y hembras no
tienen las mismas demandas fisioldgicas ni reproductivas (Soares et al., 2015). Ademas, el uso de
metabolémica basada en espectrometria de masas ha permitido ampliar la comprension de la
fisiologia de mosquitos, al identificar cambios en metabolitos pequefios que no siempre pueden

inferirse Gnicamente a partir de datos gendémicos o transcriptomicos (Horvath et al., 2021).
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3. JUSTIFICACION
Aedes aegypti es uno de los mosquitos de mayor importancia médica a nivel mundial por su
participacion en la transmision de arbovirus como dengue, Zika, chikungunya y fiebre amarilla. Su
éxito como vector se relaciona con su adaptaciéon a ambientes urbanos, su asociacion con el
humano, su capacidad reproductiva y su ciclo de vida corto. Por ello, comprender los procesos
moleculares y metabolicos que acompanan su desarrollo es fundamental para ampliar el
conocimiento sobre su biologia e identificar posibles puntos vulnerables para futuras estrategias de

control.

El ciclo de vida de Ae. aegypti comprende etapas con requerimientos fisiologicos distintos. Las
larvas se orientan al crecimiento y acumulacion de reservas; la pupa presenta reorganizacion tisular
asociada con la metamorfosis; y el adulto dirige sus recursos hacia dispersion, alimentacion,
apareamiento y reproduccion. Estas transiciones requieren una regulacion coordinada de procesos
moleculares y metabolicos; sin embargo, los estudios que integran perfiles de microRNAs,

aminodcidos (AAs) y acilcarnitinas (ACs) durante su desarrollo siguen siendo limitados.

Los microRNAs son reguladores postranscripcionales involucrados en desarrollo,
metamorfosis, reproduccion, respuesta inmune y metabolismo, por lo que su caracterizacion puede
aportar informacion sobre el repertorio regulatorio entre estadios. De manera complementaria, los
AAs y las ACs permiten describir el estado metabolico del organismo, al participar en sintesis de

proteinas, crecimiento, reproduccion, metabolismo energético y movilizacion de lipidos.

Por lo anterior, el presente estudio se justifica por la necesidad de caracterizar el perfil de
miRNAs, AAs y ACs de Ae. aegypti durante su ciclo de vida. La integracion de un enfoque
miRNoOmico y metabolémico contribuira al conocimiento béasico de la fisiologia molecular y
metabolica de este vector, y servira como base para estudios posteriores orientados a la
identificacion de biomarcadores o posibles blancos moleculares relacionados con su desarrollo,

supervivencia y capacidad vectorial.
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4. HIPOTESIS

Los perfiles mirnémico y metabolémico de Aedes aegypti varian entre los estadios de su ciclo
de vida, reflejandose en diferencias en el numero, abundancia relativa y presencia compartida de
miRNAs, asi como en cambios en la abundancia relativa de aminoacidos y acilcarnitinas entre

huevo, estadios larvales, pupa y adultos.
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5. OBJETIVO DEL TRABAJO
5.1 Objetivo General

Caracterizar el perfil mirndmico y metabolomico de Aedes aegypti durante su ciclo de vida
mediante el andlisis descriptivo de miRNAs y la evaluacion de la abundancia relativa de
aminodcidos y acilcarnitinas en huevo, larvas de primer a cuarto estadio, pupa, hembra adulta y

macho adulto.

5.2 Objetivos particulares

1. Identificar y organizar los miRNAs detectados en los diferentes estadios del ciclo
de vida de Ae. aegypti a partir de los resultados de anotacion bioinformatica obtenidos con
miRDeep?2.

2. Describir el nimero, abundancia relativa y presencia compartida de miRNAs entre
los estadios del ciclo de vida de Ae. aegypti mediante normalizaciéon a RPM, mapas de calor,
diagramas UpSet y analisis de componentes principales.

3. Caracterizar el perfil de AAs durante el ciclo de vida de 4e.aegypti mediante el
analisis de su abundancia relativa media por estadio.

4. Caracterizar el perfil de ACs durante el ciclo de vida de Ae. aegypti mediante el
analisis de su abundancia relativa media por estadio.

5. Identificar los metabolitos con diferencias significativas entre estadios del ciclo de
vida de Ae. aegypti mediante pruebas no paramétricas de comparacion multiple.

6. Describir la distribucion de los metabolitos significativos por estadio para reconocer

los AAs y ACs con mayor abundancia relativa durante el desarrollo de Ae. aegypti.
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6. MATERIAL Y METODOS

6.1 Diseflo general del estudio

Se realizd un estudio descriptivo de tipo Omico para caracterizar el perfil mirndmico y
metabolémico de Aedes aegypti durante su ciclo de vida. Para ello, se analizaron ocho estadios
bioldgicos: huevo, larva de primer estadio, larva de segundo estadio, larva de tercer estadio, larva
de cuarto estadio, pupa, hembra adulta y macho adulto. El componente mirnémico se llevo a cabo
mediante secuenciacion de RNA pequefio y anotacion bioinformatica de miRNAs con miRDeep2,
mientras que el componente metabolomico se enfoco en la determinacion dirigida de aminoacidos

(AAs) y acilcarnitinas (ACs) mediante espectrometria de masas en tandem (Figura 3).

El analisis mirnomico se plante6 como una caracterizacion descriptiva del repertorio de
miRNAs detectados en cada estadio, debido a que se contd con una biblioteca de secuenciacion
por etapa del ciclo de vida. Por lo tanto, los datos se interpretaron en términos de presencia,
anotacion y abundancia de lecturas, sin realizar analisis estadistico de expresion diferencial entre
estadios. Esta decision metodoldgica evitd sobreinterpretar diferencias de expresion sin réplicas

bioldgicas independientes.

6.2 Material bioldgico y mantenimiento de la colonia

Se utilizé una colonia de Ae. aegypti cepa New Orleans, mantenida en el Laboratorio de
Fisiologia Molecular y Estructural de la Facultad de Ciencias Biologicas de la Universidad
Autonoma de Nuevo Ledn. La colonia se conservo bajo condiciones controladas de insectario, con

temperatura de 25 + 2 °C, humedad relativa de 70 + 2 % y fotoperiodo de 12:12 h luz-oscuridad.

Las larvas fueron alimentadas con dieta preparada en laboratorio y los adultos se mantuvieron
en jaulas de emergencia. Los adultos fueron alimentados con solucion azucarada al 10%, y para la
obtencion de huevos se colocaron recipientes con agua y papel filtro como superficie de
oviposicion. A partir de esta colonia se recolectaron muestras correspondientes a huevo, L1, L2,

L3, L4, pupa, hembra adulta y macho adulto.
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Figura 3. Representacion esquematica del disefio experimental general del estudio (Elaboracion Propia).
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6.3 Recoleccion de muestras por estadio del ciclo de vida

Las muestras fueron recolectadas de manera independiente de acuerdo con el estadio de
desarrollo. Los huevos se recuperaron del papel de oviposicion; las larvas fueron separadas segiin
su estadio larval; las pupas fueron recolectadas antes de la emergencia adulta; y los adultos fueron

separados por sexo después de la emergencia.

Para el andlisis mirndémico, se recolectd material bioldgico de cada estadio para la extraccion
de RNA total enriquecido en fracciones pequenas. Para el analisis metabolomico, se trabajé con
muestras del mismo esquema biologico de ciclo de vida, utilizando réplicas por estadio para la
determinacion de AAs y ACs. En el enfoque metabolomico publicado, cada condicion biologica
fue procesada con tres réplicas, y las muestras fueron preparadas como homogenizados biolégicos

para su andlisis por espectrometria de masas en tindem (MS/MS).

6.4 Analisis mirndmico

6.4.1 Extraccion de RNA total

La extracciéon de RNA total se realizé a partir de muestras de huevo, larvas L1-L4, pupas,
hembras adultas y machos adultos. Cada muestra fue macerada de manera independiente para

favorecer la ruptura del tejido y la liberacion de 4cidos nucleicos.

El RNA total fue extraido mediante el reactivo TRIzol™, siguiendo las recomendaciones del
fabricante. Este método se basa en la extraccion monofasica con fenol y tiocianato de guanidinio,
ampliamente utilizada para el aislamiento simultineo de RNA, DNA y proteinas a partir de

muestras bioldgicas (Chomczynski y Sacchi, 1987; Thermo Fisher Scientific, 2020).

6.4.2 Evaluacion de calidad y cantidad de RNA

La concentracion y pureza del RNA extraido se evaluaron mediante espectrofotometria de
microvolumen utilizando un equipo NanoDrop ND-1000. Se consideraron las relaciones de
absorbancia A260/A280 y A260/A230 como indicadores de pureza del extracto. El uso de
espectrofotometria de microvolumen permite estimar la concentracion de acidos nucleicos a partir

de pequefios volumenes de muestra (Desjardins y Conklin, 2010).
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La integridad del RNA se verifico mediante electroforesis en gel, prestando atenciéon a la
calidad general del extracto y a la presencia de fracciones de RNA pequefio. Las muestras que
cumplieron con criterios aceptables de calidad y cantidad fueron utilizadas para la construccion de

bibliotecas de RNA pequeiio.

6.4.3 Secuenciacion de RNA pequefio

Las muestras de RNA seleccionadas fueron utilizadas para la preparacion de bibliotecas de
RNA pequeno. Posteriormente, las bibliotecas fueron secuenciadas mediante tecnologia
Illumina/Solexa, la cual se basa en secuenciacion masiva por sintesis con nucledtidos terminadores
reversibles (Bentley et al., 2008). Como resultado, se obtuvieron archivos en formato FASTQ

correspondientes a cada estadio del ciclo de vida analizado.

Cada archivo FASTQ fue tratado como una unidad bioldgica representativa de su estadio
correspondiente. Debido a que no se contd con réplicas de secuenciacion por estadio, el analisis
posterior se enfoco en la identificacion y anotacion de miRNAs, no en pruebas estadisticas de

expresion diferencial.

6.4.4 Anotacion bioinformatica de miRNAs

La anotacion de miRNAs se realizo con miRDeep2, una herramienta disefiada para identificar
miRNAs conocidos y predecir posibles nuevos miRNAs a partir de datos de secuenciacion de RNA
pequetio (Friedldander et al., 2012). Las lecturas fueron procesadas y alineadas contra el genoma de
referencia de Ae. aegypti AaeglL5, ensamblaje mejorado que incremento la utilidad de la referencia

genOmica para estudios funcionales y de biologia del vector (Matthews et al., 2018).

El alineamiento de lecturas cortas se realiz6 mediante Bowtie, algoritmo de alineamiento
disefiado para mapear secuencias cortas contra genomas de referencia de manera rapida y eficiente
en memoria (Langmead et al., 2009). Para la anotaciéon de miRNAs conocidos se utilizaron como
referencia las secuencias maduras y precursoras disponibles en miRBase version 22, base de datos

especializada en el registro y curacion de secuencias de miRNAs (Kozomara et al., 2019).

Se conservaron para el andlisis las secuencias con longitud minima de 18 nucleotidos y los

candidatos que presentaron un puntaje miRDeep > 4. La seleccion de candidatos se basé en criterios
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propios del algoritmo, incluyendo el alineamiento de lecturas al genoma, la compatibilidad con
estructuras precursoras tipo horquilla y la presencia de lecturas correspondientes al miRNA

maduro.

6.4.5 Analisis de miRNAs en R

Los archivos de salida de miRDeep2 fueron revisados y organizados en tablas por estadio del
ciclo de vida. Para cada miRNA se registro el identificador, la secuencia madura, el nimero de
lecturas y el estadio en el que fue detectado. Posteriormente, los miRNAs fueron clasificados como

previamente reportados o candidatos potenciales, de acuerdo con su correspondencia con miRBase.

Los andlisis descriptivos, estadisticos y graficos de los datos mirnomicos y metabolomicos se
realizaron en el lenguaje de programacion R, un ambiente ampliamente utilizado para computo
estadistico y generacion de graficos cientificos (R Core Team, 2024). Para asegurar la trazabilidad
del andlisis, los procedimientos fueron organizados en carpetas independientes para resultados

tabulares y figuras.

La importacion de archivos en formato Excel se realizd con el paquete readx!/ (Wickham y
Bryan, 2026). La depuracion, transformacion y organizacion de los datos se llevé a cabo utilizando
los paquetes dplyr, tidyr y tibble, los cuales permitieron agrupar informacién por estadio,
transformar matrices entre formato ancho y largo, y estructurar tablas de trabajo para andlisis
posteriores (Miiller y Wickham, 2026; Wickham et al., 2026a; Wickham et al., 2025). Para la
lectura de archivos tabulares tipo TSV, empleados en la integracion de matrices de RPM,
coordenadas gendmicas y tamafios cromosoémicos, se utilizé el paquete readr (Wickham et al.,
2026b). En los analisis que requirieron aplicar funciones de manera iterativa por metabolito, se

utilizé purrr (Wickham y Henry, 2026).

Los conteos de lecturas maduras fueron colapsados por estadio y por miRNA, y posteriormente
normalizados como lecturas por millén, o RPM. Las visualizaciones descriptivas, incluyendo
graficas de barras, perfiles individuales de miRNAs y analisis de componentes principales, se
generaron con ggplot2, paquete basado en la gramatica de los graficos (Wickham, 2016). Los
mapas de calor de abundancia mirndémica y metabolomica se construyeron con pheatmap,

conservando el orden bioldgico de los estadios y evitando el agrupamiento jerarquico cuando el
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objetivo fue comparar visualmente las etapas del ciclo de vida (Kolde, 2025). Para la visualizacion
de presencia y ausencia de miRNAs entre estadios se utilizo UpSetR, una alternativa escalable a
diagramas de Venn para representar intersecciones entre conjuntos (Conway et al., 2017). Ademas,
la distribucion genomica de miRNAs conocidos se representd mediante graficos circulares
generados con circlize, paquete disefiado para visualizaciones circulares de datos
multidimensionales (Gu et al., 2014). Las paletas cromaticas utilizadas en algunas visualizaciones

fueron definidas mediante RColorBrewer (Neuwirth, 2022).

6.5 Analisis metabolomico
6.5.1 Diseno del analisis metabolomico

El anélisis metabolomico se realizd a partir de muestras de Ae. aegypti cepa New Orleans
correspondientes a los estadios del ciclo de vida: huevo, larva 1, larva 2, larva 3, larva 4, pupa,
hembra adulta y macho adulto. Este enfoque correspondi6 tinicamente a la estrategia de ciclo de
vida descrita en el estudio metabolomico publicado, descartando para la tesis los enfoques de

alimentacion sanguinea y exposicion a permetrina.

Se analizaron AAs y ACs como metabolitos asociados con crecimiento, desarrollo,
metamorfosis, reproduccion y metabolismo energético. El andlisis se realizd mediante
espectrometria de masas en tdndem, utilizando un método dirigido basado en kit comercial para la

deteccion de AAs y ACs.

6.5.2 Preparacion y homogeneizacion de muestras

Las muestras de cada estadio fueron trituradas y homogeneizadas en 500 pL de agua
desionizada estéril. Posteriormente, el homogenizado fue transferido a tubos conicos de 1.5 mL y
centrifugado brevemente durante 10 segundos. Después de la centrifugacion, el lisado fue

recuperado utilizando jeringas estériles.

El lisado recuperado fue filtrado a través de filtros Acrodisc de 0.22 pm, con la finalidad de
eliminar residuos solidos y obtener una fraccion liquida homogénea para su aplicacion en papel

filtro. El filtrado fue recolectado en tubos limpios y utilizado para la preparacion de muestras tipo
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dried blood spot adaptadas a homogenizados de mosquito, siguiendo el procedimiento descrito en

el analisis metaboldémico de Ae. aegypti (Martin-Park et al., 2017).

6.5.3 Aplicacion en papel filtro y obtencion de discos DBS

De cada filtrado se tomaron 30 pL, los cuales fueron depositados sobre papel filtro SyS 903
Whatman. Las muestras se dejaron secar bajo condiciones controladas y posteriormente se obtuvo
un disco de 3.2 mm de diametro utilizando un Wallac DBS Puncher. Este disco fue utilizado como

unidad de analisis para la extraccion y cuantificacion de metabolitos.

El uso de papel filtro tipo DBS permitio estandarizar el volumen de muestra procesado y
facilitar la extraccion de metabolitos con solucion metanodlica, siguiendo el flujo de trabajo del kit

NeoBase™ Non-derivatized MS/MS (PerkinElmer, 2017).

6.5.4 Extraccion de metabolitos y estandares internos

Los discos de papel filtro fueron procesados con una soluciéon metanélica provista por el kit
NeoBase™ Non-derivatized MS/MS. Esta solucion contenia estandares internos isotdpicos
estables para Aas y ACs, lo que permitié la cuantificacion relativa de los analitos mediante

comparacion con estandares internos.

La extraccion se realizé de acuerdo con las instrucciones del fabricante del kit. Posteriormente,

los extractos fueron transferidos para su analisis mediante espectrometria de masas en tindem.

6.5.5 Determinacidn por espectrometria de masas en tandem

La cuantificacion de AAs y ACs se realiz6 mediante espectrometria de masas en tdindem
utilizando un sistema TQD MS/MS Systems de Waters. Los analitos fueron detectados en modo de
monitoreo de reacciones multiples (MRM), conocido como Multiple Reaction Monitoring, el cual

permite seguir transiciones especificas precursor-producto para cada metabolito.

El procesamiento de las muestras se realizo con el kit NeoBase™ Non-derivatized MS/MS,

siguiendo las instrucciones del fabricante. La adquisicion de datos y el céalculo de las
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concentraciones de los analitos se realizaron mediante el software MassLynx, utilizado para el
control instrumental y andlisis de datos en plataformas Waters MS/MS (Waters Corporation, 2014).
Este procedimiento permitié obtener los valores correspondientes a AAs y ACs por estadio del

ciclo de vida.

6.5.6 Organizacion y normalizacion de datos metabolomicos

Los datos obtenidos por MS/MS fueron organizados en matrices independientes para AAs y
AC:s. Las filas correspondieron a los metabolitos detectados y las columnas a los estadios del ciclo

de vida de de. aegypti.

Para facilitar la comparacion entre muestras, los valores crudos fueron normalizados por
muestra. La suma total de los metabolitos detectados en cada muestra se considerdé como el 100 %,
y cada metabolito fue expresado como porcentaje relativo respecto al total de su muestra.
Posteriormente, los valores normalizados fueron transformados a escala log2 para reducir el efecto

de valores extremos y mejorar la visualizacion de los patrones de abundancia.

Este procedimiento de normalizacion fue realizado en el lenguaje de programacion R,
ambiente ampliamente utilizado para analisis estadistico y visualizacion de datos (R Core Team,

2024).

6.5.7 Analisis de perfiles metabolomicos en R

Para el analisis metabolomico, los datos correspondientes a AAs y ACs fueron organizados
por muestra, réplica, estadio y metabolito. Posteriormente, se calcul6 la abundancia relativa de cada
metabolito dentro de su grupo quimico correspondiente. Los estadisticos descriptivos, incluyendo
media, mediana y desviacion estdndar, fueron calculados en R. Para la comparacion entre estadios
se utilizd la prueba no paramétrica de Dunn con ajuste de Bonferroni, implementada mediante el
paquete rstatix (Kassambara, 2025). Los resultados tabulares, incluyendo estadisticos descriptivos,
comparaciones multiples y metabolitos significativos, fueron exportados a archivos de Excel

mediante openxlsx (Schauberger et al., 2025).
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Finalmente, las funciones estadisticas base de R se emplearon para el analisis de componentes
principales y para el cdlculo exploratorio de correlaciones de Spearman entre perfiles de miRNAs
y metabolitos. Este analisis de correlacion se interpretd Uinicamente como una aproximacion
exploratoria de co-variacion entre patrones mirnémicos y metabolomicos durante el ciclo de vida,

sin establecer relaciones causales ni inferencias funcionales definitivas.

6.5.8 Visualizacion de perfiles metabolomicos

Los perfiles de AAs y ACs fueron visualizados mediante mapas de calor. Para ello, se utilizaron
los valores porcentuales normalizados y transformados, organizados por metabolito y estadio del
ciclo de vida. Los mapas de calor permitieron identificar patrones generales de abundancia relativa

entre huevo, larvas, pupa, hembras adultas y machos adultos.

La visualizacion se realizd en R utilizando herramientas graficas para mapas de calor,
incluyendo heatmaply y RColorBrewer, las cuales permiten representar matrices de datos y asignar
escalas cromaticas para facilitar la interpretacion de patrones metabolomicos (Galili et al., 2018;

Neuwirth, 2014).
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7. RESULTADOS

7.1 Caracterizacion mirndmica del ciclo de vida de Ae. aegypti

Para la caracterizacion mirnomica del ciclo de vida de Aedes aegypti, se analizaron los
miRNAs detectados en ocho estadios: huevo, larva de primer a cuarto estadio, pupa, hembra adulta
y macho adulto. Los resultados se presentan en funcién del nimero de miRNAs detectados, su
abundancia relativa, su presencia compartida entre estadios y la distribucion global de los perfiles

mirndmicos

7.1.1 Numero de miRNAs detectados por estadio

El nimero de miRNAs detectados varid entre los estadios del ciclo de vida de Aedes aegypti
(Figura 4). Los valores mas altos se observaron en pupa y macho adulto, con 87 miRNAs
detectados en cada estadio. En huevo se identificaron 83 miRNAs, seguido de larva de primer
estadio con 81 miRNAs y hembra adulta con 80 miRNAs. Los estadios larvales restantes
presentaron valores menores, con 73 miRNAs en larva de segundo estadio, 75 miRNAs en larva
de tercer estadio y 76 miRNAs en larva de cuarto estadio. En conjunto, el nimero de miRNAs
detectados por estadio se encontrd en un intervalo de 73 a 87 miRNAs. Los valores exactos

correspondientes al nimero de miRNAs detectados por estadio se presentan en el Anexo A.
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Figura 4. Numero de miRNAs detectados por estadio del ciclo de vida de Ae. aegypti.

27



7.1.2 Abundancia relativa de los miRNAs detectados

Para describir la abundancia relativa de los miRNAs detectados, se seleccionaron los 50
miRNAs con mayor RPM promedio a lo largo del ciclo de vida de Aedes aegypti. Los valores
fueron transformados como log2(RPM + 1) y representados mediante un mapa de calor (Figura 5).

La matriz de RPM utilizada para la elaboracion de este mapa de calor se presenta en el Anexo B.

Dentro de los miRNAs con mayor abundancia promedio se encontraron miR-1, miR-276-3p,
miR-276-5p, miR-281-5p, miR-9a, miR-8-5p, miR-2¢, miR-184, miR-263a-5p y miR-8-3p. En el
mapa de calor, miR-1 present6 valores altos en todos los estadios analizados. De manera similar,
miR-276-3p y miR-276-5p mostraron valores elevados en varios estadios, particularmente en
hembra y macho adulto. Otros miRNAs presentaron valores altos en estadios especificos; por
ejemplo, miR-281-5p mostré mayor abundancia relativa en estadios larvales, mientras que miR-8-

5p present6 valores altos en larva de cuarto estadio y pupa.

También se observaron miRNAs con valores nulos en algunos estadios dentro del conjunto de
los 50 mas abundantes. Este patron se presentd6 en miRNAs como miR-2941, miR-2946, miR-
11894a, miR-317, miR-33, miR-8-3p y miR-2765, los cuales no fueron detectados en todos los

estadios incluidos en el mapa de calor.

7.1.3  miRNAs compartidos entre estadios del ciclo de vida

La presencia compartida de miRNAs entre los estadios del ciclo de vida de Aedes aegypti se
evalu6 mediante una matriz de presencia/ausencia, considerando como presentes aquellos miRNAs
con RPM > 1. En total, la matriz incluyé 97 miRNAs detectados en al menos un estadio bajo este

criterio.

El diagrama UpSet mostré que la interseccion mas numerosa correspondio a los miRNAs
presentes en los ocho estadios analizados, con 54 miRNAs compartidos entre huevo, larvas de
primer a cuarto estadio, pupa, hembra adulta y macho adulto (Figura 6). Esta interseccion

represent6 el 55.7% del total de miRNAs incluidos en la matriz de presencia/ausencia.
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Figura 5. Abundancia relativa de los 50 miRNAs con mayor RPM promedio durante el ciclo de vida de Ae. aegypti.
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Después de la interseccion comun a todos los estadios, las combinaciones restantes presentaron
numeros menores de miRNAs compartidos. La segunda interseccion con mayor nimero incluy6 4
miRNAs presentes en huevo, larva de primer estadio, pupa, hembra adulta y macho adulto. Otra
combinacion incluyd 3 miRNAs presentes en huevo, larva de primer estadio, larva de segundo
estadio, larva de cuarto estadio, pupa, hembra adulta y macho adulto. El resto de las combinaciones
observadas estuvo representado por uno o dos miRNAs. La matriz completa de presencia/ausencia

utilizada para generar el diagrama UpSet se presenta en el Anexo C.
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Figura 6. miRNAs compartidos entre estadios del ciclo de vida de Ae. aegypti.
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7.1.4 miRNAs presentes en todos los estadios

A partir de la matriz de presencia/ausencia, se identificaron los miRNAs detectados en los
ocho estadios del ciclo de vida de Aedes aegypti. De este conjunto, se seleccionaron los diez
miRNAs con mayor RPM promedio. Los miRNAs con mayor abundancia promedio fueron miR-
1, miR-276-3p, miR-276-5p, miR-281-5p, miR-9a, miR-2¢, miR-184, miR-263a-5p, bantam-5p y
miR-998.

Entre estos, miR-1 presentd el RPM promedio mas alto, seguido de miR-276-3p, miR-276-5p
y miR-281-5p. Todos los miRNAs incluidos en este grupo estuvieron presentes en huevo, larvas
de primer a cuarto estadio, pupa, hembra adulta y macho adulto. La tabla completa con los valores

de RPM promedio de estos diez miRNAs se presenta en el Anexo D.

7.1.5 Analisis de componentes principales de los perfiles mirndémicos

El anélisis de componentes principales se realizé a partir de los perfiles globales de miRNAs
por estadio, utilizando los valores transformados como log2(RPM + 1). Los dos primeros
componentes principales explicaron en conjunto el 70.8% de la variacion total observada. El
componente principal 1 (PC1) explico el 46.6% de la variacion, mientras que el componente
principal 2 (PC2) explico el 24.2% (Figura 7). La varianza explicada por el resto de los

componentes se presenta en el Anexo E.
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Figura 7. Analisis de componentes principales de los perfiles mirndmicos por estadio del ciclo de vida de Ae. aegypti.

En el espacio definido por PC1 y PC2, los estadios se distribuyeron en diferentes posiciones.
Huevo y hembra adulta se ubicaron hacia valores negativos de PC1 y valores negativos de PC2.
Macho adulto también se ubicé hacia valores negativos de PC1, pero con valores positivos de PC2.
En contraste, larva de primer estadio, larva de segundo estadio, larva de tercer estadio, larva de
cuarto estadio y pupa se ubicaron hacia valores positivos de PC1. Dentro de este grupo, larva de
tercer estadio, larva de cuarto estadio y pupa se localizaron en valores positivos de PC2, mientras

que larva de primer y segundo estadio se ubicaron en valores negativos de PC2.

7.2 Caracterizacién metabolomica del ciclo de vida de Ae. aegypti

Para la caracterizacion metabolomica del ciclo de vida de Ae. aegypti, se analizaron los perfiles
de AAs y ACs en ocho estadios: huevo, larva de primer estadio, larva de segundo estadio, larva de
tercer estadio, larva de cuarto estadio, pupa, hembra adulta y macho adulto. Los resultados se
presentan de acuerdo con la abundancia relativa de los metabolitos detectados, separando el panel
de AAs y el panel de ACs. Ademas, se describen los metabolitos que presentaron diferencias

significativas entre estadios y su distribucion relativa durante el ciclo de vida.
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7.2.1 Perfil de aminoacidos por estadio

El perfil de AAs se evalué mediante la abundancia relativa media (%) de Alanina (Ala),
Arginina (Arg), Citrulina (Cit), Glicina (Gly), Leucina (Leu), Metionina (Met), Ornitina (Orn),
Fenilalanina (Phe), Prolina (Pro), Succinilacetona (SA), Tirosina (Tyr) y Valina (Val) en los ocho
estadios del ciclo de vida de Aedes aegypti (Figura 8).

Ala presento los porcentajes relativos mas altos en todos los estadios analizados, con valores
entre 23.07% en larva de tercer estadio y 40.30% en macho adulto. Los valores més altos de Ala
se observaron en macho adulto (40.30%) y hembra adulta (39.23%), mientras que en huevo, larva
de primer estadio, larva de segundo estadio y pupa se registraron valores de 32.35%, 28.69%,

27.51% y 29.04%, respectivamente.

Arg presento valores de abundancia relativa media entre 8.34% y 18.35%. Los porcentajes
mas altos se observaron en hembra adulta (18.35%), macho adulto (17.43%) y larva de primer
estadio (16.52%). Pro presentd valores entre 5.79% y 23.46%, con el porcentaje mas alto en macho
adulto. En hembra adulta, larva de tercer estadio, pupa, larva de cuarto estadio y larva de segundo

estadio, Pro presento valores de 15.94%, 15.96%, 13.28%, 13.19% y 13.11%, respectivamente.
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Figura 8. Abundancia relativa media del panel de aminoacidos durante el ciclo de vida de de. aegypti.

Leu presento sus valores mds altos en larva de primer estadio (16.15%), larva de segundo
estadio (15.70%) y huevo (15.39%). Tyr mostr6 valores altos en larva de tercer estadio y pupa,
ambos con 14.74%, asi como en larva de cuarto estadio con 11.20%. En contraste, Cit, Orn y SA
presentaron los porcentajes relativos mas bajos dentro del panel evaluado, con valores menores a
1% en todos los estadios. Los estadisticos descriptivos completos del panel de AAs se presentan

en el Anexo F.

7.2.2  Perfil de acilcarnitinas por estadio

El perfil de ACs se evalu6 mediante la abundancia relativa media (%) de los metabolitos
detectados en los ocho estadios del ciclo de vida de Ae. aegypti (Figura 9). Dentro del panel
analizado, Carnitina libre (C0O) y Acetilcarnitina (C2) presentaron los porcentajes relativos mas

altos en comparacion con el resto de las ACs.
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Figura 8. Abundancia relativa media del panel de acilcarnitinas durante el ciclo de vida de Ae. aegypti.
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CO0 fue la acilcarnitina con mayor abundancia relativa media en todos los estadios analizados.

Los valores mas altos de CO se observaron en larva de cuarto estadio (94.20%), larva de tercer

estadio (90.58%), larva de segundo estadio (87.02%) y larva de primer estadio (86.98%). En huevo

y pupa, CO present6 valores de 85.47% y 80.39%, respectivamente. En los estadios adultos, los

porcentajes de CO fueron menores en comparacion con los estadios inmaduros, con 45.96% en

hembra adulta y 46.75% en macho adulto.

C2 present6 un patron diferente al observado para CO. En los estadios inmaduros, C2 mostrd

valores entre 3.22% y 4.09% desde huevo hasta larva de cuarto estadio. En pupa, el porcentaje
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relativo medio de C2 aument6 a 16.81%. Los valores mas altos de C2 se observaron en los adultos,

con 47.74% en hembra adulta y 43.09% en macho adulto.

El resto de las ACs presentd porcentajes relativos menores en comparacion con CO y C2. En
general, las ACs C10, C10:2, C12, C12:1, C14, C14:1, C14:2, C16, Cl6:1, Cl16, C160H, C18,
C18:1, C18, C3, C4, C5, C5:1, C6, C6DC, C8 y C8:1 mostraron valores bajos en todos los estadios,
con porcentajes individuales cercanos o inferiores a 1.5%. Los estadisticos descriptivos completos

del panel de ACs se presentan en el Anexo G.

7.2.3 Metabolitos con diferencias significativas entre estadios

La comparacién entre estadios mediante la prueba de Dunn con ajuste de Bonferroni permitio
identificar metabolitos con diferencias significativas en ambos paneles evaluados. En el panel de
AAs, los 12 metabolitos analizados presentaron diferencias significativas entre estadios, con

valores minimos de p ajustada de 0.0077.

Dentro del panel de AAs, los estadios con mayor abundancia relativa media variaron de
acuerdo con el metabolito. Ala, Orn, Pro y SA presentaron su mayor abundancia relativa media en
macho adulto. Arg present6 su valor mas alto en hembra adulta; Cit, Leu y Met en larva de primer
estadio; Phe en larva de segundo estadio; Gly en larva de cuarto estadio; Tyr en pupa; y Val en

huevo.

En el panel de ACs, 23 metabolitos presentaron diferencias significativas entre estadios, con
valores minimos de p ajustada entre 0.0076 y 0.0468. Entre las ACs significativas se encontraron
Carnitina libre (C0), Acetilcarnitina (C2) y las ACs identificadas en el panel como C3, C4, C5,
Cs5:1, C6, CoDC, C8, C8:1, C10, C10:2, C12, C12:1, C14, C14:1, C14:2, C16, C16:1, C16:10H,
C160H, C18:1 y C18:10H. La acilcarnitina C18 no se incluyd entre los metabolitos significativos

bajo el criterio de p ajustada < 0.05.

En cuanto al estadio con mayor abundancia relativa media, CO presentd su valor mas alto en
larva de cuarto estadio, mientras que C2 presentd su valor mas alto en hembra adulta. Las ACs
C10, C12:1, Cl6, C16:1, C18:1, C6 y C8:1 presentaron su mayor abundancia relativa media en
larva de segundo estadio. C10:2, C12, C14:2, C160H y C5:1 presentaron sus valores mas altos en

huevo. C14, C18:10H, C3 y C5 presentaron su mayor abundancia relativa media en larva de primer
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estadio, mientras que C14:1, C4, C6DC y C16:10H presentaron sus valores mas altos en macho
adulto. C8 presentd su mayor valor en hembra adulta. La tabla completa de metabolitos
significativos, valores de p ajustada y estadio de mayor abundancia relativa media se presenta en

el Anexo H.

7.2.4 Distribucion de metabolitos significativos por estadio

ala distribucion de los metabolitos significativos se representd mediante boxplots para
visualizar los valores de abundancia relativa (%) por estadio. En el panel de AAs, los metabolitos
significativos mostraron diferentes patrones de distribucion a lo largo del ciclo de vida de Ae.

aegypti (Figura 10).
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Figura 9. Distribucion de aminoécidos significativos por estadio del ciclo de vida de 4e. aegypti.

Ala present6 los valores mas altos en los estadios adultos, principalmente en macho y hembra
adulta. Arg mostré valores mas altos en hembra adulta, macho adulto y larva de primer estadio. Pro
present6 su valor mas alto en macho adulto, mientras que Tyr mostr6 valores mayores en larva de
tercer estadio y pupa. Leu presentd valores mas altos en huevo, larva de primer estadio y larva de

segundo estadio.
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Abundancia relativa (%)

En el panel de ACs, los boxplots mostraron que CO present6d valores altos en los estadios
inmaduros, con los porcentajes mas altos en larva de cuarto estadio, larva de tercer estadio, larva
de segundo estadio y larva de primer estadio (Figura 11). En contraste, C2 presentd valores mas
altos en los estadios adultos, principalmente en hembra adulta y macho adulto, asi como un

incremento en pupa respecto a los estadios larvales.
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Figura 10. Distribucion de acilcarnitinas significativas por estadio del ciclo de vida de Ae. aegypti.

El resto de las ACs significativas presentd porcentajes relativos menores en comparacion con
CO y C2. Sin embargo, su distribucion permitié identificar estadios con valores maximos
especificos: algunas ACs presentaron sus valores mas altos en huevo, otras en estadios larvales y
otras en adultos. Los valores estadisticos completos, incluyendo el estadio de mayor abundancia

relativa media para cada metabolito significativo, se presentan en el Anexo H.
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8. DISCUSION

El presente trabajo permitié caracterizar, de manera descriptiva, los perfiles mirndmico y
metabolomico de Aedes aegypti durante ocho estadios de su ciclo de vida: huevo, larva de primer
estadio, larva de segundo estadio, larva de tercer estadio, larva de cuarto estadio, pupa, hembra
adulta y macho adulto. En conjunto, los resultados muestran que el ciclo de vida de Ae. aegypti
estd acompanado por cambios en el nimero, abundancia relativa y presencia compartida de
miRNAs, asi como por variaciones significativas en la abundancia relativa de aminoécidos (AAs)

y acilcarnitinas (ACs).

8.1 Variacion mirnémica durante el ciclo de vida de Ae. aegypti

El nimero de miRNAs detectados vario entre los estadios del ciclo de vida, con un intervalo
de 73 a 87 miRNAs por etapa. Los valores mds altos se observaron en pupa y macho adulto,
mientras que los estadios larvales intermedios presentaron los conteos menores. Esta variacion
indica que el repertorio mirndmico detectable no fue uniforme a lo largo del desarrollo, sino que

presentd cambios en funcion del estadio analizado.

La etapa de pupa es particularmente relevante debido a que representa la transicion entre el
estado larval acuatico y el adulto terrestre. En insectos holometabolos, esta etapa implica una
reorganizacion profunda de tejidos, rganos y programas de desarrollo. Diversos miRNAs han sido
asociados con procesos de metamorfosis, remodelacion tisular y temporizacion del desarrollo en
insectos, particularmente en Drosophila melanogaster. Por ejemplo, el cluster let-7-C, que incluye
let-7, miR-100 y miR-125, se ha relacionado con la regulacion temporal de procesos metamorficos
y remodelaciéon neuromuscular (Caygill y Johnston, 2008; Sokol et al., 2008). Aunque en el
presente trabajo no se evalu6 funcionalmente este cluster, el mayor nimero de miRNAs detectados
en pupa es compatible con la idea de que esta etapa requiere una regulacion postranscripcional

compleja.

El macho adulto también presentd uno de los conteos mas altos de miRNAs detectados. Este
resultado es importante porque, en muchos estudios de mosquitos, la atencion suele centrarse en
las hembras debido a su papel hematofago y vectorial. Sin embargo, el perfil observado en macho

adulto sugiere que este estadio posee una composicidn mirndémica propia y no debe ser considerado
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unicamente como un estado basal o secundario. Estudios previos han demostrado que los miRNAs
pueden presentar patrones asociados con dimorfismo sexual, reproduccidon, comportamiento y
metabolismo en insectos (Fagegaltier et al., 2014; Marco et al., 2014). En este estudio no se
realizaron analisis comparativos con réplicas para evaluar dimorfismo sexual mirnémico, pero la
diferencia en la posiciéon de macho y hembra adulta dentro del PCA sugiere que ambos estadios

tienen perfiles globales distinguibles.

El diagrama UpSet permitio identificar 54 miRNAs presentes en los ocho estadios del ciclo de
vida. Esta interseccion fue la mas numerosa, lo que indica la presencia de un nucleo mirnémico
compartido entre huevo, larvas, pupa y adultos. Este resultado sugiere que una proporcion
importante del repertorio de miRNAs se mantiene detectable durante todo el desarrollo. No
obstante, la presencia compartida no implica necesariamente una funcion constante en todos los
estadios. Un mismo miRNA puede participar en procesos distintos dependiendo del tejido, el
contexto fisiologico, el estadio y los genes blanco disponibles. Por esta razon, este conjunto de
miRNAs debe interpretarse como un repertorio candidato de regulacion basal o recurrente, y no

como evidencia directa de funciones constitutivas.

El andlisis de componentes principales mostrd una separacion exploratoria entre los estadios
del ciclo de vida. El PC1 explic6 el 46.6% de la variacion y el PC2 explico el 24.2%, acumulando
70.8% de la variacion total. En el espacio del PCA, huevo y hembra adulta se ubicaron hacia valores
negativos de PC1 y PC2, mientras que macho adulto se ubicé hacia valores negativos de PC1 y
positivos de PC2. En contraste, los estadios larvales y pupa se localizaron hacia valores positivos
de PC1. Esta distribucion indica que los perfiles globales de miRNAs presentan diferencias en su
composicion relativa entre estadios inmaduros y adultos. Sin embargo, debido a la ausencia de
réplicas biologicas, este resultado debe considerarse unicamente como una representacion

exploratoria de la estructura global de los datos.

8.2 miRNAs abundantes y presentes durante el ciclo de vida: funciones putativas

Entre los miRNAs presentes en todos los estadios con mayor RPM promedio destacaron miR-
1, miR-276-3p, miR-276-5p, miR-281-5p, miR-9a, miR-2c, miR-184, miR-263a-5p, bantam-5p y
miR-998. La presencia de estos miRNAs en los ocho estadios sugiere que forman parte del

repertorio mirndmico recurrente durante el ciclo de vida de Ae. aegypti. Sin embargo, sus funciones
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en este estudio son putativas, ya que no se realizaron ensayos de validacion funcional, prediccion

experimental de blancos ni silenciamiento o sobreexpresion de miRNAs.

miR-1 fue el miRNA con mayor RPM promedio entre los presentes en todos los estadios. En
Drosophila, miR-1 ha sido asociado con diferenciacion muscular y desarrollo cardiaco, ademas de
modular la sefializacion Notch durante el desarrollo del corazén (Kwon et al., 2005). La alta
abundancia de miR-1 en todos los estadios de Ae. aegypti podria estar relacionada, de manera

putativa, con procesos asociados al desarrollo y mantenimiento de tejidos musculares.

bantam-5p también estuvo presente en todos los estadios. En Drosophila, bantam se ha
descrito como un miRNA asociado con crecimiento tisular, control del tamafio corporal y supresion
de apoptosis mediante la regulacion de genes proapoptoticos como hid (Brennecke et al., 2003;
Thompson y Cohen, 2006). Su presencia durante todo el ciclo de vida de Ae. aegypti es compatible
con un posible papel en procesos de crecimiento y mantenimiento celular; sin embargo, este estudio
no demuestra dicha funcion. La deteccion de bantam-5p como parte del niicleo compartido sugiere
que podria considerarse un candidato para estudios posteriores sobre regulacion del desarrollo en

mosquitos.

miR-9a presentd alta abundancia promedio y fue detectado en todos los estadios. En
Drosophila, miR-9a participa en la especificacion precisa de precursores de 6rganos sensoriales y
se ha propuesto como un regulador de la robustez del desarrollo neuro-sensorial (Li ef al., 2006;
2009). La deteccion de miR-9a a lo largo del ciclo de vida de Ae. aegypti podria reflejar la
conservacion de funciones asociadas al desarrollo neuronal o sensorial. No obstante, dado que se
utilizaron homogenizados de cuerpo completo, no es posible determinar si su abundancia proviene

de tejidos nerviosos, sensoriales u otros tejidos.

miR-2¢ forma parte de la familia miR-2/13, la cual ha sido asociada con regulacion de
apoptosis en insectos. En Drosophila, miembros de esta familia reprimen genes proapoptdticos y
contribuyen al control de la muerte celular durante la embriogénesis (Leaman et al., 2005; Stark et
al., 2003). Ademads, en insectos hemimetabolos se ha reportado que la familia miR-2 puede
participar en la regulacion de la metamorfosis mediante componentes de la sefalizacion de
hormona juvenil (Lozano et al., 2015). En el presente trabajo, la presencia de miR-2c¢ en todos los

estadios de Ae. aegypti permite proponerlo como un miRNA candidato asociado con procesos

41



generales de desarrollo y supervivencia celular, aunque esta funcién no fue evaluada

experimentalmente.

El miR-184 fue otro de los miRNAs presentes en todos los estadios. En Drosophila, miR-184
tiene funciones relevantes durante la oogénesis y el desarrollo temprano, y su alteracion puede
afectar procesos reproductivos y de patrén embrionario (Iovino et al., 2009). En mosquitos, miR-
184 también ha sido reportado en tejidos como intestino medio y glandulas salivales, y se ha
utilizado en estrategias de restriccion viral mediante insercion de sitios blanco en genomas virales
(Tsetsarkin et al., 2015; Su et al., 2017). En este trabajo, su presencia en todos los estadios no
permite asignarle una funcion especifica, pero si lo posiciona como un candidato relevante para

explorar procesos de desarrollo temprano, fisiologia adulta o interaccidon vector-patdgeno.

El miR-263a-5p se ha asociado en Drosophila con la proteccion de drganos sensoriales frente
a apoptosis estocastica durante el desarrollo. Hilgers et al. (2010) demostraron que miR-263a y
miR-263b confieren robustez al desarrollo de 6rganos sensoriales al regular genes proapoptoticos.
En el contexto de Ae. aegypti, la deteccion de miR-263a-5p durante todo el ciclo de vida podria
estar relacionada de manera putativa con mantenimiento de estructuras sensoriales o control de
apoptosis durante el desarrollo. Sin embargo, esta relacion requiere validacion experimental

especifica en mosquitos.

Ademas, miR-998 también fue detectado en todos los estadios. En Drosophila, miR-998 se
encuentra asociado al cluster miR-11/998 y se ha relacionado con la modulacion de la sefializacion
EGFR mediante la represion de dChl, un regulador negativo de esta via (Truscott et al., 2014).
Ademas, se ha descrito que su procesamiento puede depender de la arquitectura del clister miR-
11/998, lo que indica una regulacion compleja de su biogénesis (Truscott et al., 2016; Park y Kim,
2021). En esta tesis, la presencia de miR-998 en todos los estadios lo convierte en un candidato
interesante para estudios posteriores sobre sefializacion y desarrollo, aunque no se evalu6 su blanco

ni su funcion.

8.3 miRNAs vinculados putativamente con metabolismo y fisiologia de mosquitos

Ademas de miRNAs asociados con desarrollo general, varios de los miRNAs abundantes en

este estudio han sido relacionados en la literatura con metabolismo, fisiologia reproductiva o
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interaccion vector-patogeno en mosquitos. Entre ellos destacan miR-276-3p, miR-276-5p y miR-

281-5p.

El miR-276-5p fue uno de los miRNAs mas abundantes y estuvo presente en todos los estadios.
En Anopheles, miR-276-5p ha sido asociado con el ajuste del metabolismo de AAs de cadena
ramificada mediante la regulacion de la aminotransferasa BCAT durante el ciclo reproductivo,
afectando ademas el desarrollo de Plasmodium falciparum (Lampe et al., 2019). También se ha
reportado que miR-276-5p cambia después de la ingesta de sangre en tejidos como el cuerpo graso
(Lampe et al., 2018). La presencia de miR-276-5p durante todo el ciclo de vida de Ae. aegypti,
junto con la variacion observada en AAs como Leucina (Leu) y Valina (Val), permite plantear de
manera putativa que este miRNA podria estar relacionado con rutas de homeostasis de AAs. Sin
embargo, este estudio no evalud blancos ni rutas metabdlicas reguladas por miR-276-5p, por lo que

esta relacion debe considerarse una hipdtesis para estudios futuros.

El miR-276-3p también se encontro entre los miRNAs mas abundantes del niicleo compartido.
En células C6/36 de Aedes albopictus, miR-276-3p se ha asociado con la infeccion por dengue y
se ha descrito un efecto proviral bajo ciertas condiciones experimentales (Su et al., 2019). Ademas,
estudios de atlas tisular en mosquitos han mostrado que miR-276 puede presentar abundancia
elevada y cambios posteriores a la alimentacién sanguinea (Lampe et al.,, 2018). En el presente
trabajo, la abundancia de miR-276-3p no puede vincularse directamente con infeccién ni
alimentacion sanguinea, ya que se analizaron estadios del ciclo de vida sin exposicion viral ni
sangre. No obstante, su presencia sostenida sugiere que podria formar parte de un moddulo

regulatorio relevante en la fisiologia general de mosquitos.

Por otro lado, miR-281-5p mostr6 alta abundancia relativa y fue detectado en todos los
estadios. En Aedes albopictus, miR-281 se ha descrito como un miRNA abundante en intestino
medio y se ha reportado que puede potenciar la replicacion de DENV-2 al interactuar con regiones
del genoma viral (Zhou et al., 2014). También se ha reportado miR-281-5p en saliva y glandulas
salivales de Ae. aegypti, lo que ha llevado a proponerlo como un miRNA relevante en la interaccion
vector-virus y en la fisiologia de tejidos relacionados con la transmision (Maharaj et al., 2015;

Zhang et al., 2021). En este estudio, su presencia en todos los estadios no debe interpretarse como
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una funcidon antiviral o proviral, pero si sugiere que miR-281-5p forma parte del repertorio

mirnémico recurrente de Ae. aegypti.

Otros miRNAs observados entre los mas abundantes, como miR-8-5p y miR-8-3p, también
han sido relacionados con metabolismo, reproduccion y senalizacion hormonal en insectos. En
Drosophila, miR-8 participa en la regulacion del crecimiento corporal y la sefializacion de insulina,
mientras que en Ae. aegypti miR-8-3p ha sido implicado funcionalmente en la regulacion de la via
Wingless en el cuerpo graso femenino y procesos reproductivos posteriores a la ingesta de sangre
(Hyun et al., 2009; Lucas et al., 2015; Zhang et al., 2017). En los resultados de esta tesis, miR-8-
5p presento valores altos en larva de cuarto estadio y pupa, mientras que miR-8-3p aparecié dentro
del conjunto de los miRNAs abundantes pero no fue detectado en todos los estadios del heatmap.
Esto sugiere que los brazos 5p y 3p de un mismo precursor podrian presentar patrones distintos de
abundancia durante el ciclo de vida, aunque esta observacion requeriria un analisis especifico de

uso de brazo e isomiRs para ser confirmada.

8.4 miRNAs de deteccion restringida o variable entre estadios

Ademas del nicleo de miRNAs presentes en todos los estadios, se observaron miRNAs con
valores nulos en algunos estadios dentro del conjunto de los 50 miRNAs mas abundantes. Entre
ellos se encontraron miR-2941, miR-2946, miR-11894a, miR-317, miR-33, miR-8-3p y miR-2765.
Este patron indica que algunos miRNAs, aunque alcanzaron alta abundancia promedio, no fueron

detectados de manera uniforme durante todo el ciclo de vida.

Los miR-2941 y miR-2946 han sido relacionados en Ae. aegypti con etapas embrionarias
tempranas y se han descrito como parte de clusteres asociados con desarrollo temprano en
mosquitos (Hu ef al., 2015; Ninova ef al., 2016). La deteccion variable de estos miRNAs en el
presente estudio podria estar relacionada, de manera putativa, con cambios ontogénicos entre huevo
y estadios posteriores. Sin embargo, dado que no se analizaron tiempos finos de embriogénesis, no
es posible determinar si su abundancia corresponde a regulacién materna, cigotica o a ambos

Pprocesos.

El miR-11894a, por su parte, ha sido anotado en 4e. aegypti y se ha reportado como un miRNA

cargado en AGOI1 en estudios de Argonaute-CLIP, lo que sugiere que puede incorporarse a
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complejos de silenciamiento funcionales (Rozen-Gagnon et al., 2021). También ha sido
identificado en perfiles de pequeiios RNAs durante infeccion por DENV en células Aag2 (Miesen
et al., 2016).

Los miR-317 y miR-33 también resultan relevantes por su asociacion previa con inmunidad,
longevidad y metabolismo lipidico. En Drosophila, miR-317 se ha descrito como regulador
negativo de la via Toll, mientras que en Ae. aegypti infectado con Wolbachia se ha relacionado con
longevidad de hembras (Li et al., 2019; Bishop et al., 2022). miR-33, por otro lado, se ha asociado
con metabolismo lipidico y con modulacion de mortalidad inducida por permetrina en Ae. aegypti
(Davalos et al., 2011; Kubik et al., 2021). Aunque estas funciones no fueron evaluadas en esta
tesis, la presencia de miRNAs con antecedentes en metabolismo, inmunidad o respuesta a
insecticidas refuerza el valor del repertorio identificado como punto de partida para estudios

posteriores.

8.5 Perfil de aminoacidos durante el ciclo de vida

El anélisis metaboldmico mostré que los 12 metabolitos del panel de AAs presentaron
diferencias significativas entre estadios. Entre ellos, Alanina (Ala), Arginina (Arg), Prolina (Pro),
Leucina (Leu) y Tirosina (Tyr) fueron los metabolitos con mayor contribucion relativa dentro del

panel.

Ala fue el metabolito con mayor abundancia relativa en todos los estadios analizados y alcanzd
sus valores mas altos en macho adulto y hembra adulta. En insectos, los AAs pueden participar en
multiples procesos, incluyendo sintesis proteica, transaminacion, balance de nitrégeno y
metabolismo energético (Chen, 1966). Por ello, la predominancia de Ala durante todo el ciclo de
vida podria reflejar su contribucion general al metabolismo del mosquito. Sin embargo, debido a
que los datos fueron expresados como porcentajes relativos, el mayor valor de Ala no implica
necesariamente una mayor concentracion absoluta del metabolito, sino una mayor proporcion

dentro del panel evaluado.

Arg present6 su mayor abundancia relativa en hembra adulta, seguida de macho adulto y larva
de primer estadio. En organismos adultos, Arg puede estar relacionada con sefializacion celular y

procesos reproductivos mediante rutas como el sistema L-arginina/6xido nitrico, aunque la
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evidencia especifica para Ae. aegypti en este contexto requiere validacion experimental (Bodis et
al., 2022). En esta tesis, el mayor porcentaje relativo de Arg en hembra adulta puede describirse
como un rasgo distintivo del perfil metabolémico de este estadio, pero no permite afirmar de

manera directa una funcion reproductiva.

Pro mostrd su valor mas alto en macho adulto. En insectos, Pro puede actuar como sustrato
energético en tejidos con alta demanda muscular, particularmente durante el vuelo (Sacktor y
Childress, 1967; Teulier et al., 2016). La mayor abundancia relativa de Pro en macho adulto es
compatible con un perfil metabolico asociado a demandas energéticas propias de la vida adulta; no
obstante, este estudio no midid actividad de vuelo, consumo energético ni metabolismo tisular
especifico. Por ello, la relacion entre Pro y fisiologia muscular debe considerarse una interpretacion

putativa basada en literatura previa.

Leu presentd sus valores mas altos en huevo, larva de primer estadio y larva de segundo
estadio. Este patron es relevante porque Leu es un aminoacido de cadena ramificada asociado con
crecimiento, sintesis proteica y sefializacion nutricional en diversos organismos. En insectos, los
AAs de cadena ramificada también han sido relacionados con rutas como TOR y con regulacion
del crecimiento y reproduccion (Esslinger et al., 2013; Lampe et al., 2019). En este estudio, la
mayor proporcion relativa de Leu en etapas tempranas del ciclo de vida es compatible con un estado
metabolico asociado al inicio del desarrollo, aunque no se evaluaron directamente rutas de

sefializacion nutricional.

Tyr presentd valores altos en larva de tercer estadio y pupa. En insectos, Tyr se ha relacionado
con procesos de esclerotizacion y pigmentacion de la cuticula, eventos relevantes durante mudas y
formacion de estructuras adultas (Hopkins y Kramer, 1992). Dado que larva de tercer estadio, larva
de cuarto estadio y pupa corresponden a etapas de transicion y preparacion para metamorfosis, el
aumento relativo de Tyr en estas fases es compatible con procesos de remodelacion y formacion
de estructuras. Sin embargo, esta interpretacion debe mantenerse como putativa, ya que no se

midieron intermediarios especificos de la ruta de esclerotizacion ni actividad enzimatica asociada.

En contraste, Citrulina (Cit), Ornitina (Orn) y Succinilacetona (SA) presentaron valores
relativos bajos en todos los estadios. Aunque estos metabolitos fueron significativos entre estadios,

su contribucidn proporcional dentro del panel fue menor en comparacion con Ala, Arg, Pro, Leu y
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Tyr. Esto sugiere que las diferencias estadisticas detectadas no necesariamente corresponden a
metabolitos dominantes en términos porcentuales, sino también a cambios consistentes en

metabolitos de baja abundancia relativa.

8.6 Perfil de acilcarnitinas durante el ciclo de vida

El panel de ACs mostrd un patron marcado durante el ciclo de vida. Carnitina libre (CO) fue
la acilcarnitina predominante en los estadios inmaduros, con valores particularmente altos en larva
de cuarto estadio, larva de tercer estadio, larva de segundo estadio y larva de primer estadio. En
contraste, Acetilcarnitina (C2) present6d valores bajos en huevo y estadios larvales, aument6 en

pupa y alcanzo6 sus mayores porcentajes relativos en hembra adulta y macho adulto.

Las ACs son metabolitos derivados de carnitina que participan en el manejo de grupos acilo y
se relacionan con el metabolismo energético y mitocondrial. En insectos, su interpretacion debe
realizarse con cautela, ya que no constituyen por si solas una medicion directa de B-oxidacion ni
permiten definir flujos metabolicos absolutos. Sin embargo, sus perfiles relativos pueden ofrecer
informacion sobre el estado general del metabolismo energético y la movilizaciéon de unidades

acilo (Lorenz y Géde, 2009; Horvath ef al., 2021).

La alta proporcion relativa de CO en los estadios inmaduros podria representar una firma
caracteristica de las etapas larvales dentro del panel analizado. Las larvas de Ae. aegypti son fases
acuaticas orientadas al crecimiento y acumulacién de reservas, por lo que presentan demandas
fisiologicas distintas a las de los adultos. En este contexto, la dominancia de CO en larvas podria
estar asociada de manera putativa con el estado metabdlico propio de estadios de crecimiento. No
obstante, esta interpretacion no debe entenderse como evidencia directa de mayor B-oxidacion o
de mayor disponibilidad absoluta de carnitina, sino como una diferencia proporcional dentro del

panel de ACs.

C2, por su parte, presentd el patron opuesto a CO, con valores mas altos en adultos. Este
incremento relativo de C2 en hembra y macho adulto sugiere una reorganizacion del metabolismo
de ACs al llegar a la etapa adulta. Estudios previos han sefialado que el metabolismo mitocondrial
de Ae. aegypti puede diferir entre sexos y segun el sustrato energético utilizado, lo cual es relevante

porque machos y hembras adultas presentan demandas fisioldgicas distintas (Soares ef al., 2015).
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En esta tesis, C2 fue mds alto en hembra adulta que en macho adulto, aunque ambos adultos
presentaron valores superiores a los estadios inmaduros. Esta diferencia podria reflejar una
reorganizacion metabolica general de la etapa adulta, pero no permite atribuir el cambio a

reproduccion, vuelo o alimentacion sin estudios adicionales.

El resto de las ACs presentd porcentajes menores en comparacion con CO y C2, aunque 23
ACs mostraron diferencias significativas entre estadios. Esto indica que la variacién metabolémica
del ciclo de vida no se limita a las ACs predominantes, sino que involucra un reacomodo mas
amplio del panel. En estudios previos en Culex quinquefasciatus, los perfiles de AAs y ACs se han
utilizado para explorar respuestas metabolicas asociadas con exposicion a insecticidas (Martin-
Park et al., 2017). Aunque el presente trabajo se enfoca exclusivamente en ciclo de vida y no en
exposicion quimica, los resultados muestran que los perfiles de ACs también varian de manera

importante bajo condiciones basales de desarrollo.

8.7 Integracion conceptual entre los perfiles mirndémico y metabolémico

Aunque esta tesis no realizo validacion funcional ni establecid relaciones causales entre
miRNAs y metabolitos, la comparacion paralela de ambos niveles permite plantear hipotesis
conceptuales para futuros estudios. En primer lugar, los resultados muestran que el ciclo de vida
de Ae. aegypti se acompafia tanto de variacion mirnémica como de variacidon metabolomica. El
PCA de miRNAs separ6 de manera exploratoria a los estadios larvales/pupa respecto a huevo y
adultos, mientras que el perfil metabolomico distinguié estadios inmaduros y adultos mediante
cambios en Ala, Pro, Arg, CO y C2. Esta coincidencia no demuestra regulacion directa entre
miRNAs y metabolitos, pero si indica que las transiciones del desarrollo estdn acompafiadas por

cambios en ambas capas bioldgicas.

Una posible linea de integracion se relaciona con miR-276-5p y los AAs de cadena ramificada.
En Anopheles, miR-276-5p se ha vinculado con el catabolismo de AAs de cadena ramificada
mediante regulacion de BCAT (Lampe et al., 2019). En este estudio, Leu y Val presentaron
diferencias significativas entre estadios, y miR-276-5p estuvo presente en todos los estadios con
alta abundancia promedio. Esta coincidencia permite proponer que miR-276-5p podria ser un
candidato para explorar la regulacion de rutas asociadas con AAs de cadena ramificada durante el

desarrollo de Ae. aegypti.
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Otra posible conexion conceptual involucra miRNAs relacionados con crecimiento, apoptosis
y remodelacion, como bantam-5p, miR-2c, miR-9a, miR-263a-5p y miR-998. Estos miRNAs,
detectados en todos los estadios, podrian formar parte de una red regulatoria de procesos celulares
generales que acompanan el desarrollo. Al mismo tiempo, los AAs y ACs mostraron cambios
significativos entre etapas, lo que sugiere que la reorganizacion del ciclo de vida incluye tanto

regulacion postranscripcional como cambios en composicion metabolica.

En el caso de miR-8, su relacion previa con crecimiento, sefializacion de insulina, hormona
juvenil y reproduccidon en insectos resulta relevante para interpretar su presencia dentro del
heatmap de miRNAs abundantes (Hyun et al., 2009; Lucas et al., 2015; Zhang et al., 2017). Dado
que los perfiles metabolémicos mostraron diferencias en AAs y ACs entre estadios, miR-8 podria
ser un candidato para explorar futuras conexiones entre regulacion hormonal, metabolismo y

desarrollo.

8.8 Alcances y limitaciones del estudio

El principal alcance de este trabajo es la generacion de una caracterizacion conjunta del perfil
mirndémico y metabolomico durante el ciclo de vida de Ae. aegypti. Esta aproximacion permite
observar, en un mismo marco de andlisis, la distribucion de miRNAs y metabolitos en estadios
inmaduros y adultos. Ademas, el estudio proporciona una linea base util para investigaciones
posteriores sobre desarrollo, fisiologia, reproduccion, metabolismo, infeccion viral o respuesta a

insecticidas.

Una fortaleza del componente mirndmico es que se utilizé un flujo bioinformético basado en
miRDeep2, alineamiento al genoma de referencia y anotacion contra miRBase, lo que permitio
organizar un repertorio de miRNAs por estadio. Asimismo, la normalizacion a RPM permitié
comparar de forma descriptiva la abundancia relativa de los miRNAs detectados. No obstante, la
ausencia de réplicas biologicas por estadio representa la principal limitacion de este componente.
Por esta razon, no se realizaron analisis de expresion diferencial y las diferencias observadas deben

interpretarse como patrones descriptivos.

Otra limitacién del analisis mirndmico es el uso de homogenizados completos por estadio.

Esta estrategia es adecuada para una caracterizacion general, pero no permite distinguir si un
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miRNA proviene de un tejido especifico. En mosquitos, varios miRNAs tienen expresion tisular o
fisiologica particular, como intestino medio, cuerpo graso, ovario, glandulas salivales o sistema
nervioso (Lampe et al., 2018; Su et al., 2017; Zhang et al., 2021). Por ello, futuros estudios deberian
complementar estos resultados con andlisis tisulares para distinguir entre miRNAs sistémicos y

miRNAs de expresion localizada.

En el componente metaboldmico, una fortaleza fue el uso de réplicas y pruebas estadisticas
para comparar estadios. Sin embargo, los metabolitos fueron expresados como abundancia relativa,
por lo que los resultados describen proporciones dentro de cada panel y no concentraciones
absolutas del metabolismo total. Ademas, el andlisis se limitd a un panel dirigido de AAs y ACs,
por lo que no se evaluaron otras clases relevantes de metabolitos como carbohidratos, lipidos
complejos, intermediarios del ciclo de Krebs o nucleodtidos. Por lo tanto, los resultados deben
interpretarse como una ventana especifica del metabolismo del mosquito y no como una

caracterizacion metaboldmica completa.

Finalmente, aunque el estudio combina dos aproximaciones 6micas, no se realiz6 integracion
funcional directa. No se evaluaron blancos de miRNAs, no se midi6 expresion de RNAm y no se
realizaron ensayos de perturbacion con mimics, antagomirs o edicidén génica. Por ello, la relacion
entre los miRNAs y los metabolitos observados debe considerarse conceptual y putativa. Aun con
estas limitaciones, el trabajo proporciona una base solida para seleccionar candidatos y disefiar

estudios funcionales posteriores.
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9. CONCLUSIONES
El presente trabajo permitidé caracterizar de manera descriptiva el perfil mirnémico y
metabolomico de Aedes aegypti durante ocho estadios de su ciclo de vida: huevo, larva de primer
estadio, larva de segundo estadio, larva de tercer estadio, larva de cuarto estadio, pupa, hembra

adulta y macho adulto.

El anélisis mirndmico mostr6é que el nimero de miRNAs detectados vari6 entre los estadios
evaluados, con valores entre 73 y 87 miRNAs por etapa. Los mayores nimeros de miRNAs se
observaron en pupa y macho adulto, mientras que los estadios larvales intermedios presentaron
valores menores. Esto indica que el repertorio de miRNAs detectado no fue uniforme durante el

ciclo de vida.

Se identifico un conjunto de 54 miRNAs presentes en todos los estadios analizados, lo que
representa un nucleo mirnémico compartido durante el desarrollo de Ae. aegypti. Entre los
miRNAs presentes en todos los estadios con mayor abundancia promedio destacaron miR-1, miR-
276-3p, miR-276-5p, miR-281-5p, miR-9a, miR-2¢, miR-184, miR-263a-5p, bantam-5p y miR-
998.

El andlisis de componentes principales permitié describir la distribucion global de los perfiles
mirnomicos por estadio. Los dos primeros componentes principales explicaron el 70.8% de la
variacion total observada, y mostraron una separacion exploratoria entre los estadios inmaduros,
pupa y adultos. Debido a que el anélisis mirnémico se realizoé con una biblioteca por estadio, estos
resultados deben interpretarse como una aproximacion descriptiva y no como evidencia de

expresion diferencial.

El perfil metabolomico mostré que los metabolitos del panel de AAs presentaron diferencias
significativas entre estadios. Alanina (Ala) fue el metabolito con mayor abundancia relativa dentro
de este panel en todos los estadios, mientras que Arginina (Arg), Prolina (Pro), Leucina (Leu) y

Tirosina (Tyr) presentaron patrones de abundancia relativa variables a lo largo del ciclo de vida.

En el panel de ACs, Carnitina libre (CO) y Acetilcarnitina (C2) fueron los metabolitos
predominantes. CO presentd los mayores porcentajes relativos en estadios inmaduros,

particularmente en los estadios larvales, mientras que C2 mostr6 valores mas altos en los adultos,
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principalmente en hembra adulta y macho adulto. Ademas, 23 ACs presentaron diferencias

significativas entre estadios.

Los resultados muestran que el ciclo de vida de Ae. aegypti esta acompanado por variaciones
en el repertorio de miRNAs detectados y por cambios significativos en la abundancia relativa de
AAs y ACs. Esta caracterizacion proporciona una base para estudios posteriores orientados a
validar miRNAs candidatos, explorar blancos moleculares, ampliar el analisis metabolomico y
evaluar la relacion funcional entre regulacion postranscripcional y metabolismo durante el

desarrollo de este vector.
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10. PERSPECTIVAS

A partir de los resultados obtenidos, se proponen las siguientes lineas de trabajo para

profundizar en la biologia molecular y metabdlica de Aedes aegypti:

a) Incorporar réplicas biolégicas de secuenciacion por estadio y realizar analisis
de expresion diferencial de miRNAs. Esto permitiria pasar de una caracterizacion descriptiva
a un analisis estadistico formal, identificar miRNAs diferencialmente abundantes entre
transiciones del ciclo de vida y evaluar la robustez de los patrones observados en el PCA.

b) Validar experimentalmente miRNAs candidatos mediante RT-qPCR, Northern
blot o0 ensayos equivalentes. Los miRNAs ubicuos de mayor abundancia, por ejemplo, miR-
1, miR-276-3p, miR-276-5p, miR-281-5p y miR-184, constituyen un conjunto prioritario para
confirmar la reproducibilidad de su abundancia y su persistencia a lo largo del ciclo de vida.

c) Realizar estudios funcionales dirigidos con antagomirs, mimics, CRISPR o
reporteros de blancos. Esta aproximacion seria especialmente relevante para miRNAs con
funciones putativas respaldadas por literatura en insectos, como miR-1, bantam-5p, miR-9a,
miR-2c, miR-263a-5p y la familia miR-276. El objetivo seria determinar si su presencia ubicua
en Ae. aegypti corresponde a funciones del desarrollo, de homeostasis tisular o de metabolismo.

d) Desagregar el analisis por tejidos y por sexo en estadios adultos. El uso de
cuerpos completos fue Util para construir un atlas general, pero futuras investigaciones deberian
evaluar intestino medio, cuerpo graso, ovario, musculo de vuelo, cabeza y glandulas salivales.
Esto permitiria distinguir si la “ubicuidad” de ciertos miRNAs refleja realmente funciones
sistémicas o la suma de expresiones tisulares especificas. Asimismo, los perfiles distintos de
hembra y macho adultos justifican analisis separados y con mayor resolucion.

e) Integrar miRNAs, transcriptoma y prediccion/validacion de blancos en un
enfoque multi-6mico. La combinacion de perfiles de miRNAs con transcriptomica por estadio,
prediccion bioinformatica de blancos y validacion experimental permitiria construir redes
miRNA-mRNA mas soélidas y, posteriormente, contrastarlas con los perfiles metabolomicos.
Esta estrategia seria particularmente util para explorar, de manera ya mecanistica, relaciones
putativas como la de miR-276-5p con aminoécidos de cadena ramificada o la de miR-281-5p
con fisiologia digestiva.

f) Expandir el componente metabolomico hacia cuantificacion absoluta, mas

cobertura quimica y estudios de flujo. Seria valioso complementar el panel actual con

53



metabolomica no dirigida y/o lipidomica, asi como con estudios de trazadores isotopicos que
permitan distinguir composicion relativa, concentracion absoluta y direccionamiento de flujos
metabolicos. De este modo se podria definir con mayor precision el significado bioldgico de la
dominancia de Ala, CO y C2 por estadio.

g) Evaluar como la linea de base del ciclo de vida cambia bajo perturbaciones
fisiologicas o ecoldgicas. El atlas generado aqui puede utilizarse como referencia para estudiar
alimentacion sanguinea, infeccion por arbovirus, exposicion a insecticidas, ayuno, temperatura
o envejecimiento. Dado que el estadio emergié como una fuente mayor de variacion, cualquier
disefio de perturbacion debera estar claramente estratificado por etapa de desarrollo.

h) Explorar el potencial de miRNAs y metabolitos como biomarcadores o blancos
putativos para vigilancia y control vectorial. Esta aplicacion debe considerarse de largo plazo
y s6lo tras validacion funcional. No obstante, el hallazgo de un nucleo compartido de miRNAs
y de firmas metabolomicas contrastantes entre inmaduros y adultos ofrece un punto de partida
para identificar ventanas bioldgicas y marcadores de estadio que pudieran ser utiles en estudios

aplicados.
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12. ANEXOS

Anexo A. Numero de miRNAs detectado por estadio del ciclo de vida de Ae. aegypti.

Estadio Numero de miRNAs detectados
Huevo 83
Larva de primer estadio 81
Larva de segundo estadio 73
Larva de tercer estadio 75
Larva de cuarto estadio 76
Pupa 87
Hembra adulta 80
Macho adulto 87

Nota. miRNAs = microRNAs



Anexo B. Matriz de abundancia relativa de los 50 miRNAs con mayor RPM promedio durante el
ciclo de vida de Ae. aegypti

miRNA Hembra Macho
Huevo Ll L2 L3 L4 Pupa
maduro adulta adulto
bantam-
5 40505.2 16880.6 288432 16618.6 119222 111639 49906.1 15073.5
p
let-7 375.796  6807.7 0 7019.27 32906.1 37028.1 900.785 54993.1
miR-1 249527 85424 146032 198209 165775 129525 230650 253379
miR-10 | 45025.8 10577.1 6741.37 4723.78 4061.4 3906.64 42694.9 10032.4
miR-100 | 8507.23 3857.69 2185.56 1309 24313.8 32679 8722.44 51869.8
miR-
1000 143.687 9429.92 5125.28 2143.72 1845.1 2233.23 259.017 40.0271
miR-11-
5 21380.3 1891.03 3386.07 6165.58 4683.71 1802.89 23118.5 5479.65
4
miR-
1510.78 3302.99 5540.85 9087.11 2576.59 763.961 1628.34 146.901
1175-5p
miR-124 | 133.325 389425 11959 3300.96 283.861 5571.66 150.131 26.4138
miR-13-
5 637.611 8925.64 11174 7740.17 9389.26 16587 922.232 288.723
p
miR-14 | 13485.2 26159.2 9542.57 5672.33 3209.82 3158.67 9664.47 4681.54
miR-184 | 48342.4 46872.2 34199.3 14285.2 24117.3 8231.43 45667.8 33556.7
miR-
595.472 9997.23 5725.54 4628.93 432343 337499 668.165 615.645
252-5p
miR-
54746.8 262979 17669.1 135453 109723 11598 60756.8 9813.74
263a-5p
miR-
8078.24 775321 292434 1669.45 2161.71 1629.99 7480.14 4052.08
263b-5p
miR-
2755 2151.85 627821 18315.6 173395 12795.6 9991.67 2253.61 641043
-Jp
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miR-
276-3p
miR-
276-5p
miR-279
miR-
281-5p
miR-283
miR-
2941
miR-
2944a-
Sp
miR-
2945-5p
miR-
2946
miR-2a-
p
miR-2c
miR-
305-5p
miR-
308-5p
miR-31
miR-
315-5p
miR-375
miR-7
miR-71-
Sp

124740

124741

5855.24

15265.4

6122.58

12451.7

11485.3

5872.51

8629.5

5034.57

2849.56

415.172

2274.12

2035.79

7155.33

668.697
27524.3

6481.8

47981.6

47956.4

2748.29

164418

1475

75.6411

1538.03

23839.5

176.496

126951

1563.25

12934.6

8887.82

1853.21

6366.46
15304.7

9732.48

34538

34491.8

908.083

144678

2924.34

615.65

12867.1

53176.8

3416.86

4386.5

12913.3

4063.29

10866.2
28073.6

8126.58

74992.4

37505.7

1195.17

131090

2105.78

113.826

10680.7

6677.8

27640.8

2693.88

3376.84

3414.78

12615.7
15556.2

4306.42

56422.9

56368.3

1856.02

115815

1441.14

13974.7

5273.27

19335.3

3209.82

1768.67

12511.7

1604.91

4519.95
19837.5

2522

85730.5

85736.5

3106.88

45912.3

473.001

9.14011

18156.1

6.09341

7327.32

21746.6

5040.77

1383.2

9097.46

590.299

1119.66
10726.7

2425.94

137332

137330

5774.26

22399.2

6759.19

745.705

9322.96

6665.15

580.726

5429.46

3134.6

526.283

3721.92

2400.44

5638.98

894.186
30285.2

7067.7

215434

215432

1536.06

11787.5

1880.26

33.9316

6.90823

1653.91

21.131

739.993

705.452

3163.36

151.981

659.126

1093.33

150.762
14980.9

1560.24
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miR-8-
Sp
miR-
92a-5p
miR-
92b-3p
miR-970
miR-996
miR-998
miR-999
miR-9a
miR-9b
miR-9c-
Sp
miR-
11894a
miR-
282-5p
miR-317
miR-33
miR-8-
3p
miR-
2765

8525.88

297.045

1259.33

1271.08
271.485
1063.14
27859.4
47694.4
2573.24

13217.8

39888.1

21406.4

6492.52

10060.3
11232.7
50301.3
932.906
16893.2
3239.96

20297

2748.29

9177.78
416.026

4632.76

5202.24

3786.25
19192.9
45081
3293.73
78495.4
12266.8

9127.01

34260.9

3616.94

2739.64
4247.98

90762.2

0

24719.2

2580.06

2693.88
13146.9
45530.4
1498.71
79868
9618.3

7398.69

15556.2

15499.3

2409.32
8062.68

111606

1214.14

148623

4945.74

3209.82

3755.7
18058
28866.5
414.874
89045.1
9083.56

26333.6

2096.21

3733.87
4378.02

11813

181411

1192.78

485.188

6180.24
26063
14839

169.092

69937.1

4880.82

10757.2

23165.6

30047.4

2713.09
4053.64

22106.9

8628.4

336.557

1021.22

1986.35
273.865
1037.72
27310.6
44940.3
3116.45

11852.1

6.59916

1179.6
0

16850.4

21.7406

65.2218

646.122
35.9634
156.654
17580.4
11812.7
1361.53

3680.87

4.06366

1131.93
5.28276

23.1629

Nota. miRNA = microRNA; L1 = larva de primer estadio; L2 = larva de segundo estadio; L.3 =

larva de tercer estadio; L4 = larva de cuarto estadio.
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Anexo C. Matriz de presencias y ausencias de miRNAs por estadio del ciclo de vida de Ae.

aegypti
miRNA maduro  Huevo Ll L2 L3 L4 Pupa  Hembra adulta  Macho
adulto
bantam-5p TRUE TRUE TRUE TRUE TRUE TRUE TRUE TRUE
let-7 TRUE TRUE FALSE TRUE TRUE TRUE TRUE TRUE
miR-1 TRUE TRUE TRUE TRUE TRUE TRUE TRUE TRUE
miR-10 TRUE TRUE TRUE TRUE TRUE TRUE TRUE TRUE
miR-100 TRUE TRUE TRUE TRUE TRUE TRUE TRUE TRUE
miR-1000 TRUE TRUE TRUE TRUE TRUE TRUE TRUE TRUE
miR-10365 TRUE TRUE TRUE FALSE TRUE TRUE TRUE TRUE
miR-11-5p TRUE TRUE TRUE TRUE TRUE TRUE TRUE TRUE
miR-1175-5p | TRUE TRUE TRUE TRUE TRUE TRUE TRUE TRUE
miR-11893 TRUE TRUE FALSE FALSE FALSE TRUE TRUE TRUE
miR-11894b | TRUE TRUE TRUE TRUE TRUE TRUE FALSE TRUE
miR-11895 TRUE TRUE TRUE TRUE TRUE TRUE TRUE TRUE
miR-11896 TRUE FALSE FALSE FALSE FALSE TRUE TRUE TRUE
miR-11897a | TRUE FALSE FALSE FALSE FALSE FALSE FALSE TRUE
miR-11900 TRUE FALSE FALSE TRUE TRUE TRUE TRUE TRUE
miR-11911 TRUE FALSE FALSE FALSE FALSE TRUE FALSE TRUE
miR-11924 TRUE FALSE FALSE FALSE FALSE FALSE FALSE FALSE
miR-12-5p TRUE TRUE FALSE FALSE TRUE TRUE FALSE TRUE
miR-124 TRUE TRUE TRUE TRUE TRUE TRUE TRUE TRUE
miR-13-5p TRUE TRUE TRUE TRUE TRUE TRUE TRUE TRUE
miR-133 TRUE TRUE TRUE TRUE TRUE TRUE TRUE TRUE
miR-137 TRUE TRUE TRUE TRUE TRUE TRUE TRUE TRUE
miR-14 TRUE TRUE TRUE TRUE TRUE TRUE TRUE TRUE
miR-184 TRUE TRUE TRUE TRUE TRUE TRUE TRUE TRUE
miR-1890 TRUE TRUE TRUE TRUE TRUE TRUE TRUE TRUE
miR-1891 TRUE FALSE FALSE TRUE FALSE FALSE TRUE TRUE
miR-190 TRUE TRUE TRUE TRUE TRUE TRUE TRUE TRUE
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miR-193 TRUE TRUE TRUE TRUE TRUE TRUE TRUE TRUE
miR-210 TRUE TRUE TRUE TRUE TRUE TRUE TRUE TRUE
miR-252-5p TRUE TRUE TRUE TRUE TRUE TRUE TRUE TRUE
miR-263a-5p | TRUE TRUE TRUE TRUE TRUE TRUE TRUE TRUE
miR-263b-5p | TRUE TRUE TRUE TRUE TRUE TRUE TRUE TRUE
miR-275-5p TRUE TRUE TRUE TRUE TRUE TRUE TRUE TRUE
miR-276-3p TRUE TRUE TRUE TRUE TRUE TRUE TRUE TRUE
miR-276-5p TRUE TRUE TRUE TRUE TRUE TRUE TRUE TRUE
miR-277-5p TRUE TRUE TRUE TRUE TRUE TRUE TRUE TRUE
miR-278-5p TRUE TRUE TRUE TRUE TRUE TRUE TRUE TRUE
miR-279 TRUE TRUE TRUE TRUE TRUE TRUE TRUE TRUE
miR-281-5p TRUE TRUE TRUE TRUE TRUE TRUE TRUE TRUE
miR-283 TRUE TRUE TRUE TRUE TRUE TRUE TRUE TRUE
miR-285 TRUE TRUE FALSE TRUE TRUE TRUE TRUE TRUE
miR-286a TRUE TRUE TRUE FALSE FALSE FALSE TRUE FALSE
miR-286b TRUE TRUE TRUE TRUE FALSE TRUE TRUE TRUE
miR-2941 TRUE TRUE FALSE FALSE FALSE FALSE TRUE TRUE
miR-2942 TRUE TRUE TRUE TRUE TRUE TRUE TRUE FALSE
miR-2943 TRUE FALSE FALSE FALSE FALSE FALSE TRUE TRUE
miR-2944a-5p | TRUE TRUE TRUE TRUE FALSE TRUE TRUE TRUE
miR-2944b-5p | TRUE TRUE FALSE FALSE FALSE TRUE TRUE TRUE
miR-2945-5p | TRUE TRUE TRUE TRUE TRUE TRUE TRUE TRUE
miR-2946 TRUE TRUE FALSE FALSE FALSE TRUE TRUE TRUE
miR-2a-5p TRUE FALSE FALSE TRUE TRUE TRUE TRUE TRUE
miR-2c TRUE TRUE TRUE TRUE TRUE TRUE TRUE TRUE
miR-305-5p TRUE TRUE TRUE TRUE TRUE TRUE TRUE TRUE
miR-307 TRUE TRUE TRUE FALSE TRUE TRUE TRUE TRUE
miR-308-5p TRUE TRUE TRUE TRUE TRUE TRUE TRUE TRUE
miR-309b-5p | TRUE TRUE FALSE FALSE FALSE FALSE FALSE FALSE
miR-31 TRUE TRUE TRUE FALSE TRUE TRUE TRUE TRUE
miR-315-5p TRUE TRUE TRUE TRUE TRUE TRUE TRUE TRUE
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miR-375 TRUE TRUE TRUE TRUE TRUE TRUE TRUE TRUE
miR-7 TRUE TRUE TRUE TRUE TRUE TRUE TRUE TRUE
miR-71-5p TRUE TRUE TRUE TRUE TRUE TRUE TRUE TRUE
miR-79-5p TRUE TRUE TRUE TRUE TRUE TRUE TRUE TRUE
miR-8-5p TRUE TRUE FALSE FALSE TRUE TRUE TRUE TRUE
miR-87 TRUE TRUE TRUE TRUE TRUE TRUE TRUE TRUE
miR-927 TRUE TRUE TRUE TRUE TRUE TRUE TRUE TRUE
miR-929 TRUE TRUE FALSE FALSE FALSE TRUE TRUE TRUE
miR-92a-5p TRUE TRUE TRUE TRUE TRUE TRUE TRUE TRUE
miR-92b-3p TRUE TRUE TRUE TRUE TRUE TRUE TRUE TRUE
miR-932-5p TRUE TRUE TRUE TRUE TRUE TRUE TRUE TRUE
miR-957 TRUE TRUE TRUE TRUE TRUE TRUE TRUE TRUE
miR-965 TRUE FALSE TRUE TRUE TRUE TRUE TRUE TRUE
miR-970 TRUE TRUE TRUE TRUE TRUE TRUE TRUE TRUE
miR-981 TRUE TRUE TRUE TRUE TRUE TRUE TRUE TRUE
miR-988-5p TRUE TRUE TRUE TRUE TRUE TRUE TRUE TRUE
miR-989 TRUE TRUE TRUE TRUE TRUE TRUE TRUE TRUE
miR-993 TRUE TRUE TRUE TRUE TRUE TRUE TRUE TRUE
miR-996 TRUE TRUE TRUE TRUE TRUE TRUE TRUE TRUE
miR-998 TRUE TRUE TRUE TRUE TRUE TRUE TRUE TRUE
miR-999 TRUE TRUE TRUE TRUE TRUE TRUE TRUE TRUE
miR-9a TRUE TRUE TRUE TRUE TRUE TRUE TRUE TRUE
miR-9b TRUE TRUE TRUE TRUE TRUE TRUE TRUE TRUE
miR-9c-5p TRUE FALSE TRUE TRUE FALSE TRUE TRUE TRUE
miR-iab-4-5p | TRUE FALSE FALSE FALSE FALSE FALSE TRUE TRUE
miR-11894a | FALSE TRUE TRUE TRUE TRUE TRUE FALSE FALSE
miR-11899 FALSE TRUE TRUE TRUE TRUE TRUE FALSE TRUE
miR-219 FALSE TRUE TRUE TRUE TRUE TRUE FALSE FALSE
miR-282-5p | FALSE TRUE TRUE TRUE TRUE TRUE TRUE TRUE
miR-306-5p | FALSE TRUE FALSE FALSE TRUE TRUE FALSE FALSE
miR-317 FALSE TRUE TRUE TRUE TRUE TRUE TRUE TRUE
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miR-33

miR-980-5p
miR-988-3p

miR-8-3p
miR-125-5p

miR-2765
miR-11919
miR-11916

FALSE
FALSE
FALSE
FALSE
FALSE
FALSE
FALSE
FALSE

TRUE
TRUE
TRUE
FALSE
FALSE
FALSE
FALSE
FALSE

TRUE
TRUE
TRUE
TRUE
FALSE
FALSE
FALSE
FALSE

TRUE TRUE TRUE

TRUE
FALSE
TRUE
TRUE
TRUE
FALSE
FALSE

FALSE
TRUE
FALSE
TRUE
TRUE
FALSE
FALSE

TRUE
TRUE
FALSE
TRUE
TRUE
TRUE
FALSE

FALSE
FALSE
FALSE
FALSE
TRUE
FALSE
FALSE
FALSE

TRUE
TRUE
FALSE
FALSE
TRUE
TRUE
FALSE
TRUE

Nota. miRNA = microRNA; L1 = larva de primer estadio; L2 = larva de segundo estadio; L3 =

larva de tercer estadio; L4 = larva de cuarto estadio. Los valores de presencia/ausencia indican la

deteccion o no deteccion del miRNA en cada estadio.
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Anexo D. Diez miRNAs presentes en todos los estadios del ciclo de vida de Ae. aegypti con

mayor RPM promedio.
MIRNA MADURO N_STAGES_PRESENT MEAN_RPM

MIR-1 8 182315.2
MIR-276-3P 8 97146.32

MIR-276-5P 8 92445.2

MIR-281-5P 8 81420.7
MIR-9A 8 54835.75

MIR-2C 8 31942.5
MIR-184 8 31909.05

MIR-263A-5P 8 25675

BANTAM-5P 8 23864.16
MIR-998 8 23359.46

Nota. MIR = microRNA; MIRNA MADURO = identificador del miRNA maduro;
N_STAGES PRESENT = numero de estadios del ciclo de vida en los que se detectd el miRNA;
MEAN RPM = promedio de RPM entre estadios; RPM = reads per million. En esta tabla,
N_STAGES PRESENT = 8 indica que el miRNA fue detectado en todos los estadios analizados:

huevo, larva de primer estadio, larva de segundo estadio, larva de tercer estadio, larva de cuarto

estadio, pupa, hembra adulta y macho adulto.
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Anexo E. Varianza explicada por los componentes principales del analisis mirndmico

PC variance_explained var_pct

PC1 0.466005 46.60053
PC2 0.242364 24.23636
PC3 0.123184 12.31836
PC4 0.062049 6.204912
PCS 0.041084 4.108392
PCo 0.037823 3.782336
PC7 0.027491 2.749114
PC8 1.84E-31 1.84E-29

Nota. PC = componente principal; variance explained = proporcion de la varianza total explicada
por cada componente principal; var_pct = porcentaje de varianza explicada por cada componente
principal. PC1, PC2, PC3, etc., indican el primer, segundo, tercer y demés componentes principales

del analisis miRNoOmico.
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Anexo F. Estadisticos descriptivos del panel de aminoacidos por estadio del ciclo de vida de Ae. aegypti.

METABOLITE STAGE N MEDIAN_VALUE MEAN_VALUE SD VALUE MEDIAN_REL MEAN_REL SD_REL MEDIAN_PERCENT MEAN_PERCENT SD_PERCENT
ALA Huevo 3 616.08 616.08 30.8 0.32347882 0.32347849  3.0642E-06 32.3478817 32.3478494 0.00030642
ALA L1 3 578.01 578.01 28.92 0.2868835 0.28688196  3.5713E-06 28.6883497 28.6881962 0.00035713
ALA L2 3 587.07 587.073333 29.3450001 0.27509407 0.27509621 4.7147E-06 27.5094069 27.5096205 0.00047147
ALA L3 3 861.55 861.55 43.08 0.23072705 0.23072676 1.4309E-06 23.0727049 23.0726763 0.00014309
ALA L4 3 1051.77 1051.77 52.59 0.24155187 024155186  4.0114E-07 24.1551874 24.155186 4.0114E-05
ALA Pupa 3 346.31 346.31 17.32 0.2903921 0.29039199 3.296E-06 29.0392098 29.0391988 0.0003296
ALA Hembra adulta 3 198.68 198.68 9.93 0.39228385 0.39228674  9.6085E-06 39.2283847 39.2286738 0.00096085
ALA Macho adulto 3 113.98 113.98 5.7 0.40304102 0.4030409 3.5464E-06 40.3041018 40.30409 0.00035464
ARG Huevo 3 220.84 220.84 11.04 0.11595391 0.11595409 9.498E-07 11.5953914 11.5954092 9.498E-05
ARG L1 3 332.91 33291 16.67 0.1652331 0.165232 8.5649E-06 16.5233101 16.5231997 0.00085649
ARG L2 3 284.61 284.61 14.23 0.13336488 0.1333651 3.9361E-07 13.3364885 13.3365105 3.9361E-05
ARG L3 3 311.53 311.533333 15.5750003 0.08342983 0.08342998  5.4977E-07 8.34298277 8.34299787 5.4977E-05
ARG L4 3 541.1 541.1 27.05 0.12427025 0.12427029 1.123E-06 12.4270248 12.4270286 0.0001123
ARG Pupa 3 177.74 177.74 8.89 0.14904072 0.14904064  2.2723E-06 14.9040719 14.9040643 0.00022723
ARG Hembra adulta 3 92.95 92.95 4.65 0.18352518 0.18352625  4.4102E-06 18.3525184 18.3526248 0.00044102
ARG Macho adulto 3 493 493 2.47 0.17432815 0.17432756 1.7732E-05 17.4328147 17.4327556 0.0017732
CIT Huevo 3 1.7 1.70333333 0.08504901 0.00089511 0.00089436 1.5173E-06 0.08951074 0.08943551 0.00015173
CIT L1 3 4.87 4.87 0.24 0.00241713 0.00241717 1.7958E-06 0.24171254 0.24171732 0.00017958
CIT L2 3 3.77 3.77 0.19 0.00176658 0.00176656  7.0342E-07 0.17665775 0.17665568 7.0342E-05
CIT L3 3 4.27 4.27 0.21 0.00114353 0.00114356  9.3869E-07 0.11435305 0.11435556 9.3869E-05
CIT L4 3 6.59 6.59 0.33 0.00151347 0.00151347 1.1552E-07 0.15134743 0.15134704 1.1552E-05
CIT Pupa 3 1.44 1.44 0.07 0.00120749 0.00120754 1.684E-06 0.12074864 0.12075425 0.0001684
CIT Hembra adulta 3 091 0.90666667 0.0450925 0.00178742 0.0017902 5.6972E-06 0.17874215 0.1790197 0.00056972
CIT Macho adulto 3 0.52 0.52 0.03 0.00183876 0.00183828 1.4186E-05 0.18387553 0.18382826 0.00141856
GLY Huevo 3 177.25 177.25 8.86 0.09306657 0.09306677  7.2794E-07 9.30665709 9.30667733 7.2794E-05
GLY L1 3 182.72 182.72 9.14 0.09068871 0.0906889 3.9005E-07 9.06887075 9.06889031 3.9005E-05
GLY L2 3 177.04 177.016667 8.88502298 0.08295809 0.08294751 1.8995E-05 8.29580903 8.29475072 0.0018995
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GLY
GLY
GLY
GLY
GLY
LEU
LEU
LEU
LEU
LEU
LEU
LEU
LEU
MET
MET
MET
MET
MET
MET
MET
MET
ORN
ORN
ORN
ORN
ORN
ORN
ORN
ORN

L3
L4
Pupa
Hembra adulta
Macho adulto
Huevo
L1
L2
L3
L4
Pupa
Hembra adulta
Macho adulto
Huevo
L1
L2
L3
L4
Pupa
Hembra adulta
Macho adulto
Huevo
L1
L2
L3
L4
Pupa
Hembra adulta

Macho adulto

W W W W W W W W W W W W W W W W W W W W W W W W W W W W W

283.04
418.49
77.65
31.18
14.81
293.19
325.49
334.98
488.47
568.59
124.14
43.19
14.84
45.56
57.94
5891
70.73
71.15
10.83
8.37
3.39
9.42
12.99
17.73
20.76
23.84
9.39
2.29
242

283.04
418.49
77.65
31.18
14.81
293.19
325.49
334.98
488.47
568.59
124.14
43.19
14.84
45.56
57.94
5891
70.73
71.15
10.83
8.37
3.39
9.42
12.99
17.73
20.76
23.84
9.39
2.29
242

14.15
20.92
3.88
1.56
0.74
14.66
16.27
16.75
24.43
28.43
6.21
2.16
0.74
2.28
29
2.95
3.54
3.56
0.54
0.42
0.17
0.47
0.65
0.89
1.04
1.19
0.47
0.11
0.12

0.0757996
0.09611136
0.06511203
0.06156337
0.05236917
0.15394347
0.16155034
0.15696768
0.13081507
0.13058366
0.10409539
0.08527663
0.05247525
0.02392191
0.02875734
0.02760453

0.0189419
0.01634047

0.0090813
0.01652615
0.01198727

0.0049461
0.00644732
0.00830807
0.00555965
0.00547515
0.00787382
0.00452149
0.00855728

0.07579934
0.09611139
0.0651121
0.06156372
0.05236922
0.15394208
0.16154973
0.15696791
0.1308143
0.13058366
0.10409531
0.08527706
0.05247548
0.02392166
0.02875717
0.0276045
0.01894177
0.01634045
0.00908135
0.01652616
0.01198721
0.00494607
0.00644729
0.00830803
0.0055596
0.00547516
0.0078738
0.00452182
0.0085574

5.6751E-07
1.0144E-06
2.212E-06
1.7914E-06
1.7732E-06
2.4381E-06
5.8598E-06
3.9635E-07
1.9981E-06
1.4524E-07
2.3479E-06
8.362E-07
7.0928E-06
1.3571E-06
8.6519E-07
2.0914E-06
9.6694E-07
5.796E-07
1.2768E-06
2.9119E-06
1.7732E-06
4.6776E-07
1.0963E-07
1.6377E-06
5.445E-07
4.5941E-07
4.0725E-07
8.9275E-06
3.5464E-06

7.57996042
9.61113586
6.51120279
6.156337
5.23691655
15.3943473
16.1550335
15.6967682
13.0815067
13.0583664
10.4095391
8.52766347
5.24752475
2.39219125
2.87573395
2.76045303
1.89418995
1.63404697
0.90813041
1.65261516
1.19872702
0.49461022
0.64473221
0.83080686
0.5559647
0.54751482
0.78738177
0.45214919
0.85572843

7.57993441
9.61113924
6.51121016
6.15637163
5.23692246
15.3942075
16.1549728
15.6967906
13.0814303
13.0583659
10.4095313
8.52770599
5.24754839
2.39216585
2.87571683
2.76045037
1.89417661
1.63404504
0.90813466
1.65261633
1.19872111
0.49460745
0.64472865
0.8308027
0.55595992
0.54751636
0.78738041
0.45218191
0.85574025

5.6751E-05
0.00010144
0.0002212
0.00017914
0.00017732
0.00024381
0.00058598
3.9635E-05
0.00019981
1.4524E-05
0.00023479
8.362E-05
0.00070928
0.00013571
8.6519E-05
0.00020914
9.6694E-05
5.796E-05
0.00012768
0.00029119
0.00017732
4.6776E-05
1.0963E-05
0.00016377
5.445E-05
4.5941E-05
4.0725E-05
0.00089275
0.00035464
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PHE
PHE
PHE
PHE
PHE
PHE
PHE
PHE
PRO
PRO
PRO
PRO
PRO
PRO
PRO
PRO
SA
SA
SA
SA
SA
SA
SA
SA
TYR
TYR
TYR
TYR
TYR

Huevo
L1
L2
L3
L4
Pupa
Hembra adulta
Macho adulto
Huevo
L1
L2
L3
L4
Pupa
Hembra adulta
Macho adulto
Huevo
L1
L2
L3
L4
Pupa
Hembra adulta
Macho adulto
Huevo
L1
L2
L3
L4

LW W W W W W W W W W W W W W W W W W W W W W W W W W W W W

98.13
125.7
156.97
252.76
242.33
29.69
16.59
6.19
110.22
194.9
279.69
595.92
574.53
158.36
80.73
66.34
0.35
0.27
0.28
0.3
0.3
0.25
0.38
0.28
148.3
9.01
35.48
550.52
487.68

98.13
125.706667
156.986667

252.76
242.33

29.69

16.59
6.18666667
110.236667
194.903333

279.69
595.933333
574.526667
158.356667

80.73

66.3433333
0.35
0.27
0.28

0.30333333

0.30333333
0.25
0.38
0.28

148.296667
9.01

35.48

550.52

487.68

491
6.29000265
7.82501331

12.64

12.12

1.48

0.83
0.30501366
5.48501899
9.74500043

13.98
29.7800022
28.7350001
7.92500053

4.04
3.31500126

0.02

0.01

0.01
0.01527525
0.01527525

0.01

0.02

0.01
7.42500056

0.45

1.77

27.53
24.38

0.05152452
0.06239224
0.07355507
0.06769058
0.05565406
0.02489602
0.03275614
0.0218864
0.05787255
0.09673465
0.13105943
0.15959079
0.13194786
0.13278996
0.1593974
0.23459285
0.00018377
0.00013401
0.0001312
8.1616E-05
6.9992E-05
0.00020963
0.00075029
0.0009901
0.07786698
0.00447193
0.01662551
0.1474324
0.11200169

0.05152399
0.06239161
0.0735626
0.06769019
0.05565403
0.02489615
0.03275632
0.02187698
0.05788125
0.0967359
0.13105971
0.15959366
0.13194702
0.13278697
0.15939823
0.2345948
0.00018373
0.00013407
0.00013127
8.1236E-05
6.9666E-05
0.0002097
0.00075023
0.00099057
0.07786434
0.00447192
0.0166256
0.14743158
0.11200172

2.5022E-06
2.7095E-06
1.3727E-05
6.9398E-07
8.1899E-07
3.8263E-06
8.9098E-07
1.7958E-05
1.5592E-05
2.5226E-06
2.2348E-06
5.0439E-06
2.1687E-06
6.4173E-06
6.4168E-06
1.3137E-05
1.3187E-06
1.7452E-06
1.88E-06
7.7754E-07
6.6713E-07
2.1028E-06
1.9775E-06
1.4186E-05
6.7288E-06
3.4848E-07
1.8943E-06
1.4269E-06
8.9554E-07

5.15245231
6.23922425
7.35550726
6.76905773
5.56540551
2.4896022
3.27561356
2.18863992
5.7872546
9.67346473
13.1059431
15.9590793
13.1947857
13.2789964
15.9397398
23.4592847
0.01837724
0.0134009
0.01312047
0.00816164
0.00699923
0.02096331
0.07502912
0.0990099
7.78669803
0.44719301
1.6625509
14.7432399
11.200169

5.15239903
6.23916069
7.35626026
6.76901944
5.56540279
2.48961495
3.2756322
2.18769756
5.78812454
9.67358976
13.105971
15.9593655
13.1947024
13.2786974
15.9398234
23.4594797
0.01837268
0.01340665
0.01312675
0.00812362
0.00696661
0.02097031
0.07502303
0.09905717
7.78643378
0.44719195
1.66255981
14.7431582
11.200172

0.00025022
0.00027095
0.00137271
6.9398E-05
8.1899E-05
0.00038263
8.9098E-05
0.0017958
0.00155915
0.00025226
0.00022348
0.00050439
0.00021687
0.00064173
0.00064168
0.00131366
0.00013187
0.00017452
0.000188
7.7754E-05
6.6713E-05
0.00021028
0.00019775
0.00141856
0.00067288
3.4848E-05
0.00018943
0.00014269
8.9554E-05

84



TYR Pupa 3 175.83 175.833333 8.78500047 0.14743912 0.14744212  6.4644E-06 14.7439123 14.7442115 0.00064644
TYR Hembra adulta 3 2.14 2.14 0.11 0.00422532 0.00422515 5.9254E-06 0.42253243 0.42251546 0.00059254
TYR Macho adulto 3 1.31 1.30666667 0.06506407 0.0046155 0.00462049 1.0221E-05 0.46154991 0.46204916 0.00102207
VAL Huevo 3 183.49 183.49 9.17 0.09634398 0.09634318 1.3998E-06 9.63439799 9.63431773 0.00013998
VAL L1 3 189.98 189.98 9.5 0.09429271 0.09429229 1.6417E-06 9.42927054 9.42922909 0.00016417
VAL L2 3 197.54 197.54 9.88 0.09256491 0.09256501 1.336E-06 9.25649112 9.25650113 0.0001336
VAL L3 3 294.2 294.2 14.71 0.07878789 0.07878802  3.7751E-07 7.87878942 7.8788022 3.7751E-05
VAL L4 3 367.85 367.85 18.39 0.08448126 0.08448128  5.5638E-07 8.44812619 8.44812804 5.5638E-05
VAL Pupa 3 80.93 80.93 4.05 0.06786241 0.06786232  2.8293E-06 6.78624136 6.78623194 0.00028293
VAL Hembra adulta 3 29.06 29.06 1.45 0.05737753 0.05737812  6.1577E-06 5.73775347 5.73781169 0.00061577
VAL Macho adulto 3 9.42 9.42333333 0.47500877 0.03331348 0.0333211 1.653E-05 3.33134817 3.33211033 0.00165296

Nota. METABOLITE = metabolito; STAGE = estadio del ciclo de vida; N = ntimero de observaciones; MEDIAN =
mediana; MEAN = media; SD = desviacion estandar; VALUE = valor de abundancia; REL = abundancia relativa;
PERCENT = porcentaje relativo. Huevo = huevo; L1 = larva de primer estadio; L2 = larva de segundo estadio; L3
= larva de tercer estadio; L4 = larva de cuarto estadio; Pupa = pupa; Hembra adulta = hembra adulta; Macho adulto
= macho adulto.
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Anexo G. Estadisticos descriptivos del panel de acilcarnitinas por estadio del ciclo de vida de Ae. aegypti.

METABOLI (o o MEDIAN_VA MEAN_VAL SD_VAL MEDIANR MEANR (o oo MEDIAN PERC MEAN_PERC  SD_PERCE
TE LUE UE UE EL EL — ENT ENT NT
Co Huevo 2.65 2.65 0.13 0.85483871 0'85‘;7382 0.0033378 85.483871 85.4738251 0.3337804
co Ll 2.94 2.94 0.15 0.86982249  0.8698013 0'00%6320 86.9822485 86.98013 0.06320947
Co L2 2.55 2.55 0.13 0.87030717 0'87%2182 0'00297913 87.0307167 87.0218283 0.279139
Co L3 3.56 3.56 0.18 0.90585242 0'90577875 0'00220126 90.5852417 90.5787574 02012621
Co L4 10.73 10.73 0.54 0.94205443 0'942201 & 0'00110961 94.2054434 94.2018521 0.10961116
Co Pupa 776 775 0'40580925 0.80414508 0'80358889 0'00135906 80.4145078 80.3888946 0.15906303
Co P;Z‘:l’ﬁf 2.41 2.41 0.12 0.45992366 0'45985 S 0'00?485 45.9923664 45.9587184 0.14485562
Co Zﬁﬁ‘g 1.7 1.70333333 0'08510490 0.46703297 0'46794554 0'00?804 46.7032967 46.7455494 0.21804391
0.0001460
C10 Huevo 0.01 0.01 0 0.00322581  0.0032302 3 0.32258065 032302015 0.01460289
C10 L1 0.01 0.01 0 0.00295858 0'00289635 0'0031 492 0.29585799 0.2963582 0.01492446
C10 L2 0.01 0.01 0 0.00341297 0'00384181 0'00?1635 0.34129693 0.34181759 0.01635124
0.0001233
C10 L3 0.01 0.01 0 0.00254453  0.0025485 . 0.25445293 0.25485035 0.01233542
C10 L4 0.01 0.01 0 0.00087796 0'00%8793 4'3%3583 0.08779631 0.08793814 0.00432879
C10 Pupa 0 0 0 0 0 0 0 0 0
C10 gl 0.01 0.01 0 oo G G e 0.19083969 0.19099635 0.00892635
adulta 6 05
C10 ﬁﬁ‘g 0.01 0.01 0 0.00274725  0.0027485 0'0021244 027472527 0.2748496 0.01244503
0.0004380
C10:2 Huevo 0.03 0.03 0 0.00967742  0.0096906 0 0.96774194 0.96906046 0.04380868
C10:2 L1 0.01 0.01 0 0.00295858 0'00?635 0'0031492 0.29585799 0.2963582 0.01492446
C10:2 L2 0.01 0.01 0 0.00341297 0'00384181 0'00‘11635 034129693 034181759 0.01635124
0.0001233
C10:2 L3 0.01 0.01 0 0.00254453  0.0025485 . 0.25445293 0.25485035 0.01233542
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0.02

0.02

0.01

0.01

0.01

0.01

0.01

0.01

0.01

0.02

0.03

0.02

0.01

0.01

0.02

0.03

0.02

0.01

0.01

0.01

0.02

0.01

0.02

0.02

0.01

0.01

0.01

0.01
0
0.01

0.01

0.01

0.02

0.02666667

0.02

0.0057735

0

0.00087796

0.00103627

0.00381679

0.00824176

0.00645161

0.00295858

0.00341297

0.00254453

0.00175593

0.00103627

0.00381679

0.00549451

0.00322581

0.00295858

0.00341297

0.00254453
0
0.00103627

0.0019084

0.00274725

0.00645161

0.0084507

0.00682594

0.0008793
8

0.0010391

0.0038199
3
0.0082454
9

0.0064604

0.0029635
8
0.0034181
8

0.0025485

0.0017587
6

0.0010391

0.0038199
3
0.0054969
9

0.0032302

0.0029635
8
0.0034181
8

0.0025485
0

0.0010391

0.0019099
6

0.0027485

0.0064604

0.0078523
2
0.0068363
5

4.3288E-
05
5.2434E-
05
0.0001785
3
0.0003733
5
0.0002920
6
0.0001492
4
0.0001635
1
0.0001233
5
8.6576E-

0.0001785
3

0.0002489

0.0001460
3
0.0001492
4
0.0001635
1
0.0001233
5

0

5.2434E-
05
8.9263E-
05
0.0001244
5
0.0002920
6

0.0014205

0.0003270
2

0.08779631

0.10362694

0.38167939

0.82417582

0.64516129

0.29585799

0.34129693

0.25445293

0.17559263

0.10362694

0.38167939

0.54945055

0.32258065

0.29585799

0.34129693

0.25445293
0
0.10362694

0.19083969

0.27472527

0.64516129

0.84507042

0.68259386

0.08793814

0.10391026

0.3819927

0.82454879

0.64604031

0.2963582

0.34181759

0.25485035

0.17587628

0.10391026

0.3819927

0.54969919

0.32302015

0.2963582

0.34181759

0.25485035
0
0.10391026

0.19099635

0.2748496

0.64604031

0.78523245

0.68363518

0.00432879
0.00524344
0.0178527
0.03733509
0.02920579
0.01492446
0.01635124
0.01233542
0.00865758
0.00524344
0.0178527
0.02489006
0.01460289
0.01492446
0.01635124

0.01233542
0
0.00524344

0.00892635
0.01244503
0.02920579
0.14205027

0.03270248

&7



C14

C14

C14

C14

C14

C14:1

C14:1

C14:1

C14:1

C14:1

C14:1

C14:1

C14:1

C14:2

C14:2

C14:2

C14:2

C14:2

C14:2

C14:2

C14:2

Cl16

C16

L3
L4

Pupa

Hembra
adulta
Macho
adulto

Huevo
L1
L2
L3
L4

Pupa

Hembra
adulta
Macho
adulto

Huevo
L1
L2
L3
L4

Pupa

Hembra
adulta
Macho
adulto

Huevo

L1

0.02

0.01

0.02

0.02

0.02

0.03

0.02

0.02

0.01

0.01

0.02

0.02

0.05

0.04

0.01

0.01

0.01

0.01

0.01

0.03

0.04

0.01

0.01

0.02

0.01

0.02

0.02

0.02

0.03

0.02

0.02

0.01

0.01

0.02

0.02

0.05

0.04

0.01

0.01

0.01

0.01

0.01

0.03

0.04

0.01

0.01

0.00508906

0.00087796

0.00207254

0.00381679

0.00549451

0.00967742

0.00591716

0.00682594

0.00254453

0.00087796

0.00207254

0.00381679

0.01373626

0.01290323

0.00295858

0.00341297

0.00254453

0.00087796

0.00103627

0.00572519

0.01098901

0.00322581

0.00295858

0.0050970

0.00(;8793

0.0050782

0.003}8 199

0.0054969
9

0.0096906

0.0059271
6
0.0068363
5

0.0025485

0.0008793
8
0.0020782
1
0.0038199
3
0.0137424
8
0.0129208
1
0.0029635
8
0.0034181
8

0.0025485

0.0008793
8

0.0010391

0.0057298
9
0.0109939
8

0.0032302

0.0029635
8

0.0002467
1
4.3288E-
05
0.0001048
7
0.0001785
3

0.0002489

0.0004380
9
0.0002984
9
0.0003270
2
0.0001233
5
4.3288E-
05
0.0001048
7
0.0001785
3
0.0006222
5
0.0005841
2
0.0001492
4
0.0001635
1
0.0001233
5
4.3288E-
05
5.2434E-
05
0.0002677
9

0.0004978

0.0001460
3
0.0001492
4

0.50890585

0.08779631

0.20725389

0.38167939

0.54945055

0.96774194

0.59171598

0.68259386

0.25445293

0.08779631

0.20725389

0.38167939

1.37362637

1.29032258

0.29585799

0.34129693

0.25445293

0.08779631

0.10362694

0.57251908

1.0989011

0.32258065

0.29585799

0.5097007

0.08793814

0.20782053

0.3819927

0.54969919

0.96906046

0.59271641

0.68363518

0.25485035

0.08793814

0.20782053

0.3819927

1.37424798

1.29208061

0.2963582

0.34181759

0.25485035

0.08793814

0.10391026

0.57298906

1.09939838

0.32302015

0.2963582

0.02467084
0.00432879
0.01048688
0.0178527
0.02489006
0.04380868
0.02984892
0.03270248
0.01233542
0.00432879
0.01048688
0.0178527
0.06222515
0.05841157
0.01492446
0.01635124
0.01233542
0.00432879
0.00524344
0.02677905
0.04978012
0.01460289

0.01492446
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C16

Cl16

Cl16

C16

Cl16

Cl16

C16:1

Cle6:1

Cl6:1

Cl6:1
Cl6:1

C16:1

Cl6:1

Cle6:1

C16:10H

C16:10H

C16:10H
C16:10H

C16:10H

C16:10H

C16:10H

C16:10H

C160H

L2
L3
L4

Pupa

Hembra
adulta
Macho
adulto

Huevo
L1

L2

L3

L4
Pupa

Hembra
adulta
Macho
adulto

Huevo
L1

L2
L3
L4

Pupa

Hembra
adulta
Macho
adulto

Huevo

0.01

0.01

0.01

0.01

0.01

0.01

0.01

0.01

0.01

0.01

0.01

0.01

0.01

0.01

0.01

0.01

0.01

0.01

0.02

0.02

0.01

0.01

0.01

0.01

0.01

0.01

0.01

0.01

0.01

0.01

0.01

0.01

0.01

0.01

0.01

0.01

0.01

0.01

0.02

0.02

0.00341297

0.00254453

0.00087796

0.00103627

0.0019084

0.00274725

0.00322581

0.00295858

0.00341297

0
0

0.00103627

0.0019084

0.00274725

0.00322581

0.00295858

0.00341297
0

0.00087796

0.00103627

0.0019084

0.00549451

0.00645161

0.0034181
8

0.0025485

0.0008793
8

0.0010391

0.0019099
6

0.0027485

0.0032302

0.0029635
8
0.0034181
8

0
0

0.0010391

0.0019099
6

0.0027485

0.0032302

0.0029635
8
0.0034181
8

0
0.0008793
8
0.0010391

0.0019099
6
0.0054969
9

0.0064604

0.0001635
1
0.0001233
5
4.3288E-

0.0001244
5
0.0001460
3
0.0001492
4
0.0001635
1

0

0

5.2434E-
05
8.9263E-
05
0.0001244
5
0.0001460
3
0.0001492
4
0.0001635
1

0

4.3288E-
05

5.2434E-
05

8.9263E-
05

0.0002489

0.0002920
6

0.34129693

0.25445293

0.08779631

0.10362694

0.19083969

0.27472527

0.32258065

0.29585799

0.34129693

0
0

0.10362694

0.19083969

0.27472527

0.32258065

0.29585799

0.34129693
0

0.08779631

0.10362694

0.19083969

0.54945055

0.64516129

0.34181759

0.25485035

0.08793814

0.10391026

0.19099635

0.2748496

0.32302015

0.2963582

0.34181759

0
0

0.10391026

0.19099635

0.2748496

0.32302015

0.2963582

0.34181759
0

0.08793814

0.10391026

0.19099635

0.54969919

0.64604031

0.01635124
0.01233542
0.00432879
0.00524344
0.00892635
0.01244503
0.01460289
0.01492446

0.01635124

0
0

0.00524344
0.00892635
0.01244503
0.01460289
0.01492446

0.01635124
0

0.00432879
0.00524344
0.00892635
0.02489006

0.02920579
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C160H

C160H

C160H

C160H

C160H

C160H

C160H
C18
C18

C18
C18

C18

C18

C18

C18

C18:1

C18:1

C18:1
C18:1

C18:1

C18:1

C18:1

C18:1
C18:10H

L1
L2
L3
L4

Pupa

Hembra
adulta
Macho
adulto

Huevo
L1

L2
L3

L4

Pupa

Hembra
adulta
Macho
adulto

Huevo
L1

L2
L3
L4

Pupa

Hembra
adulta
Macho
adulto

Huevo

0.01

0.01

0.01

0.01

0.01

0.01

0.01

0.01

0.01

0.01

0.01

0.01

0.01

0.01

0.01

0.01

0.01

0.01

0.01

0.01

0.01

0.01

0.01

0.01

0.01

0.01

0.00295858

0.00341297

0.00254453

0.00087796

0.00103627

0.0019084

0
0
0.00295858

0
0

0.00175593

0.00103627

0

0

0.00322581

0.00295858

0.00341297
0

0.00087796

0.00103627

0.0019084

0.00274725
0

0.0029635
8
0.0034181
8

0.0025485

0.0008793
8

0.0010391

0.0019099
6

0

0

0.0029635
8

0

0

0.0017587
6

0.0010391

0

0

0.0032302

0.0029635
8
0.0034181
8

0

0.0008793
8

0.0010391

0.0019099
6

0.0027485
0

0.0001492
4
0.0001635
1
0.0001233
5
4.3288E-

0.0001492
4

0

0
8.6576E-

0.0001460
3
0.0001492
4
0.0001635
1

0

4.3288E-
05

5.2434E-
05

8.9263E-
05

0.0001244
5

0

0.29585799

0.34129693

0.25445293

0.08779631

0.10362694

0.19083969

0
0
0.29585799

0
0

0.17559263

0.10362694

0

0

0.32258065

0.29585799

0.34129693
0

0.08779631

0.10362694

0.19083969

0.27472527
0

0.2963582

0.34181759

0.25485035

0.08793814

0.10391026

0.19099635

0
0
0.2963582

0
0

0.17587628

0.10391026

0

0

0.32302015

0.2963582

0.34181759
0

0.08793814

0.10391026

0.19099635

0.2748496
0

0.01492446
0.01635124
0.01233542
0.00432879
0.00524344
0.00892635

0
0
0.01492446

0
0

0.00865758
0.00524344
0
0
0.01460289
0.01492446

0.01635124
0

0.00432879
0.00524344
0.00892635

0.01244503
0
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C18:10H

C18:10H
C18:10H
C18:10H
C18:10H

C18:10H

C18:10H

C2

C2

C2

C2

C2

C2

C2

C2

C3

C3

C3

C3

C3

C3

C3

C3

C4

L1

L2
L3
L4
Pupa
Hembra
adulta

Macho
adulto

Huevo
L1
L2
L3
L4

Pupa

Hembra
adulta
Macho
adulto

Huevo
L1
L2
L3
L4

Pupa

Hembra
adulta
Macho
adulto

Huevo

W W W W

0.01

oS o o o

0.1

0.13

0.12

0.15

0.39

1.62

2.5

1.57

0.01

0.02

0.01

0.01

0.01

0.01

0.02

0.01

0.02

© © o o o o5

0.1

0.13

0.12

0.15

0.39

1.62

2.50333333

1.57

0.01

0.02

0.01

0.01

0.01

0.01

0.02

0.01

0.02

oS o o O

0.01

0.01

0.01

0.01

0.02

0.08

0.1250333
3

0.08

0

0.00295858

oS o o O

0.03225806

0.03846154

0.04095563

0.03816794

0.03424056

0.16798419

0.47709924

0.43131868

0.00322581

0.00591716

0.00341297

0.00254453

0.00087796

0.00103627

0.00381679

0.00274725

0.00645161

0.0029635
8

0
0
0
0

0
0

0.0322047

0.0384271
1
0.0409091
4
0.0381453
5
0.0342381
8
0.1680552
8
0.4773840
2
0.4308501
6

0.0032302

0.0059271
6
0.0034181
8

0.0025485

0.0008793
8

0.0010391

0.0038199
3

0.0027485

0.0064604

0.0001492
4

oS o o O

0

0.0017732
1
0.0010271
5
0.0014599
3
0.0007011
7
7.2662E-
05
0.0002238
2
0.0015462
1
0.0024882
8
0.0001460
3
0.0002984
9
0.0001635
1
0.0001233
5
4.3288E-
05
5.2434E-
05
0.0001785
3
0.0001244
5
0.0002920
6

0.29585799
0
0
0
0

0

0
3.22580645
3.84615385
4.09556314
3.81679389
3.42405619
16.798419
47.7099237
43.1318681
0.32258065
0.59171598
0.34129693
0.25445293
0.08779631
0.10362694
0.38167939
0.27472527

0.64516129

0.2963582
0

0
0
0
0

0
3.22046957
3.84271119
4.09091439
3.81453485
3.42381812
16.8055283

47.738402
43.0850156
0.32302015
0.59271641
0.34181759
0.25485035
0.08793814
0.10391026

0.3819927

0.2748496

0.64604031

0.01492446
0
0
0
0

0
0
0.17732084
0.10271539
0.1459932
0.07011712
0.00726618
0.02238164
0.15462078
0.24882787
0.01460289
0.02984892
0.01635124
0.01233542
0.00432879
0.00524344
0.0178527
0.01244503

0.02920579
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C4

C4

C4

C4

C4

C4

C4

Cs

(6]

(o

(6]

Cs

Cs

(6]

Cs

Cs:1

C5:1

Cs:1

Cs:1

C5:1

C5:1

C5:1

C5:1

L1
L2
L3
L4

Pupa

Hembra
adulta
Macho
adulto

Huevo
L1
L2
L3
L4

Pupa

Hembra
adulta
Macho
adulto

Huevo
L1
L2
L3
L4

Pupa

Hembra
adulta
Macho
adulto

0.03

0.03

0.03

0.04

0.05

0.04

0.04

0.01

0.02

0.01

0.01

0.01

0.01

0.02

0.01

0.01

0.01

0.01

0.01

0.01

0.02

0.03

0.03

0.03

0.04

0.05

0.04

0.04

0.01

0.02333333

0.01

0.01

0.01

0.01

0

0

0.02

0.01

0.01

0.01

0.01

0.01

0.01

0.02

0.0057735

0.00887574

0.01023891

0.00763359

0.00351185

0.00518135

0.00763359

0.01098901

0.00322581

0.00623053

0.00341297

0.00254453

0.00087796

0.00103627

0

0

0.00645161

0.00295858

0.00341297

0.00254453

0.00087796

0.00103627

0.0019084

0.00549451

0.0088907
0.0132545
0.00;6455
0.003}5 175
O.()Og 1955
0.00716398
0.01(29939

0.0032302

0.0068661
3
0.0034181
8

0.0025485

0.0008793
8

0.0010391

0

0

0.0064604

0.0029635
8
0.0034181
8

0.0025485

0.0008793
8

0.0010391

0.0019099
6
0.0054969
9

0.0004477
3
0.0004905
4
0.0003700
6
0.0001731
5
0.0002621
7
0.0003570
5

0.0004978

0.0001460
3

0.0013812

0.0001635
1
0.0001233
5
4.3288E-
05
5.2434E-
05

0

0

0.0002920
6
0.0001492
4
0.0001635
1
0.0001233
5
4.3288E-
05
5.2434E-
05
8.9263E-
05

0.0002489

0.88757396

1.02389078

0.76335878

0.35118525

0.51813472

0.76335878

1.0989011

0.32258065

0.62305296

0.34129693

0.25445293

0.08779631

0.10362694

0

0

0.64516129

0.29585799

0.34129693

0.25445293

0.08779631

0.10362694

0.19083969

0.54945055

0.88907461

1.02545277

0.76455105

0.35175257

0.51955132

0.76398541

1.09939838

0.32302015

0.68661312

0.34181759

0.25485035

0.08793814

0.10391026

0

0

0.64604031

0.2963582

0.34181759

0.25485035

0.08793814

0.10391026

0.19099635

0.54969919

0.04477337
0.04905372
0.03700626
0.01731516
0.02621719
0.0357054
0.04978012
0.01460289
0.13811966
0.01635124
0.01233542
0.00432879
0.00524344
0
0
0.02920579
0.01492446
0.01635124
0.01233542
0.00432879
0.00524344
0.00892635

0.02489006
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Cé6

Co6

Co6

Cé6

Co6
Co6
()

Co6

C6DC

C6DC

C6DC

C6DC

C6DC

C6DC

C6DC

C6DC

C8

C8

C8

C8

C8

C8

C8

Huevo
L1
L2
L3

L4

Pupa
Hembra
adulta
Macho
adulto

Huevo
L1
L2
L3
L4

Pupa

Hembra
adulta
Macho
adulto

Huevo
L1
L2
L3
L4

Pupa

Hembra
adulta

0.01

0.01

0.01

0.01

0.01

0.04

0.03

0.03

0.03

0.03

0.03

0.04

0.05

0.01

0.01

0.01

0.01

0.01

0.01

0.03

0.01

0.01

0.01

0.01

0.01

0.04

0.03

0.03

0.03

0.03

0.03

0.04

0.05

0.01

0.01

0.01

0.01

0.01

0.01

0.03

0.00322581

0.00295858

0.00341297

0.00254453

0.00087796
0
0

0

0.01290323

0.00887574

0.01023891

0.00763359

0.00263389

0.00310881

0.00763359

0.01373626

0.00322581

0.00295858

0.00341297

0.00254453

0.00087796

0.00103627

0.00572519

0.0032302

0.0029635
8
0.0034181
8

0.0025485

0.0008793
8

0
0

0

0.0129208
1
0.0088907
5
0.0102545
3
0.0076455
1
0.0026381
4
0.0031173
1
0.0076398
5
0.0137424
8

0.0032302

0.0029635
8
0.0034181
8

0.0025485

0.0008793
8

0.0010391

0.0057298
9

0.0001460
3
0.0001492
4
0.0001635
1
0.0001233
5
4.3288E-
05

0
0

0

0.0005841
2
0.0004477
3
0.0004905
4
0.0003700
6
0.0001298
6

0.0001573

0.0003570
5
0.0006222
5
0.0001460
3
0.0001492
4
0.0001635
1
0.0001233
5
4.3288E-
05
5.2434E-
05
0.0002677
9

0.32258065

0.29585799

0.34129693

0.25445293

0.08779631
0
0

0

1.29032258

0.88757396

1.02389078

0.76335878

0.26338894

0.31088083

0.76335878

1.37362637

0.32258065

0.29585799

0.34129693

0.25445293

0.08779631

0.10362694

0.57251908

0.32302015

0.2963582

0.34181759

0.25485035

0.08793814
0
0

0

1.29208061

0.88907461

1.02545277

0.76455105

0.26381442

0.31173079

0.76398541

1.37424798

0.32302015

0.2963582

0.34181759

0.25485035

0.08793814

0.10391026

0.57298906

0.01460289
0.01492446
0.01635124
0.01233542

0.00432879
0
0

0
0.05841157
0.04477337
0.04905372
0.03700626
0.01298637
0.01573031

0.0357054
0.06222515
0.01460289
0.01492446
0.01635124
0.01233542
0.00432879
0.00524344

0.02677905
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C8

C8:1

C8:1

C8:1

C8:1

C8:1

C8:1

C8:1

C8:1

Macho
adulto

Huevo
L1
L2
L3
L4

Pupa

Hembra
adulta
Macho
adulto

0.01

0.01

0.01

0.01

0.01

0.02

0.01

0.01

0.01

0.01

0.01

0.01

0.01

0.01

0.02

0.01

0.01

0.01

0.00274725

0.00322581

0.00295858

0.00341297

0.00254453

0.00175593

0.00103627

0.0019084

0.00274725

0.0027485

0.0032302

0.0029635
8
0.0034181
8

0.0025485

0.0017587
6

0.0010391

0.0019099
6

0.0027485

0.0001244
5
0.0001460
3
0.0001492
4
0.0001635
1
0.0001233
5
8.6576E-
05
5.2434E-

0.0001244
5

0.27472527

0.32258065

0.29585799

0.34129693

0.25445293

0.17559263

0.10362694

0.19083969

0.27472527

0.2748496

0.32302015

0.2963582

0.34181759

0.25485035

0.17587628

0.10391026

0.19099635

0.2748496

0.01244503

0.01460289

0.01492446

0.01635124

0.01233542

0.00865758

0.00524344

0.00892635

0.01244503

Nota. METABOLITE = metabolito; STAGE = estadio del ciclo de vida; N = nimero de observaciones; MEDIAN =
mediana; MEAN = media; SD = desviacion estandar; VALUE = valor de abundancia; REL = abundancia relativa;
PERCENT = porcentaje relativo. Huevo = huevo; L1 = larva de primer estadio; L2 = larva de segundo estadio; L3
= larva de tercer estadio; L4 = larva de cuarto estadio; Pupa = pupa; Hembra adulta = hembra adulta; Macho adulto
= macho adulto.
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Anexo H. Metabolitos con diferencias significativas entre estadios del ciclo de vida de Ae.

aegypti.

METABOLITE MIN_P BONF TYPE MAXSTAGE MAX MEAN REL MAX MEAN _PERCENT
ALA 0.00771411 AminoAcid SA  Macho adulto 0.4030409 40.30409
ARG 0.00771411 AminoAcid SA Hembra adulta 0.18352625 18.3526248

CIT 0.00771411 AminoAcid SA L1 0.00241717 0.24171732
GLY 0.00771411 AminoAcid SA L4 0.09611139 9.61113924
LEU 0.00771411 AminoAcid SA L1 0.16154973 16.1549728
MET 0.00771411 AminoAcid SA L1 0.02875717 2.87571683
ORN 0.00771411 AminoAcid SA  Macho adulto 0.0085574 0.85574025
PHE 0.00771411 AminoAcid SA L2 0.0735626 7.35626026
PRO 0.00771411 AminoAcid SA  Macho adulto 0.2345948 23.4594797
SA 0.00771411 AminoAcid SA  Macho adulto 0.00099057 0.09905717
TYR 0.00771411 AminoAcid_SA Pupa 0.14744212 14.7442115
VAL 0.00771411 AminoAcid SA Huevo 0.09634318 9.63431773
Co 0.00771411 Acylcarnitine L4 0.94201852 94.2018521
C10 0.00952213 Acylcarnitine L2 0.00341818 0.34181759
C10:2 0.00771411 Acylcarnitine Huevo 0.0096906 0.96906046
C12 0.00771411 Acylcarnitine Huevo 0.0064604 0.64604031
C12:1 0.00952213 Acylcarnitine L2 0.00341818 0.34181759
C14 0.02273928 Acylcarnitine L1 0.00785232 0.78523245
Cl14:1 0.00771411 Acylcarnitine Macho adulto 0.01374248 1.37424798
C14:2 0.00771411 Acylcarnitine Huevo 0.01292081 1.29208061
C16 0.00963642 Acylcarnitine L2 0.00341818 0.34181759
C16:1 0.02301296 Acylcarnitine L2 0.00341818 0.34181759
C16:10H 0.00761983 Acylcarnitine ~ Macho adulto 0.00549699 0.54969919
C160H 0.00761983 Acylcarnitine Huevo 0.0064604 0.64604031
C18:1 0.00952213 Acylcarnitine L2 0.00341818 0.34181759
C18:10H 0.00838526 Acylcarnitine L1 0.00296358 0.2963582
C2 0.00771411 Acylcarnitine ~ Hembra adulta 0.47738402 47.738402
C3 0.00771411 Acylcarnitine L1 0.00592716 0.59271641
C4 0.00960776 Acylcarnitine ~ Macho adulto 0.01099398 1.09939838
C5 0.01862833 Acylcarnitine L1 0.00686613 0.68661312
C5:1 0.00771411 Acylcarnitine Huevo 0.0064604 0.64604031
Co6 0.04681567 Acylcarnitine L2 0.00341818 0.34181759
C6DC 0.00960776 Acylcarnitine ~ Macho adulto 0.01374248 1.37424798
C8 0.00771411 Acylcarnitine =~ Hembra adulta 0.00572989 0.57298906
C8:1 0.00963642 Acylcarnitine L2 0.00341818 0.34181759

Nota. MIN P BONF = valor minimo de p ajustado mediante correccion de Bonferroni; TYPE = tipo de
metabolito; Amino acid = aminoacido; Acylcarnitine = acilcarnitina; MAXSTAGE = estadio con mayor
abundancia media relativa;, MAX MEAN REL = media maxima de abundancia relativa;
MAX MEAN PERCENT = porcentaje medio maximo. Huevo = huevo; L1 = larva de primer estadio; L2
= larva de segundo estadio; L3 = larva de tercer estadio; L4 = larva de cuarto estadio; Pupa = pupa; Hembra
adulta = hembra adulta; Macho adulto = macho adulto.
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