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Resumen

TITULO: DETERMINACION DEL PERFIL DE PROTEINAS ODORANTES Y DETECCION
DE SENALES ELECTROANTENOGRAFICAS ANTE ESTIMULACION POR MOLECULAS
REPELENTES EN EL SISTEMA OLFATIVO DE AEDES AEGYPTI (DIPTERA: CULICIDAE)

*

AUTOR: JOHAN SEBASTIAN PORTILLA PULIDO**

PALABRAS CLAVE: Electroantenografia, Sistema olfativo de Aedes aegypti, Protedmica
diferencial, Repelentes de origen natural, DEET.

DESCRIPCION: Investigaciones sobre repelentes de origen natural surgen con el propésito de
reemplazar de forma parcial o total productos como el DEET, del cual se ha demostrado toxicidad
para el ser humano. El objetivo de este estudio fue analizar las sefiales electrofisiologicas
neuronales de las antenas y la expresion diferencial de proteinas del mosquito para elucidar un
posible mecanismo de accién o recepcién de repelentes, previamente analizados en el laboratorio.
Hembras adultas de Aedes aegypti, cepa Rockefeller se usaron en los experimentos. Mediante
electroantenografia, los insectos fueron conectados con electrodos para analizar sefiales eléctricas.
A través de un flujo de aire se suministrd los compuestos acetato de geranilo, a-bisabolol, nerolidol
y DEET en diferentes concentraciones y mezclas, aplicando antes y después de cada sustancia el
amoniaco, un compuesto atrayente. Las sefiales obtenidas fueron computarizadas y analizadas
luego de suministrar el amoniaco y el repelente. Para obtener la expresion de proteinas, se
realizaron tratamientos a los mosquitos con DEET y la mezcla de los compuestos mencionados en
concentraciones de 100 mg/mL. Posteriormente, las cabezas de los mosquitos fueron cortadas y se
realiz6 la separacion de proteinas por electroforesis bidimensional e identificacion por MALDI-
TOF-MS. Las sefiales de electroantenografia mostraron que todos los repelentes disminuyen la
sefial de amoniaco entre un 20 y 80%, es decir, un decrecimiento de la capacidad olfativa,
destacando la mezcla de los 3 compuestos y DEET. Las proteinas encontradas mostraron que el
DEET y la mezcla de los compuestos acusan mecanismos de accién diferentes. Con DEET,
proteinas relacionadas a la sinapsis y produccion de ATP se inhibieron; mientras que la mezcla,
sobre-expresé proteinas de transporte, sefializacion y detoxificacion. Los experimentos de
electrofisiologia y protedmica demostraron que los repelentes alteran la actividad de canales
i6nicos ionotropicos, metabotropicos y modifican procesos relacionados a la sinapsis neuronal y
la produccion de energia.

*Trabajo de investigacion en Maestria en Quimica

**Facultad de Ciencias. Escuela de Quimica. Directores: Jonny Edward Duque Luna, Ph.D, Stelia
Carolina Méndez Sanchez, Ph.D. Codirectora: Maria Carolina Velasquez Martinez, Ph.D.
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Abstract

TITLE: ODORANT BINDING PROTEINS PROFILE DETERMINATION &
ELECTROANTENNOGRAPHIC SIGNALS DETECTION OF AEDES AEGYPTI (DIPTERA:
CULICIDAE) OLFACTORY SYSTEM PREVIOUSLY EXPOSED TO REPELLENT
MOLECULES*

AUTHOR: JOHAN SEBASTIAN PORTILLA PULIDO**

KEY WORDS: Electroantennography, Aedes aegypti Olfactory system, differential proteomics,
natural-based repellents, DEET.

DESCRIPTION: Research on natural-based repellents is aimed to replace synthetic repellents
like DEET, which has shown high toxicity against human beings. The main purpose of this study
was to analyze antennal neuronal electrophysiological signals, and protein differential expression
to elucidate a possible action or reception mechanism of repellent molecules. Adult female
mosquitoes Aedes aegypti, Rockefeller strain, was used in the experiments. The insects were
connected through tungsten electrodes using electroantennography (EAG) to analyze electrical
signals. To apply the volatiles, an air flux dragged the compounds: geranyl acetate, a-bisabolol,
nerolidol, and DEET in different concentrations and mixtures. Before and after the repellent
application, ammonia, an attractant molecule, was used as a signal reference. The electrical signals
were computer-operated and analyzed following the application of ammonia and the repellents.
Regarding the protein expression, mosquitoes were treated with 100 mg/mL of DEET, and the
mixture of the natural-based compounds above mentioned. Approximately, 140 mosquitoes per
treatment were used. After that, mosquitoes' heads were cleaved, and protein separation and
identification through bidimensional electrophoresis and MALDI-TOF mass spectrometry (MS)
were carried out. The EAG results showed a decrease between 20% to 80% of the ammonia's
electrical signals, therefore, a decrease in the mosquito olfactive capacity. The natural-based
compounds and DEET decreased the olfactory perception the most. The proteins identified through
MS showed that DEET and the natural-based compounds have different action/reception
mechanisms. Concerning DEET, proteins related to synapsis and ATP production were
downregulated. On the other hand, with the mixture of the natural-based compounds, proteins
pertained to transport, signaling, and detox proteins were over-expressed. In conclusion, the
present study showed that the repellents disturb ion channel activity and modify protein processes
related to neuronal synapsis and energy production.

*Master’s in Chemistry research work

**Science Faculty, Chemistry Department. Director: Jonny Edward Duque Luna, PhD, Stelia
Carolina Méndez Sanchez, PhD. Co-director: Maria Carolina Velasquez Martinez, PhD.
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Introduccion

A nivel mundial el zancudo Aedes aegypti es el principal vector de enfermedades virales
como dengue, chikungunya y Zika. Estas dolencias afectan principalmente a la poblacion humana
ubicada en zonas tropicales y subtropicales, reportandose hasta 4 millones de casos durante el afio
2019 (Colon-Gonzalez, et al., 2017; Tavares et al., 2018; World Health Organization, 2020).
Debido a esta problematica de salud publica mundial, se han aplicado estrategias de control
poblacional de este vector con la aplicacion de insecticidas organofosforados y piretroides; sin
embargo, debido al uso prolongado de estas sustancias, los zancudos han adquirido resistencia, lo
que reduce su eficacia en las actividades de control en campo (Achee et al., 2019; Smith, et al.,

2016).

Es oportuno indicar que ademas de los insecticidas sintéticos tradicionales, existen
alternativas que consisten en el uso de métodos de proteccidn personal cuya finalidad es evitar la
picadura del vector. Entre estos métodos se encuentra el uso de repelentes topicos cuyos
componentes principales son sustancias sintéticas como el DEET, IR3535, Picaridin y sustancias
de origen natural como aceites esenciales (AE) y sus componentes mayoritarios (Hsu, et al., 2013;
Pennetier et al., 2010; Tavares et al., 2018). No obstante, el mecanismo de accion y recepcién de
estos compuestos no se conoce completamente, pues solo algunas proteinas implicadas han sido
identificadas. Aun asi, se cree que la efectividad de los repelentes se debe a la interaccion de estas
moléculas con proteinas de transporte y sefializadoras presentes en el sistema olfativo del zancudo

(Del Méarmol et al., 2021; W. S. Leal, 2013).
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En Ae. aegypti el mecanismo de recepcion olfativo de moléculas con efecto bioldgico
repelente no se conoce. Sin embargo, se han realizado aproximaciones con investigaciones
enfocadas en el proceso de recepcion de odorantes en el sistema olfativo de la mosca de la fruta
Drosophila melanogaster (Guo & Smith, 2017; Xu, et al., 2005). Lo que se conoce del proceso es
que los compuestos organicos volatiles provenientes de plantas y animales son captados por
quimiorreceptores del mosquito, como las sensilas presentes en las antenas. Posteriormente, estos
compuestos son transportados a través del sistema nervioso mediante proteinas de union a
odorantes (OBPs, por sus siglas en inglés). Estas proteinas tienen la funcién de captar, solubilizar
y transportar diferentes tipos de moléculas volatiles mediante interacciones hidrofébicas e
hidrofilicas en su sitio activo o bolsillo de union (Northey et al., 2016; Pelosi et al., 2014; Zhou et

al., 2008).

Las OBPs identificadas en varias especies de zancudos son de bajo peso molecular (15-20
kDa, 120-150 aminoacidos) solubles en medios acuosos e hidrofilicos, estan altamente
concentradas en la linfa sensilar de receptores olfativos como las antenas y palpos maxilares (Leal,
2013; Venthur & Zhou, 2018). Estudios de protedmica y gendmica en especies de zancudos como
Ae. albopictus, Ae. aegypti y Anopheles gambiae han mostrado que existen diversos grupos de
estas proteinas (Deletre et al., 2015; Rund et al., 2013). Por otro lado, estudios de electrofisiologia
han intentado dilucidar la respuesta del zancudo frente a diferentes moléculas con actividad
bioldgica mediante la medicion del aumento o disminucion de sefiales eléctricas del sistema
nervioso del insecto (Jacob, 2018). Sin embargo, la escasez de investigaciones dedicadas al estudio
del mecanismo de recepcidn de odorantes, como los repelentes, en zancudos ha impedido entender
como interaccionan estos compuestos a nivel molecular. Comprender el proceso de recepcion de

repelentes de origen natural, sintéticos y odorantes en general en vectores como Ae. aegypti,
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permitira identificar procesos clave a nivel proteico con el fin de disefiar moléculas y reemplazar
de forma parcial o total compuestos como DEET, IR3535 y otros repelentes sintéticos con efectos
toxicos para el ser humano. Ademas, conocer a mayor profundidad el sistema olfativo del mosquito
permitira implementar nuevas alternativas de proteccion contra el zancudo y creacion de

estrategias de control poblacional con una eficacia mayor a los actualmente conocidos.
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1. Objetivos

1.1 Objetivo general
Conocer el mecanismo de recepcion de moléculas con actividad repelente en el sistema

olfativo de Ae. aegypti.

1.2 Objetivos especificos

Identificar patrones de sefiales electroantenograficas en Ae. aegypti de moléculas con
actividad repelente.

Analizar la expresion diferencial de proteinas del sistema olfativo de Ae. aegypti en
presencia de moléculas con actividad repelente.

Relacionar los resultados obtenidos del andlisis proteico y electroantenografia para

comparar la efectividad repelente de moléculas sintéticas y origen natural a nivel molecular.
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2. Marco teorico

2.1 Ae. aegypti y enfermedades transmitidas por el vector

Ae. aegypti pertenece a la familia Culicidae, orden Diptera, principal vector de
enfermedades virales como dengue, chikungunya y Zika (Islam et al., 2017; Messina et al., 2016).
Morfol6gicamente, los adultos del género Aedes se distinguen de otros zancudos por tener palpos
maxilares mas cortos y por adoptar una posicion mas horizontal sobre la superficie donde reposan
para descansar. Se diferencian de la mayoria de los otros culicidos por la terminacion aguda de su
abdomen y por la ausencia de cerdas espiraculares. Ae. aegypti es un zancudo oscuro con bandas

blancas basales en los segmentos tarsales de las patas (Bar & Andrew, 2013; Farnesi et al., 2015).

Como en otras especies de culicidos, el macho se distingue de la hembra por sus antenas
plumosas y palpos maxilares mas largos. El cuerpo del adulto es pequefio, menor de 5 mm de
longitud, antenas con numerosos artejos, alas delgadas con venas en diferente proporcién
ornamentadas por escamas; la proboscis de la hembra esta adaptada para chupar sangre. Tienen
definida la regién cefalica, toracica y abdominal, poseen exoesqueleto de quitina con escleritos

(Farnesi et al., 2015; Thirion, 2003).

El zancudo presenta un ciclo de vida holometabolo que va desde el huevo hasta la fase
adulta (Figura 1). Este proceso toma entre 8-10 dias, variando levemente de acuerdo con las
condiciones medioambientales (Centers for Diseases and Control prevention CDC, 2012). Los
huevos de Ae. aegypti son cilindricos, alargados y de un tamafio aproximado entre 24-35 umy son

depositados por la hembra en diferentes tipos de contenedores con agua limpia estancada como
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botellas, llantas, charcos y piscinas no tratadas (World Health Organization WHO, 2012). Una vez
se encuentren en condiciones ideales, la larva emerge en el primer dia, de lo contrario el huevo
puede permanecer en estado de latencia durante varios meses (Marinotti et al., 2014; Ramos et al.,

2007).

Figura 1.

Ciclo de vida del zancudo Ae. aegypti. Adaptado por Vidal M. (CINTROP) de Centers for Diseases Control

and prevention CDC.

El estado larvario se caracteriza por presentar varias etapas de crecimiento de L1 a L4 que
se desarrollan Gnicamente en un medio acuoso para sobrevivir. Aungue pueden ser observadas a
simple vista, son sensibles a la luz por lo que permanecen en movimiento constante. Ademas, se
alimentan de detritus y materia organica (Centers for Diseases and Control prevention CDC,

2012D).
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Al cabo de 4-5 dias, la larva L4 pasa al estado de pupa, cuya forma es redondeada y similar
a una crisalida, en este estado no se alimenta. Esta fase constituye el periodo de preparacion
morfoldgica y fisiologica para emerger después de 2-3 dias como un individuo adulto (World
Health Organization WHO, 2012). Estos ultimos son de vida libre y pueden llegar a vivir hasta
dos meses. Mientras que los machos se alimentan de exudados de plantas, las hembras se alimentan
de sangre, necesaria para la produccion de huevos. Una vez la hembra se ha alimentado y apareado
con un macho, realiza la oviposicion en lugares humedos y con agua limpia estancada (Guha et

al., 2014; Hughes et al., 2010).

Entre las enfermedades transmitidas por Ae. aegypti, se encuentra el dengue, producida por
el arbovirus DENV serotipos I, II, 111y 1V. Esta es una dolencia que afecta anualmente a mas de
2 millones de personas en Ameérica Latina y el Caribe. Debido a que presenta un amplio cuadro
clinico, la enfermedad es dificil de reconocer y puede presentar complicaciones (dengue grave)
representadas en trombocitopenia (disminucion de las plaquetas en sangre) y aumento de la
permeabilidad de los vasos sanguineos cutaneos produciendo hemorragias (Murray, et al., 2013).
Actualmente, no existe una vacuna o cura a esta enfermedad viral, pero con el tratamiento
adecuado de los sintomas se reducen los riesgos de muerte. Aproximadamente el 2,5% de los casos
presentados a nivel mundial han causado la muerte de los pacientes (World Health Organization

WHO, 2017).

Desde el afio 2013, Ae. aegypti también se considera como principal transmisor de
enfermedades reemergentes como el Zika y chikungunya, producidas por arbovirus y con un
cuadro epidemioldgico similar al Dengue. A pesar de la gravedad de las patologias asociadas a
cada una de ellas, no tienen vacuna y su tratamiento es en algunos casos insuficiente. Desde el afio

2015, se han reportado méas de 1 millén de casos por Chikungunya y Zika en toda America Latina
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(Messina et al., 2016; Yactayo et al., 2016). Por lo tanto, para combatir contra estas enfermedades
virales, los estudios se han enfocado en la prevencién de la picadura del vector y su control

poblacional.

2.2 Sustancias repelentes

El uso de los métodos de proteccion personal como repelentes ha demostrado ser efectivo
para la prevencion contra la picadura de Ae. aegypti. En la industria, la implementacion de
sustancias  sintéticas como el DEET  (N,N-dietil-m-toluamida), IR3535 (Etil
butilacetilaminopropionato), Picaridin (1-(1-metilpropoxicarbonil)-2-(2-hidroxietil) piperidina)
(Misni, Nor, & Ahmad, 2016; Tavares et al., 2018) (Figura 2) brindan un tiempo prolongado de
repelencia contra el vector entre 3 a 8 horas, siendo DEET aquella sustancia repelente con mayor
periodo de efectividad reportado, hasta 8 horas de proteccion. Usualmente, estas sustancias estan
presentes en los productos comerciales como ingredientes activos en concentraciones entre 15-

30% en volumen (Diaz, 2016; Pavela & Benelli, 2016; Tavares et al., 2018).

Figura 2.

Repelentes sintéticos utilizados en la industria, Izquierda: IR3535, Centro: DEET, Derecha: Picaridin
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A pesar de su efectividad como repelente, se han reportado efectos adversos como
irritacion cutanea y de mucosas de la via respiratoria con la aplicacion de estas sustancias sintéticas
cuando estan presentes en altas concentraciones. Ademas, se han reportado otros efectos no
relacionados con la salud como es el dafio de algunos materiales como fibras textiles, cuero y

plastico (Jordan et al., 2012; Maia & Moore, 2011).

Por otro lado, diversos compuestos derivados de plantas, como los aceites esenciales, han
reportado actividad bioldgica repelente e insecticida y han sido extraidos y caracterizados con el
fin de utilizarlos en métodos de prevencion y control contra Ae. aegypti (Castillo et al., 2017;
Palanisami et al., 2014; Phasomkusolsil & Soonwera, 2013). Muchos de los repelentes comerciales
actuales contienen como ingredientes activos de aceites esenciales que reportan periodos de
proteccion entre 60-120 minutos. Dichas sustancias, aunque utiles, presentan un tiempo de

perdurabilidad reducido debido a su alta volatilidad.

Del mismo modo con los terpenos, compuestos mayoritarios de los aceites esenciales,
presentan actividad repelente en varias especies de zancudo. En contraste con los aceites
esenciales, los terpenos pueden presentar un efecto sinérgico (aumento de la actividad bioldgica)
al ser implementados de forma individual. Esto se debe a que la mezcla de compuestos
mayoritarios en los aceites esenciales provoca la volatilizaciéon de los compuestos, 1o que causa
pérdida en la efectividad como repelente. Sin embargo, la evaluacion individual y en
formulaciones sencillas del efecto repelente de terpenos puede mejorar los tiempos de proteccion

contra la picadura de zancudos (Andrade-Ochoa et al., 2018; Costa, et al., 2017).
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2.3 Sustancias repelentes: Acetato de geranilo, Nerolidol y e-bisabolol

Estudios preliminares en el Laboratorio de Entomologia Médica del Centro de
Investigaciones en Enfermedades Tropicales (CINTROP) se han realizado con el fin de estudiar
el efecto repelente de aceites esenciales y sus compuestos mayoritarios (Castillo et al., 2017;
Portilla-Pulido et al., 2020; Vera et al., 2014). Uno de estos estudios se enfocé en la interaccion in
silico proteina-ligando de una de las proteinas odorantes de Ae. aegypti, AaegOBP1, con diferentes
compuestos de origen natural y sintético. Dicho anélisis in silico identificé de una seleccion de 20
compuestos de origen natural, cuatro sustancias que presentaron la mayor interaccion con la
proteina odorante evaluando parametros fisicoquimicos como energia libre de Gibbs e
interacciones débiles como puentes de hidrégeno. Las sustancias de origen natural seleccionadas
de forma computacional fueron Acetato de geranilo, Nerolidol, Nerol, a-bisabolol y DEET

(Portilla-Pulido, et al., 2020).

Posteriormente, el efecto de proteccion de las sustancias mencionadas fue evaluado a través
de pruebas de repelencia in vivo durante una hora, empleando concentraciones de 0,1, 10, 25%
(v/v). Tomando como control positivo el DEET, sustancia repelente sintética con efecto conocido,
se observo que las sustancias Acetato de geranilo, Nerolidol y a-bisabolol en las concentraciones
10% y 25% tenian un efecto similar al DEET durante el periodo de prueba (1 hora). Luego de esto,
se realizaron los mismos experimentos in vivo con mezclas en concentraciones de 5% de cada
compuesto de la siguiente forma, mezcla 1: nerolidol, acetato de geranilo y a-bisabolol, mezcla 2:
acetato de geranilo y nerolidol, mezcla 3: nerolidol y bisabolol, mezcla 4: acetato de geranilo y
bisabolol. De estas mezclas, las numero 1, 2 y 3 presentaron efectos idénticos al DEET durante el

periodo de prueba (1 hora) (Portilla-Pulido et al., 2020).
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Con el fin de observar posibles efectos citotoxicos con estas sustancias de origen natural,
se realizaron pruebas in vitro con células normales de la linea celular Vero y HepaRG, células de
rindn de mono verde africano e higado humano, respectivamente. Las sustancias Acetato de
geranilo y Nerolidol mostraron un efecto citotoxico muy bajo para las lineas celulares mostradas.
Con estos dos compuestos se prepararon dos formulados con polietilenglicol y agua para observar
la perdurabilidad en la piel de estos compuestos y su efectividad a lo largo del tiempo. El formulado
de Acetato de geranilo y Nerolidol en concentraciones de 5% cada uno mostré una efectividad
maxima de hasta 3 horas en comparacion con el DEET empleado de forma comercial al 25% cuya
efectividad es de hasta 8 horas. A pesar de esto, estudios posteriores para la evaluacion de estas
sustancias con diferentes formulados y concentraciones serdn necesarias para encontrar un
reemplazo parcial o total de la sustancia sintética DEET (Andrade-Ochoa et al., 2018; Benelli &

Pavela, 2018; Nogueira, et al., 2016).

2.4 Componentes de origen natural versus productos sintéticos comerciales

En la actualidad hay interés en la industria farmacéutica y cosmética en el reemplazo de
forma total o parcial de sustancias sintéticas, como DEET e IR3535, con efectos biol6gicos como
repelentes e insecticidas. Esto se debe a que algunos de estos compuestos presentan efectos
adversos como citotoxicidad cutanea, toxicidad a nivel pulmonar, afecciones a nifios y mujeres
embarazadas, entre otras. Ademas, la naturaleza quimica de estas sustancias impide su degradacion
en el medio ambiente, lo que provoca bioacumulacién y contaminacion. Ademas, se han reportado

otros efectos adversos relacionados a la salud como toxicidad en el cuerpo humano. Esto se debe
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principalmente a las concentraciones elevadas en formulaciones y el uso inadecuado de este tipo

de productos (Silvério, et al., 2020; Smith et al., 2016).

El uso de sustancias de origen natural, como aceites esenciales y sus derivados, son una
opcion para reemplazar sustancias de interés farmacéutico y cosmético. Sin embargo, la gran
mayoria de estas sustancias requieren un proceso exhaustivo para su obtencion. Ademas, este tipo
de moléculas son muy volatiles y su efectividad en algunos casos en comparacion con las
sustancias sintéticas es bastante reducido (Asbahani et al., 2015). Esto a su vez, representa un

elevado costo en la produccién y la sustitucion de las sustancias sintéticas por las de origen natural.

En esta investigacion, las sustancias repelentes acetato de geranilo, bisabolol y nerolidol
tienen como proposito reemplazar de forma parcial o total la sustancia sintética DEET. En este
orden de ideas, conocer el mecanismo de accidn y recepcion de estos compuestos en el sistema
olfativo de Ae. aegypti, permitira a futuro disefiar formulaciones de los compuestos con o sin
DEET. Algunas de estas formulaciones podrian mejorar la efectividad como repelente reduciendo
la permeabilidad de las sustancias a través de la piel y reduciendo su volatilidad. Los compuestos
de origen natural mencionados estdn presentes en diferentes plantas en variedad de
concentraciones. Por ejemplo, el acetato de geranilo se encuentra en una concentracién entre 2-
10% en aceites esenciales de plantas como Cymbopogon citratus, Acacia farnesiana y Cananga
odorata (Castillo et al., 2017; Mordn, et al., 1996; Oyedele et al., 2002; Tisserand & Young, 2014),
a-bisabolol en concentraciones entre 2-27% en aceites esenciales de especies como Populus
balsamifera y Copaifera longsdorfii (Contents, 2013; Tisserand & Young, 2014) y nerolidol en
concentraciones entre 1-19% en aceites esenciales de plantas como Tagetes lucida (Castillo et al.,

2017; Elsevier, 2013; Tisserand & Young, 2014). Lo anterior, indica que es posible extraer dichas
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sustancias de diversas fuentes con el fin de producir una formulacion del compuesto o aceite de

interés sin un elevado costo de produccion.

Finalmente, el DEET es implementado en concentraciones entre 15-25% en formulaciones
comerciales, lo que representa un nivel de riesgo elevado para las personas que utilizan dichos
repelentes ya que se han reportado efectos nocivos como irritacion, toxicidad pulmonar y se ha
advertido de su uso en mujeres embarazadas (Swale, et al., 2014; Tavares et al., 2018). El uso de
las sustancias derivadas de plantas, acetato de geranilo, a-bisabolol y nerolidol, con efectos
repelentes de hasta 3 horas en concentraciones al 5% en formulacion, permitird reducir la
concentracion del DEET hasta 1-5% como méximo, si se implementan dichas sustancias de origen

natural y sintético.

2.5 Proteinas del sistema olfativo de Ae. aegypti

El sistema olfativo y receptor de sefiales externas de los zancudos estd compuesto
principalmente por palpos maxilares, antenas y proboscis, todos presentes en la cabeza del insecto.
A su vez, los palpos maxilares y antenas estan compuestos por varias unidades receptoras
especializadas llamadas sensilas, que contienen multiples poros por donde entran compuestos
volatiles presentes en el medio. Dentro de estos conductos se encuentran las Neuronas Receptoras
Olfativas (ORNS) que sintetizan tres grandes familias de proteinas transmembrana: Receptores de
Odorantes (ORs) (palpos maxilares y antenas), Receptores lonotrépicos (IRs) (palpos maxilares y
antenas) y Receptores Gustativos (GRs) (palpos maxilares y proboscis) y proteinas de transporte
como las proteinas de union a odorantes (OBP) (Figura 3) (Bohbot et al., 2011; Guo & Smith,

2017; Sato et al., 2008).
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De manera general, estas proteinas transmembrana mencionadas para insectos, ORs, IRs y
GRs, estructuralmente estdn compuestas por dos heterodimeros de siete dominios transmembrana
cuyo extremo amino terminal se encuentra en la parte intracelular de la neurona y el extremo
carboxi-terminal en la parte extracelular, contrario a como estd formado en los mamiferos (Venthur
& Zhou, 2018; Wicher, 2014). Funcionan como canales idnicos de calcio Ca?*y potasio K* y otros
iones, mediados por la union de ligandos a uno de los heterodimeros comdnmente llamado
correceptor (Figura 4). Ademés, aunque no se ha descrito completamente, las proteinas
transmembrana tienen unidas a su estructura proteinas G que desencadenan cascadas de
sefalizacion celular con el fin de activar el paso de iones y controlar el flujo de estos a través de

la membrana de las neuronas (Bohbot & Dickens, 2012; Sato et al., 2008; Venthur & Zhou, 2018).

En cuanto a la recepcidén de moléculas de cada proteina transmembrana, los ORs son los
principales receptores del sistema olfativo ya que son capaces de captar una amplia gama de
compuestos volatiles necesarios para la busqueda de hospedero (Carey et al., 2010; Kaupp, 2010).
A través de estas proteinas son captados diferentes moléculas provenientes del sudor de
mamiferos, la respiracion y metabolismo de sustancias presentes en la piel. Entre estos compuestos
se encuentran el acido lactico, 1-octen-3-ol, 4-metilfenol, presentes en mayor concentracion y otros
como el indol, geranil acetona, 1-dodecanol y acido hexenoico (Bohbot & Dickens, 2010; Davis
& Bowen, 1994; Guhaet al., 2014). Por otro lado, los IRs son mas sensibles a compuestos dirigidos
a la busqueda de hospedero y alimentacion sanguinea como compuestos con grupos funcionales
de aminas, acidos carboxilicos y algunas feromonas importantes en la reproduccién del insecto

(Pitts et al., 2017; Raji et al., 2019). Finalmente, los receptores gustativos, sintetizados
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principalmente en la proboscis y palpos maxilares, son capaces de captar el diéxido de carbono,
compuestos en estado liquido y solido como azucares (carbohidratos), sales inorganicas, agua,

componentes sanguineos y deterrentes (Guo & Smith, 2017; Sparks et al., 2018; Wicher, 2014).

Los compuestos volatiles recibidos por el zancudo son disipados rapidamente en el aire
debido al calor corporal de los mamiferos, lo que permite al insecto realizar un seguimiento hasta
la fuente. De este modo, el sistema olfativo de los zancudos esta disefiado para detectar una
variedad de sefiales necesarias para la busqueda de lugares de reproduccion, oviposicion y
alimentacion sanguinea en el caso de las hembras (Guha et al., 2014; Rund et al., 2013;
Seenivasagan, et al., 2013). La importancia de estas proteinas transmembrana las convierten en
diana para la blsqueda de nuevas alternativas para el control bioldgico de vectores de
enfermedades. Existen algunos estudios recientes que se han centrado en la modificacion de genes
de estas proteinas con el fin de evitar la recepcion de ciertos compuestos (Maringer et al., 2017;
McMeniman, 2015; Rund et al., 2011). Sin embargo, estas investigaciones son escazas y tediosas
debido a la estructura de estos complejos de proteinas, a pesar de esto, podria ayudar de forma
significativa al disefio de compuestos con efecto bioldgico para el control biolégico de vectores,

repelentes y deterrentes.

Figura 3.

Sistema olfativo de Aedes aegypti. a) El sistema olfativo del zancudo Ae. aegypti estd conformado por
antenas, palpos maxilares y proboscis. b) Representacion de las proteinas del sistema olfativo, proteinas
Receptoras de Odorantes ORs, Receptores ionotropicos IRs, Receptores gustativos GRs. Adaptado por

Vidal M. (CINTROP) de McMeniman, 2015.
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Figura 4.

Representacion de los Receptores de odorantes ORs. Una molécula de odorante se adhiere a una proteina
de union a odorantes OBPs y se une al receptor activando el flujo de iones y generando una corriente I. Al

mismo tiempo, una proteina G unida al ORs, activa la enzima adenilil ciclasa que produce adenosin
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monofosfato ciclico CAMP. De este modo, la produccion de cCAMP activa el correceptor y la sensibilidad
del receptor frente a diferentes moléculas odorantes provenientes del exterior. La actividad del correceptor
es regulada por la fosforilacion a través de la proteina quinasa C PKC y la calmodulina CaM. Adaptado

por Vidal M. (CINTROP) de Wicher, 2014.
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2.6 Recepcion de odorantes

Los insectos tienen la capacidad de detectar una variedad de sefiales quimicas mediante
receptores sensoriales ubicados principalmente en las antenas y en los palpos maxilares. De
acuerdo al tipo de sefial quimica captada por el insecto, se genera una respuesta comportamental
especifica de atraccion o repelencia (Bohbot & Dickens, 2010; Guo & Smith, 2017; Jacob, 2018;
H. Liu et al., 2016). Aunque es poco conocido el mecanismo de accion a nivel molecular en
insectos de importancia médica, se han descrito aproximaciones de este proceso en la mosca de
las fruta Drosophila melanogaster (Guo & Smith, 2017; Xu et al., 2005). El efecto

comportamental inicia con la recepcion de Compuestos Organicos Volatiles (COVSs) provenientes
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de plantas y animales que son captados por sensilas, quimiorreceptores especializados presentes
en las antenas. Estos COVs pasan a través de las sensilas hasta llegar a la linfa sensilar, un medio
hidrofilico con un pH cercano a siete, donde son transportados mediante proteinas de union a
odorantes (OBPs). Estas OBPs se caracterizan por presentar una cavidad de union (binding pocket)
capaz de albergar en su interior moléculas mediante diferentes tipos de interacciones moleculares

(Bohbot & Pitts, 2015; Leal & Leal, 2015; Leal, 2013; Northey et al., 2016).

Figura 5.

Mecanismo de recepcién de odorantes en insectos (Tomado de Portilla-Pulido, et al., 2020). En la figura:
(1) Las moléculas odorantes liberadas por animales y plantas llegan hasta las sensilas ubicadas en las
antenas y palpos maxilares. (2) Al pasar a través de las sensilas, las moléculas odorantes llegan a la linfa
sensilar. (3) Alli, se unen a proteinas de unién a odorantes (OBPs) para ser transportadas en un bolsillo
de unidn a través de la linfa sensilar hasta los receptores de odorantes (ROs). (4) Estos ROs ubicados en
la membrana celular de neuronas receptoras olfativas (NROs) permiten la transformacion de la sefial

quimica en una sefial eléctrica; que desencadena una respuesta comportamental.
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En Ae. aegypti, una de las proteinas de unién a odorantes caracterizada estructuralmente
por difraccion de rayos X, se conoce como AaegOBPl y se localizada en neuronas
quimiorreceptoras de antenas y palpos maxilares (Jonathan D. Bohbot & Dickens, 2012). Esta
proteina globular estd conformada por 125 residuos de aminoacidos, con una cavidad de
aproximada 2,3 nm de profundo y donde el sitio union a los odorantes estd conformado por
arginina 23 (Arg23), tirosina 54 (Tyr54) e isoleucina 125 (1le125) (Leite et al., 2009; Zhou et al.,
2008). Estos residuos interacttan con las moléculas odorantes mediante interacciones hidrofobicas
e hidrofilicas, facilitando su transporte a través de la linfa sensilar. EI complejo proteina-ligando,
formado por la proteina de unién a odorante y la molécula odorante, llega a la membrana celular
de dendritas de Neuronas Receptoras Olfativas (ORNSs), donde se encuentran los receptores de
odorantes (ORs). Las interacciones OBPs-ORs tienen lugar en un medio a pH bajo (5-6) que

permite el cambio conformacional de la OBP y la posterior liberacion de la molécula odorante en
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los receptores (Bohbot & Pitts, 2015). Los ORs son proteinas especializadas formadas por
heterodimeros receptor-correceptor que permiten el paso de iones a través de la membrana de la
neurona (Benton, 2006; Xu et al., 2014), lo que permite la transformacion de una sefial quimica
en una sefial eléctrica (Guo & Smith, 2017) (Figura 5). Dependiendo del tipo de sustancia odorante
percibida, la respuesta generada en el zancudo correspondera a una accién atrayente o repelente

(Seenivasagan et al., 2012; Xu et al., 2014).

2.8 Electroantenografia

Los insectos utilizan sefiales provenientes de compuestos quimicos volatiles dispersos en
el medio ambiente para localizar su alimento, hospederos y facilitar su reproduccion. A su vez,
estas sefiales se transforman en pulsos eléctricos o flujo de iones mediadas por proteinas de canales
iGnicos presentes en las neuronas (Liu et al., 2016). Debido a este flujo de iones, se produce un
potencial eléctrico a través de la membrana que puede ser captada a través de electrodos. De este
modo, la electroantenografia (EAG) es una técnica electrofisiologica que mide el flujo de iones
debido a la estimulacion de los receptores olfativos en el insecto al ser estimulados por moléculas

volatiles (Jacob, 2018; Seenivasagan et al., 2012).

La EAG se fundamenta en el flujo de corriente hacia adentro y afuera de la membrana de

la neurona de forma simultanea, lo que genera un dipolo en diferentes partes de la neurona, las
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dendritas, el axon y el soma (Figura 6). Lo anterior, genera una despolarizacion o disminucion en
el potencial de membrana de la neurona que origina potenciales negativos. La sumatoria de este
potencial, se traduce en una sefial electroantenografica medida a través de electrodos de tamafio
milimétrico posicionados en las antenas. La amplitud de esta sefial detectada dependera del
potencial de respuesta de cada neurona frente a un compuesto especifico y la densidad de neuronas

en las cercanias del electrodo empleado para la medicion (Jacob, 2018; Olsson & Hansson, 2013).

En general, existen dos métodos para la medicion de sefiales eléctricas, uno de estos emplea
la antena disectada del insecto y en el otro se utiliza el insecto vivo para las mediciones. En el
primer método, la antena del insecto es inmersa en solucién buffer con el fin de mantener la
integridad de las proteinas y deméas biomoléculas involucradas en el proceso de recepcion de
volatiles. Posteriormente, se procede a la insercion de los electrodos y la medicion de las sefiales
ante estimulo con sustancias volatiles de interés. Este método fue empleado con frecuencia afios
atras; sin embargo, el tiempo disponible para la medicion era corto (pocos minutos), ya que una
vez cortada la antena del insecto, su funcionamiento se ve afectado lo que modifica la sefial captada
y, por lo tanto, los resultados obtenidos (Deletre et al., 2015; Guha et al., 2014; May-concha, et
al., 2018; Seenivasagan et al., 2009). Con la optimizacion del equipo empleado para la medicion
de sefiales, ha sido posible emplear el insecto vivo, de este modo, se pueden realizar multiples
réplicas antes de observar diferencias en la medicion, siendo este el método mas empleado
actualmente para observar el comportamiento de sefiales eléctricas ante estimulos odorantes

(Olsson & Hansson, 2013).
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Figura 6.

Representacion esquematica de las sensilas en la antena del zancudo, Adaptado por Vidal M (CINTROP)
de Jacob, 2018. a) Cada neurona olfativa se representa con dos compartimientos, soma y dendrita, la
neurona olfativa es activada cuando un flujo de corriente ingresa (flechas rojas) e induce un campo
eléctrico que a su vez polariza las dendritas (derecha). b) La medicion a través del electrodo de
electroantenografia es una sumatoria de todos los potenciales eléctricos que fluyen por las neuronas

olfativas activadas.
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El equipo utilizado para la medicion de sefiales eléctricas consta de un flujo de aire que
cuenta con un compartimiento donde se colocan los compuestos a estudiar. Alli, el flujo generado
arrastra las moléculas volatiles hasta una base donde el insecto es colocado (Figura 7). Ademas,
se utiliza un par de electrodos como sistema de captacion de electricidad, uno de referencia ubicado
en la cabeza del insecto y otro de medicion ubicado en la antena de este. Normalmente, estos
electrodos son muy delgados (orden de milimetros) con el fin de penetrar la antena cuidadosamente
sin dafarla. El electrodo de medicidn es fabricado con metales de tungsteno o plata, mientras que
el electrodo de referencia suele ser de carbono o de tungsteno. Adicionalmente, se emplea un
instrumento capaz de amplificar, procesar y filtrar la sefial registrada en la antena. La sefial
eléctrica captada se asocia a la respuesta de EAG del insecto y se caracteriza por el bajo potencial
en el orden de milivoltios (mV). Lo anterior, causa que la principal dificultad de esta técnica sea
la amplificacion y filtrado de sefiales para evitar que las interferencias que puedan distorsionar o

camuflar la sefial real captada por el equipo (Guha et al., 2014; Olsson & Hansson, 2013).

Finalmente, avances de esta técnica de medicion de sefiales eléctricas han permitido
acoplar equipos de EAG con un cromatografo de gases. La separacion por cromatografia de
compuestos volatiles y posterior observacion de la respuesta eléctrica generada en el insecto
permite diferenciar y comparar entre compuestos que tengan actividad bioldgica significativa. De
este modo, se pueden identificar compuestos provenientes de mezclas complejas, como aceites
esenciales, con potencial bioldgico efecto insecticida, repelente o atrayente en vectores de

enfermedades (Dekker et al., 2011).
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Figura 7.

Preparacion del insecto para la medicion de sefiales eléctricas por EAG para Rhodnius prolixus (insecto
responsable de la transmision del parasito Trypanosoma cruzi que causa la enfermedad de Chagas). a) El
insecto es dispuesto en una base con el fin de incrustar los electrodos con ayuda de un estereomicroscopio
(1) y micromanipuladores (2). Ademés, un sistema de aire (3) arrastra las moléculas de interés
directamente hasta el insecto. b) Los electrodos de medicion (4) y referencia (5) son incrustados en la base
de la antena (pedicelo) y ojo del insecto, respectivamente. El flujo de aire mencionado (6) llega

directamente a la antena para percibir los estimulos de interés (Fotografias: Autor).
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2.9 Senales electroantenograficas

Las sefiales obtenidas por el equipo de electroantenografia corresponden a curvas que
graficamente representan caidas o cambios en el potencial eléctrico a través de la membrana de la
neurona durante un tiempo determinado (Figura 8a) (Rund et al., 2013). La informacion basica
que se puede obtener a partir de estas graficas se relaciona con la forma de la sefial que capta el
equipo. Una sefial mas amplia en la escala de tiempo significa que se requiere mas tiempo para
que la membrana recupere su estado polarizado desde el momento de la estimulacion. De forma
similar, una sefial con mayor amplitud en el eje de voltaje (mV) significa que una mayor cantidad
de iones fluye a través de la membrana de las neuronas, es decir, mayor cantidad de neuronas
olfativas activadas (Jacob, 2018). La informacion anterior, permite relacionar si una sustancia tiene
un efecto biol6gico sobre el insecto (atrayente, repelente o insecticida); ademas, permite comparar
la efectividad teniendo en cuenta otras moléculas como referencia cuya actividad sea conocida

(Deletre et al., 2015; Guha et al., 2014).

Figura 8.

Ejemplos de sefiales electrofisiol6gicas obtenidas para un insecto. a) Sefiales obtenidas por la técnica de
electrofisiologia. b) Una corriente eléctrica proveniente de las neuronas activadas induce un campo
eléctrico a lo largo de la antena y se torna mas débil con la distancia de la fuente de la sefial. ¢) Segun la
posicion del electrodo en la antena la sefial de EAG se torna méas débil o fuerte debido a la cantidad de

sensilas que contienen neuronas activadas por el estimulo odorante. Adaptado de Rund et al., 2013.
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Por otro lado, dentro de los factores experimentales que dificultan la técnica de
electroantenografia se encuentran el tipo y tiempo de medicion de sefiales eléctricas. La medicion
se ve afectada principalmente por la posicion del electrodo de registro en la antena del insecto
(Figura 8b). Varios estudios han demostrado que la amplitud de la sefial electroantenogréfica es
dependiente de la cantidad de neuronas olfativas activadas por un estimulo (Jacob, 2018). En la
parte proximal del pedicelo de la antena se encuentran la mayor cantidad de sensilas, es decir, la
mayor cantidad de neuronas olfativas que pueden ser estimuladas, de este modo, al medir sobre
esta zona, el potencial generado es mayor y la sefial de EAG tiene menor ruido. Asi, el potencial
eléctrico medido a través del electrodo es dependiente de la cantidad de sensilas en cierta zona de
la antena del insecto. Por otro lado, el tiempo de medicion es importante ya que la despolarizacion

de la membrana por la estimulacion con moléculas odorantes ocurre en fracciones de segundo. Por
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lo tanto, la medicion de la sefial de EAG debe realizarse simultdneamente con la liberacion del
estimulo a través del flujo de aire del equipo ya que de esta forma se evitan sefiales no
correspondientes a las moléculas en estudio (Jacob, 2018; Myrick & Baker, 2018; Olsson &

Hansson, 2013).

2.10 Estudios de protedmica enfocados en Ae. aegypti

El desarrollo de las ciencias émicas y tecnologias de aplicacién a ciencias bioldgicas hacen
posible el estudio de la informacidn contenida en biomoléculas de un ser vivo a diferentes niveles:
genético, con los nucle6tidos que conforman el ADN y ARN mensajero (transcriptoma) y las
proteinas (estructura primaria y secundaria). La aplicacion de estas técnicas se centran en el
entendimiento de la configuracion molecular y estructural de las biomoléculas mencionadas que
pueden ayudar a comprender, revelar principios y funciones a nivel celular con relacién a un

organismo que se quiere estudiar (Maringer et al., 2017).

En salud puablica la implementacion de las ciencias émicas, como protedmica y
transcriptdmica, tiene como objetivo integrar la informacién obtenida por estos procedimientos
para solucionar problemas relacionados a la comprension de enfermedades infecciosas, modo de
accion de compuestos con efecto bioldgico y algunos procesos metabolicos (Pando-robles et al.,
2009). De forma mas especifica, se han estudiado aquellas enfermedades tropicales transmitidas
por virus como el dengue, Zika y chikungunya con el fin de disminuir la poblacion vulnerable. Sin
embargo, los virus que conforman estas enfermedades tienen una estructura compleja y en algunos
casos muta facilmente en un hospedero, lo que impide la creacion de una vacuna 100% efectiva

frente al control de estas enfermedades virales (Logan, 2016; Sessions et al., 2015). Por lo anterior,
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para la prevencion de estas, es necesario estudiar los vectores que las causan, entre estos se

encuentra el zancudo Ae. aegypti.

Son diversas las investigaciones que se han realizado con este vector, algunas dirigidas a
efecto bioldgico de moléculas como insecticidas (Faulde et al., 2003; Jones et al., 2013; Smith et
al., 2016), repelentes (Balaji et al., 2017; Castillo et al., 2017; Tavares et al., 2018) y la
modificacion genética del zancudo. Por ejemplo, algunos estudios de protedmica enfocados en
huevos de Ae. aegypti, han demostrado que existen proteinas en la parte externa que proporcionan
proteccion fisica antes de la eclosion (Marinotti et al., 2014). De este modo, la corteza del huevo
tiene propiedades que permiten resistir altas temperaturas, humedad y sequia incluso meses
después del proceso de oviposicion. El estudio protedmico del huevo del zancudo Ae. aegypti, es
requerido para comprender la capacidad de adaptacion del mosquito a factores ambientales y
entender las diferencias con otros zancudos. De este modo, crear estrategias para hacer mas

vulnerable la corteza del huevo con el uso de sustancias quimicas o modificaciones genéticas.

Los estudios de protedbmica han revelado que las capas internas del huevo estan compuestas
por proteinas de membrana vitelina principalmente con pesos moleculares entre 10 a 15 kDa. Estas
proteinas con aminoécidos hidrofébicos que conforman las primeras capas del huevo permiten o
impiden el paso de sustancias al interior de las capas internas del mismo (Edwards et al., 1998).
Ademas, existen proteinas con sitios de unidn a quitina, la sustancia que recubre el huevo en la
parte exterior. La interaccion de estas proteinas con la quitina proporciona rigidez al huevo del
zancudo antes de su eclosion (Farnesi et al., 2015; Ramos et al., 2007). Finalmente, algunas
proteinas de transporte de odorantes han sido identificadas en huevos de Ae. aegypti cuya funcion
podria estar relacionada con el transporte de moléculas que puedan funcionar como

quimioatractores para el esperma del zancudo durante la reproduccion (Marinotti et al., 2014).
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Con respecto al sistema olfativo de Ae. aegypti, se han realizado avances para intentar
comprender las interacciones del zancudo con compuestos provenientes de hospederos mamiferos.
Publicaciones recientes para la identificacion de proteinas odorantes de Ae. aegypti y Anopheles
gambiae han mostrado la capacidad que tienen estas proteinas para unirse con compuestos volatiles
especificos a través de interacciones de tipo hidrofilico e hidrofébico que ocurren en la linfa
sensilar del insecto (Leal, 2013; Rund et al., 2013; Yang et al., 2011; Zhou et al., 2008). Algunas
de estas proteinas captan compuestos con ciertas caracteristicas estructurales como dobles enlaces,
anillos de benceno, grupos hidroxilo y otros grupos oxigenados (Leal, 2013; Northey et al., 2016).
Estas caracteristicas convierten a las proteinas odorantes y los receptores de odorantes, en un
blanco a estudiar ya que podria facilitar el disefio de moléculas con efecto bioldgico y
comportamental del zancudo y, de este modo, disminuir la poblacion y prevenir la picadura del

insecto.

En este trabajo se busca distinguir cambios en la expresidén proteica en presencia de
compuestos con efecto repelente de origen sintético y natural, y de este modo identificar y
confirmar la presencia de algunas proteinas que estén involucradas en el proceso de recepcion de
este tipo de moléculas. Lo anterior, permitiria a futuro implementar de forma mas eficaz este tipo

de moléculas y disefiar nuevas moléculas sin efectos toxicos en seres vivos.

3. Metodologia
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3.1 Material biologico: colonia de Ae. aegypti

Los ensayos de electroantenografia y protedmica diferencial se llevaron a cabo con una
colonia de Ae. aegypti cepa Rockefeller, dispuesta en jaulas de seguridad y almacenada en un
insectario a una temperatura de 25 + 5 °C, humedad relativa de 70 + 5 % y fotoperiodo 12:12. Los
mosquitos macho fueron continuamente alimentados con una solucién de miel (carbohidratos) al
10% (v/v) aproximadamente. A las hembras se les suministrd periodicamente alimentacion
sanguinea para la obtencion de huevos con ratas albinas tipo Wistar (WI IOPS AF/Han strain)
facilitadas por el bioterio de la Universidad Industrial de Santander, cumpliendo las disposiciones
de la Ley 84 de 1989 del Congreso de Colombia y la Resolucion 8430 de 1993 del Ministerio de
Salud de Colombia. Las larvas eclosionadas se almacenaron en recipientes de plastico y
alimentadas con 0,5 g de alimento para peces Tetramin Tropical Flakes® tres veces por semana.
Para los ensayos de electroantenografia y protedmica diferencial se seleccionaron hembras adultas

sin alimentar con sangre entre 3-10 dias después de emerger de su estado larval.

3.2 Moléculas

Las moléculas evaluadas en esta investigacion fueron seleccionadas de acuerdo con
resultados previos realizados por el Centro de Investigaciones en Enfermedades Tropicales
(CINTROP) en la busqueda de compuestos con actividad repelente. Los compuestos terpénicos
que se utilizaron son compuestos secundarios derivados de aceites esenciales, Acetato de geranilo,

a-bisabolol y Nerolidol (Merck ©), todos con actividad repelente en Ae. aegypti (Portilla-Pulido,
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et al., 2020). EI compuesto repelente de referencia fue el compuesto sintético DEET y como
referencia para las sefiales electroantenograficas, se empled el amoniaco, una sustancia atrayente

para los mosquitos (Figura 9).

Figura 9.

Moléculas con actividad repelentes utilizados en los experimentos. a) Acetato de geranilo b) Nerolidol c)

a-bisabolol d) DEET e) Amoniaco, una sustancia atrayente para el mosquito.

a)
| o
P TN N
b) | o i e &
T T T U T i T
H NN H

3.3 Electroantenografia

Figura 10.

Montaje experimental para electroantenografia de zancudos. a) Afilamiento electrolitico con NaOH de
electrodos de Tungsteno (arriba electrodo sin afilar, abajo electro afilado). b) El equipo de
electroantenografia consta de un sistema controlador de flujo de aire que permite llevar las moléculas
volétiles directamente hasta el insecto (1) y un sistema de adquisicion de datos inteligente (Synthec) (2).

Ademas, se muestra el compartimiento donde se coloca el papel filtro impregnado con las sustancias de
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interés (3), por este tubo de ensayo con salida lateral pasa el flujo de aire hacia el insecto. ¢) Los electrodos
son posicionados en unos dispositivos (holders) que permiten la manipulacion facilitada en los 3 planos x,
Y, Z, (4) el electrodo de medicion es incrustado en la antena mientras que el electrodo de referencia (5) en
el ojo del insecto. Ademaés, desde el tubo de ensayo con salida lateral (3) fluye el aire con los estimulos
transportados hasta (6) donde son liberados finalmente en el mosquito montado. (d) Los electrodos
incrustados se muestran en (7) para el electrodo de medicién y (8) para el de referencia. Fotografias:

Autor.
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3.4 Preparacion del insecto para EAG y registros electroantenograficos

Para evaluar la respuesta eléctrica de la antena del zancudo ante la exposicion de
compuestos con actividad repelente, se realizaron registros de electroantenograma (EAG). Para
esto, se tomaron hembras adultas de Ae. aegypti entre 3-10 dias de emergidas, sin alimentar con
sangre (Gerber et al., 1994). Cada insecto fue anestesiado colocandolo en un congelador de nevera
a -5 °C durante 1 minuto. Posteriormente, el zancudo se fijé cuidadosamente en un portaobjetos
de microscopio con cinta adhesiva como se muestra en la Figura 10d y luego en la plataforma de
madera donde permanecio inmovilizado exponiendo las antenas y ojos para el experimento. La
plataforma con el insecto fijado se coloco bajo un estereomicroscopio (Leica EZ4) con el objetivo
de visualizar el preparado. El electrodo de referencia se insert6 en el 0jo expuesto, mientras que el
electrodo de registro se insertd en la base del pedicelo de la antena. Se utilizaron electrodos de
registro y de referencia de Tungsteno (0,25 mm, Sigma Aldrich). Dichos electrodos se afilaron
electroliticamente mediante inmersion repetida de la punta en una solucién de hidroxido de sodio
NaOH (1 M, 3-5 V, Sigma Aldrich) hasta obtener un didmetro aproximado de 0,05 — 1 milimetro
(mm) (Olsson & Hansson, 2013) (Figura 11). El registro de EAG se inicio 2 minutos después de
alistar la preparacion del insecto. Las sefiales antenograficas se amplificaron (1000x) con un
preamplificador (Universal Single Probe, type PRS-1, Syntech, Alemania) y digitalizaron (IDAC-
4, Syntech, Alemania). Las sefiales se visualizaron, grabaron y analizaron en un computador

utilizando el Software Autospike (Syntech, Alemania) (Olsson & Hansson, 2013).
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Figura 11.

Dispositivo empleado para afilamiento electrolitico de electrodos de tungsteno. El movimiento repetitivo
hacia arriba y abajo afila el electrodo de tungsteno en la solucion de NaOH por la cual fluye corriente

eléctrica. Fotografia: Autor.

3.5 Estimulo olfatorio y registro del electroantenograma

Los pulsos de aire se hicieron pasar a través de un tubo de ensayo con salida lateral donde
se contenian los compuestos a evaluar. Este tubo de ensayo se acoplé con mangueras de plastico
que transportaron los compuestos hacia la preparacion del insecto en la base de madera. El aire
filtrado se administr6 como control antes y después de cada experimento (eliminacién del

background) (Figura 10b).
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Cada uno de los compuestos repelentes a evaluar, se aplicaron en una pequerfia pieza de
papel filtro (Whatman No. 1) en diferentes concentraciones: 0,5, 1, 10, 50 y 100 mg/mL en acetona
para la liberacion simultanea amoniaco y repelente en el primer tipo de montaje. Luego de la
aplicacion en el trozo de papel filtro, se dejo secar durante 1 minuto para eliminacion completa del
solvente. EI amoniaco fue empleado en una concentracion de 25% con el fin de obtener sefiales
EAG de alta intensidad para todos los experimentos (Jason Pitts et al., 2017). En esta primera
parte, un mosquito fue empleado para aplicar todas las concentraciones entre 0,5 a 100 mg/mL con
un estimulo inicial y final de amoniaco y con pulsos de 8 segundos de aire (background) entre
cada concentracion. El trozo de papel filtro se coloc6 dentro del tubo de ensayo con salida lateral
acoplado al controlador de flujo de aire. Para cada compuesto se emple6 un tubo de ensayo
diferente, al igual que los tubos de conexion y la preparacién del insecto (un zancudo por réplica,
con un nimero minimo de réplicas de N=7 por experimento). Adicional a los compuestos
individuales, se implementaron las siguientes mezclas en concentraciones 50 y 100 mg/mL de cada
compuesto aplicando cada concentracion por separado y no en conjunto como fue realizado para
las concentraciones entre 0,5-100 mg/mL. Mezcla 1: Acetato de geranilo, a-bisabolol, nerolidol,
mezcla 2: acetato de geranilo y nerolidol, mezcla 3: nerolidol y bisabolol, mezcla 4: acetato de
geranilo y bisabolol. Para estos experimentos un mosquito fue utilizado para la concentracién de

50 mg/mL y otro para 100 mg/mL con cada mezcla y réplica realizada.

Los compuestos repelentes Acetato de geranilo, a-bisabolol, Nerolidol, DEET se
administraron mediante una bomba de flujo de aire controlado (Stimulus controller unit, type CS-
55, Syntech, Alemania) para la evaluacion de la actividad electroantenografica en los zancudos.

La bomba de flujo de aire se programé con una secuencia de tres pulsos de aire: 25 mL/s de flujo,
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10 segundos para cada pulso, con intervalos de 2 segundos para el flujo de aire que contenia los
compuestos repelentes y 8 segundos de Unicamente aire empleado como background. Antes y
después de aplicar cada sustancia repelente, se aplicé un pulso de amoniaco al 25%, una sustancia
atrayente para el mosquito. Esto se realiz6 con el fin de garantizar que el insecto fuese estimulado
de forma eficaz con los compuestos durante todo el experimento y observar el cambio en la sefial
electroantenografica. En el caso de los compuestos repelentes, como control positivo se empled el
repelente sintético DEET. Adicionalmente, se realizd otro tipo de montaje, que consistié en la
liberacion simultanea de estimulos de amoniaco y repelente a través del flujo de aire para observar
el cambio inicial de la sefial del atrayente (amoniaco) (Figura 12). De este modo, se obtuvo un
patrén de sefiales teniendo en cuenta los cambios iniciales y finales del estimulo de amoniaco en

la escala de mV al exponer al mosquito a las moléculas repelentes.

Para el segundo tipo de montaje, se realizo la liberacion simultanea de amoniaco y
repelente. Para esto, se emplearon los compuestos individuales acetato de geranilo, a-bisabolol,
nerolidol, DEET y las mezclas, mezcla 1, mezcla 2, mezcla 3 y mezcla 4 en concentraciones de 50
y 100 mg/mL (Figura 12), primero se realiz6 un estimulo de amoniaco al 25% seguido de la
liberacion simultdnea amoniaco-repelente. Para este tipo de montaje se implement6 un mosquito
por cada concentracion y sustancia con un numero minimo de réplicas de N=7 por cada

experimento.
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Figura 12.

Aplicacién de estimulos para obtencion de sefiales electroantenograficas. a) El estimulo aplicado por el
flujo de aire consistié en un pulso inicial de amoniaco seguido del repelente a una concentracidon especifica.

b) El estimulo consistio en la aplicacion simultdnea de amoniaco y repelente a una concentracion.

a) 2 s (estimulo)
l Estereomicroscopio
— 1 Amoniaco

¥~ 2 Repelente

Insecto conectado
a los electrodos

b) 2 s (estimulo)

| | Estereomicroscopio
\H

1 Amoniaco 2 Repelente

~

Insecto conectado
a los electrodos
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3.6 Analisis estadisticos

Las respuestas de sefial eléctrica obtenidas por el equipo de electroantenografia fueron
calculadas mediante el promedio de la amplitud maxima (mV) como respuesta a cada pulso de aire
administrado con las moléculas a evaluar. Las sefiales de electroantenografia se compararon segun
el cambio en la escala de mV o pV teniendo en cuenta el amoniaco antes y después de la aplicacion
del repelente. Los datos se sometieron a pruebas de normalidad de Kolmogorov-Smirnnorv.
Cuando los datos presentaron distribucién normal, se les aplicd pruebas de comparacién de medias
de una via (ANOVA) y posteriormente, una prueba Tukey o una prueba de t-student cuando fue
necesario. Cuando la distribucién de los datos no fue normal, se aplicaron pruebas no paramétricas
(Kruskall-Wallis). Las comparaciones se consideraron estadisticamente significativas cuando el
valor fue de p <0,05. El software que se empled para los anélisis estadisticos fue Statistic V11

(Statsoft) y GradPad Prism 5.

3.7 Analisis proteémico

3.7.1 Tratamiento de los zancudos

Aproximadamente 140 hembras adultas de Ae. aegypti de 3-10 dias de emergidas, no
alimentadas con sangre, fueron almacenadas en una jaula de seguridad para zancudos
completamente sellada con vinipel plastico. Esto se realizd con el fin de evitar la rapida
volatilizacién de los repelentes dentro de la jaula y mantener aproximadamente la misma cantidad

de moléculas en la jaula durante la exposicion del mosquito a la sustancia. Se impregné un papel



PROTEOMICA Y ELECTROANTENOGRAFIA DE AEDES AEGYPTI 55

filtro con soluciones individuales a 100 mg/mL en acetona de la mezcla 1 (acetato de geranilo, a-
bisabolol, nerolidol, cada uno a 100 mg/mL) y como control positivo la sustancia DEET a 100
mg/mL. Luego de aplicar la sustancia en el papel filtro, se dejo volatilizar el solvente durante 1
minuto y se coloco en la jaula junto con los mosquitos. Teniendo en cuenta que la duracion de los
experimentos de EAG supera los 10 minutos y que los experimentos in vivo de repelencia tienen
una duracién entre 1 a 3 horas como tiempo maximo (Portilla-Pulido et al., 2020), se selecciond
un periodo de tratamiento de 45 minutos, en el cual, el mosquito fue expuesto ante los repelentes
de origen natural y sintético. Este periodo de tratamiento se selecciono6 con el fin de observar la
expresion diferencial de las proteinas del sistema olfativo en etapas tempranas del mecanismo de
accion. Al finalizar, la jaula se dispuso en un congelador a -20 °C por 20 min con el fin de sacrificar
todos los mosquitos y mantener la integridad de los tejidos y evitar la degradacién de proteinas.
Como control de estos experimentos de protedmica diferencial, se utilizaron zancudos sin
exponerse a los compuestos repelentes mencionados bajo las mismas condiciones experimentales

previamente mencionadas.

3.7.2 Extraccion de proteinas

Las proteinas totales fueron extraidas de aproximadamente 140 cabezas de hembras adultas
de Ae. aegypti de 3-10 dias de emergidas, no alimentadas con sangre. Las cabezas fueron
escindidas con ayuda de pinzas entomologicas (Biologika) disponiendo el insecto en un
estereoscopio (Leica Zoom 2000). Posteriormente, las cabezas cortadas se colocaron en un vial
eppendorf con 250 uL de buffer de lisis (7 M Urea, 2 M Tiourea, Triton X-100, 0,5%, farmalitos

1,2%, DTT 20 mM, CHAPS 4% p/v) a 4 °C. El vial eppendorf con el contenido se colocé en un
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homogeneizador de tipo Van Potter con el fin de triturar de forma homogénea los tejidos de la
cabeza del mosquito y extraer la mayor cantidad de proteina de los tejidos. La homogeneizacion
se realizo por un periodo maximo de 5 minutos hasta maceracion completa en una temperatura de
4 °C en un bafio de hielo. Posteriormente, el contenido se centrifugd a 12000g y 4 °C durante 15
minutos (Microfuge® 20R Centrifuge) y se tomd unicamente el sobrenadante. Finalmente, la
muestra centrifugada se coloco en otro vial eppendorf y la concentracion de proteina se determind
con el método de Bradford (Bradford, 1976) utilizando una curva de calibracion de albumina sérica
bovina BSA. La muestra fue almacenada a -75 °C hasta ser empleada para electroforesis

bidimensional.

3.7.3 Electroforesis bidimensional

3.7.3.1 Gel de electroforesis Isoelectroenfoque IEF. Se prepar6 una solucion de buffer de
rehidratacion y la muestra segln la cantidad de proteina extraida. Se emplearon tiras de gradiente
no lineal de pH inmovilizado IPG (Inmobilized pH gradient), con rango de pH de 3 a 10, que
fueron hidratadas con una solucién buffer (Buffer de rehidratacion 7M Urea, 2M Tiourea, 1%
CHAPS, 20 mM DTT, 0,25% de farmalitos del mismo rango de pH de las tiras y azul de
bromofenol 0,1%). Después se dejaron rehidratar las tiras durante 16 horas. Luego de ese tiempo,
se trasladaron las tiras a una bandeja o camara de Isoelectroenfoque IEF (Protean i12 IEF Cell).
Se establecié una rampa o gradiente lineal de voltaje entre 300-10000 V (300 V durante 30 min,

700 V durante 30 min, 1000 V durante 30 min, 1500 V durante 60 min, 2000 V durante 60 min,
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3000 V durante 60 min, 7000 V durante 60 min, 10000 V durante 60 min) y una rampa rapida

hasta alcanzar 80 kV/h.

3.7.3.2 Equilibrio y gel de electroforesis SDS Page. Antes de pasar la muestra por el gel
SDS, las tiras de pH fueron tratadas con buffer de equilibrio por 15 minutos en agitacion. El primer
buffer de equilibrio contenia 50 mM de Tris-HCI pH 8,8, 6 M Urea, 20% glicerol, 2% SDS y 1%
DTT. En el segundo tratamiento el buffer contenia yodoacetamida 2,5% en lugar de DTT. Después
del proceso de equilibrio se preparé el gel de poliacrilamida 12,5% en la cAmara de electroforesis
(Bio-Rad) y se colocd la tira obtenida por IEF. Al montaje de electroforesis se adiciono buffer de
corrida (100 mM Tris-HCI pH 6,8, 4% w/v SDS, 0,2% azul de bromofenol, 200 mM DTT).
Finalmente, se conecto la camara a una fuente de poder (Bio-Rad) a 150 V durante 1 hora.

Al finalizar el experimento bidimensional, se realizé una tincion de las proteinas del gel de
electroforesis con azul de Coomasie G250 y los geles obtenidos fueron registrados en un
fotodocumentador (Gel-doc de Bio-Rad). Los experimentos de gel bidimensional se realizaron por
triplicado para cada tratamiento. Luego, estos geles fueron analizados utilizando el software PD
Quest. Mediante el PD Quest, se obtuvieron aquellos spots con diferencias significativas en la
expresion diferencial con ayuda del parametro foldchange, un valor relativo indicé el cambio en
la expresion de una proteina teniendo como referencia el control del experimento (sobre expresion
> 2,0 en intensidad relativa; inhibicion < 0,5 en intensidad relativa) realizando las comparaciones
control (sin tratamiento) vs DEET, control (sin tratamiento) vs mezcla de compuestos (mezcla 1.

acetato de geranilo, a-bisabolol, nerolidol).
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3.7.4 ldentificacion y comparacion de proteinas con expresion diferencial después de

tratamiento con la mezcla 1y el DEET

Las proteinas encontradas con expresion diferenciada, sobreexpresion o inhibicion, se
escogieron para ser analizados por espectrometria de masas en tiempo de vuelo MALDI-TOF
MS. A estos spots se les realizé un proceso de extraccion, decoloracion con acetonitrilo (ACN)
al 50% vy acido trifluoroacético (TFA) al 1% y posteriormente una digestion con la proteasa
tripsina para obtener péptidos. Después del tratamiento triptico, los péptidos fueron sembrados
en un target de espectrometria de masas (Bruker) con matriz de acido a-ciano hidroxicinamico
(HCCA) en concentracion de 20 mg/mL disuelto en 50% de ACN y 1% de TFA, la relacién
muestra/matriz sembrada fue 2:1. Las proteinas tripsinizadas fueron analizadas en el
espectrometro de masas de la Universidad Industrial de Santander. Respecto a los patrones para
espectrometria de masas se empled una mezcla de los péptidos bombesina, bradiquinina,
reninsustrato y leu-encefalina a 100 ppm cada uno. Los espectros de masas fueron visualizados
a través del programa Flexanalysis (Brucker).

Las masas tripticas fueron posteriormente analizadas por el software online Mascot
(http://www.matrixscience.com) en conjunto con las bases de datos de SwissProt para la
identificacion de la proteina con su nombre y score. Los parametros para la obtencion del nombre
y score fueron los siguientes: Base de datos SwissProt, Enzima de digestion: tripsina, con un
maximo de 1 o 2 escisiones “perdidas” o no realizadas por la proteasa durante el proceso de
digestion, taxonomia: todas las entradas disponibles, modificaciones fijas: carbamidometil (C),
modificaciones variables: oxidacion, tolerancia peptidica de 0,5, 1 y 1,5 Da, para un total de 6

posibles proteinas por espectro analizado. De las proteinas obtenidas, la funcion de estas fue
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consultada en la base de datos de Uniprot (https://www.uniprot.org/) o en articulos cientificos en
la literatura. La seleccion de las proteinas entre las posibles arrojadas por el software MASCOT
se realizd segun el score y la funcién de la proteina encontrada. El valor del score es una
probabilidad de la semejanza del espectro de masas obtenido experimentalmente en comparacion
a la literatura, a mayor valor de score mayor es la certeza en la identificacion de dicha proteina

(Koenig et al., 2008).

3.7.5 Interaccion proteina-proteina

Las proteinas identificadas a través de espectrometria de masas MALDI-TOF MS, fueron
seleccionadas para realizar un andlisis de posibles interacciones proteina-proteina a través de la
herramienta online STRING (https://string-db.org/). La lista de proteinas fue introducida en la
seccion de multiples proteinas (por nombre) seleccionando como organismo de referencia la mosca
de la fruta, Drosophila melanogaster. Como ajustes avanzados se selecciond: full STRING
network (network type), confianza media (valor relativo de 0,4) y el rango de error estadistico, en
escala media (5%). La modificacién del estilo de los interactomas se realizd con el programa
gratuito Cytoscape, en el cual se modifico el tamafio, etiqueta, color y ubicacién de los interactores

(Szklarczyk et al., 2011).

3.8 Consideraciones éticas
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De acuerdo con lo definido en el articulo 11 de la Resolucion No. 008430 del Ministerio
de Salud de Colombia, 4 de octubre de 1993, este proyecto presentd un riesgo de clasificacion
minimo. Sin embargo, hay que tener en cuenta que se evaluaron moléculas en insectos y no en
humanos. En este sentido, para proteger al investigador, los experimentos se realizaron con todos
los implementos de seguridad: guantes, tapabocas, bata, mascara de seguridad y campana de
extraccion de gases, si fue necesario. Ademas, se tuvo en cuenta las politicas de seguridad de la

sede del Parque Tecnoldgico Guatiguara de la Universidad Industrial de Santander.

Con el fin de evitar todo riesgo bioldgico, en este proyecto se utilizaron insectos del
insectario del Centro de Investigaciones en Enfermedades Tropicales (Laboratorio de Entomologia
Médica) libres de virus y otros patogenos y de referencia (Cepa Rockefeller de Ae. aegypti). Los
zancudos se mantuvieron bajo condiciones controladas de temperatura y humedad en jaulas de
seguridad. Este proyecto fue avalado por el Comité de Etica en Investigacion Cientifica (CEINCI)
de la Universidad Industrial de Santander durante la reunién registrada en el acta No. 8 del dia 22

de mayo de 2020.

3.8.1 Uso de animales

En relacién con el uso de animales, con el fin de suministrar a las hembras de Ae. aegypti
alimentacion sanguinea para la obtencion de huevos, se emplearon ratas albinas (Rattus
norvegicus) de raza Winstar W1 IOPS AF/Han, facilitadas por el bioterio de la Universidad
Industrial de Santander, cumpliendo las disposiciones de la ley 84 de 1989 del Congreso de

Colombia y la Resolucién 8430 de 1993 del Ministerio de Salud de Colombia.
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3.8.2 Manejo de sustancias quimicas

El Parque Tecnoldgico Guatiguard genera residuos en cantidades y caracteristicas de
interés sanitario y ambiental (bioldgicos, quimicos y desechos solidos, entre otros) que merecen
un manejo, clasificacion, almacenamiento y una disposicion final adecuada. Para la gestion
integral de estos residuos, se tuvieron en cuenta los lineamientos descritos en la normatividad legal
vigente, como la Ley novena de 1979, Codigo Sanitario Nacional; el Decreto 4741 del 2005 por
el cual se reglamenta el manejo de residuos peligrosos en Colombia y el Decreto 351 de febrero
de 2014, el cual armoniza y actualiza ambiental y sanitariamente la gestion integral de los residuos
generados en la atencion en salud y otras actividades en Colombia. Es asi como en el afio 2008 se
formul6 y elabor6 el PLAN DE GESTION INTEGRAL DE RESIDUOS SOLIDOS — PGIRS de
la Sede Guatiguara, el cual fue viabilizado por la Coordinacion de la Sede y por la Secretaria

Departamental de Santander.

4. Resultados

4.1 Electroantenografia

4.1.1 Registros de EAG de compuestos repelentes

Con el fin de observar los cambios en sefiales electroantenogréaficas en el sistema nervioso
de Ae. aegypti, se expusieron los mosquitos a diferentes compuestos: Acetato de geranilo,

nerolidol, a-bisabolol y DEET, en concentraciones 0,5, 1, 10, 50 y 100 mg/mL. Para las cuatro
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sustancias, se registraron sefiales de electroantenografia con valores de amplitud entre 0y 200 uV,
el amoniaco aplicado de forma inicial present6 valores de alta intensidad en la escala de uV, entre
1197 y 1983 uV; ademas, la sefial aplicada al final del experimento presentd reducciones
porcentuales entre 36,5 a 79,% con diferencias estadisticas significativas al comparar las sefiales
de amoniaco aplicadas al inicio y final del experimento (ANOVA de una via, Posthoc Prueba

Tukey) (Tabla 1).
Tabla 1.

Sefiales de electroantenografia empleando todas las concentraciones de repelente en el mosquito. Sefiales
de electroantenografia (microvoltios + desviacion estandar, uV + SEM) de los compuestos acetato de
geranilo, a-bisabolol, nerolidol, DEET en las concentraciones 0,5, 1, 10, 50 y 100 mg/mL, con un estimulo
inicial y final de amoniaco. Para cada una de las sustancias se muestra el cambio porcentual de la sefial
de amoniaco luego de implementar los repelentes en las concentraciones mencionadas. (**) y (***) indican
diferencias estadisticas significativas entre las sefiales EAG de amoniaco antes y después de aplicar las
sustancias repelentes mencionadas. ANOVA de una via, (**) p < 0,01; (***) p < 0,001, posthoc Prueba

Tukey.

Sefial de electroantenografia (UV £ SEM)

NHs 0,5 1 10 50 100 NHs
Sustancia Reduccion (%)
inicial mg/mL mg/mL mg/mL mg/mL mg/mL final

Acetato  1197,0 9114
1686+ 1771+ 1543+ 1257+ 1171+
de + + 36,5+ 10,2
34,6 43,5 47,0 34,6 28,1
geranilo  216,0 183,5
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1940,0 397,1
a- 0,0+ 0,0+ 0,0+ 0,0+ 0,0+
+ + 79,5+ 6,07
bisabolol 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
120,6 115,4
1983,0 574,3
1943+ 200,0+ 160,0+ 1457+ 1343+
Nerolidol + + 71,0+52""
47,0 24,3 28,3 16,2 18,4
170,1 103,8
1757,0 997,1
1714+ 1771+ 1286+ 1286+ 117,1+
DEET ar it 43,2 +12,9"
44.0 62,4 48,8 495 28,8
200,3 226,2

Al aplicar amoniaco, luego de estimular con diferentes sustancias repelentes, se observo
que la amplitud EAG correspondiente al amoniaco disminuyd de forma estadisticamente
significativa. En el caso del nerolidol (ANOVA de una via, F(6,42)=73,36, p <0,0001; Posthoc
Prueba Tukey p <0,001) y a-bisabolol (ANOVA de una via, F(6,42)=131,5, p <0,0001; Posthoc
Prueba Tukey p <0,001) las sefiales post- tratamiento de amoniaco luego de aplicar el repelente
disminuyeron de forma estadisticamente significativa (Figura 13). Lo anterior, indica una posible
inhibicion del sistema olfativo durante la recepcion de atrayentes como amoniaco debido a la
presencia de estos compuestos repelentes. De igual forma, al aplicar el DEET, las sefiales post-
tratamiento de amoniaco cambiaron de forma significativa (ANOVA de una via, F(6,42)=27,95,p
<0,0001; Posthoc Prueba Tukey p <0,01) (Figura 13). De todas las moléculas, el acetato de
geranilo fue el dnico repelente cuyos valores de amplitud post- tratamiento de amoniaco no

cambiaron significativamente (Apéndice D).

En cada grafica de la Figura 13, se pueden observar los patrones de sefiales de EAG para

todas las sustancias en diferentes concentraciones. Alli, se evidencia que las sefiales de amoniaco
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presentan altos valores en la escala de milivoltios (mV) o microvoltios (LV). Adicionalmente, al
final de cada pulso de amoniaco se presentd una pequefia elevacion justo después de regresar a la
linea base, lo que representa el periodo de recuperacion o repolarizacion de la membrana neuronal.
En contraste, para los compuestos individuales no presentaron sefiales con valores superiores a
200 pV (Tabla 1). En las figuras para cada una de las moléculas, se muestra un porcentaje que
indica el cambio en los valores obtenidos de amoniaco antes y después de aplicar el repelente. En
el primer conjunto de experimentos, a-bisabolol, DEET y nerolidol alteraron en mayor proporcion

la sefial captada.

Figura 13.

Sefiales electroantenogréaficas y cambios porcentuales en la sefial de amoniaco al aplicar las sustancias,
a) a-bisabolol, c) nerolidol y ) DEET en las concentraciones 0,5, 1, 10, 50 y 100 mg/mL, con un estimulo
pre y post tratamiento de amoniaco. Registros de sefiales de electroantenografia para las sustancias, b) a-
bisabolol, d) nerolidol, f) DEET en todas las concentraciones mencionadas, g) Resumen de la reduccion
porcentual (promedio * desviacion estdndar SEM) del estimulo de amoniaco en el sistema olfativo del
mosquito al exponerse a los repelentes en todas las concentraciones mencionadas (NHs: amoniaco, GA:
acetato de geranilo, B: o-bisabolol, N: nerolidol). (**) y (***) indican diferencias estadisticas
significativas entre las sefiales EAG de amoniaco antes y después de aplicar las sustancias repelentes

mencionadas. ANOVA de una via, (**) p < 0,01; (***) p < 0,001, posthoc Prueba Tukey.

a) Amoniaco Bisabolol Amoniaco

A%=179,5%
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4.1.2 Registro de EAG con diferentes mezclas de repelentes

Respecto a las mezclas 1 a 4 (mezcla 1: acetato de geranilo, a-bisabolol y nerolidol, mezcla
2: acetato de geranilo y nerolidol, mezcla 3: nerolidol y a-bisabolol, mezcla 4: acetato de geranilo

y a-bisabolol), se observo el mismo comportamiento en las sefiales de EAG. Para estas mezclas se
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obtuvieron valores de amplitud bajos en la escala de pV, entre 135y 277,8 pV para cada mezcla

(Tabla 2).

En comparacion con los compuestos utilizados de forma individual, todas las mezclas en
concentracion 50 y 100 mg/mL, presentaron cambios de amplitud en las sefiales post- tratamiento
de amoniaco estadisticamente significativas, tal como se describe a continuacién. La mezcla 1
presentd diferencias estadisticas significativas en ambas concentraciones (Figura 14). En cuanto a
la mezcla 1 [50 mg/mL], el estadistico correspondiente fue (ANOVA de una via, F(2,18)=154,8,p
<0,0001; Posthoc Prueba Tukey p <0,001) y en el caso de la mezcla 1 en concentracién de 100
mg/mL (ANOVA de una via, F(2,21)=62,86, p< 0,0001; Posthoc Prueba Tukey p <0,05). De igual
forma, las mezclas 2 y 3 (Apéndices E y F) y mezcla 4 (Figura 15) presentaron diferencias
estadisticas significativas al comparar las sefiales post- tratamiento de amoniaco presentando los
siguientes estadisticos: mezcla 4 en concentracion 50 mg/mL (ANOVA de unavia, F(2,21)=25,06,
p <0,0001; Posthoc Prueba Tukey p <0,01) y mezcla 4 en concentracion 100 mg/mL (ANOVA de
una via, F(2,21)=29,99,p <0,0001; Posthoc Prueba Tukey p <0,01). Al comparar los resultados
mostrados en la Figura 13, para compuestos individuales y para las mezclas de las Figuras 14, 15,
apéndices E y F, se puede observar que la sefial post- tratamiento de amoniaco cambia en mayor
proporcién cuando se implementan todas las concentraciones en un solo experimento (0,5, 1, 10,
50y 100 mg/mL) (Figura 13g). Esto indica que la disminucion en la capacidad olfativa se debe a
la exposicion prolongada con el repelente y, por lo tanto, produce la alteracion en la transduccién

de sefiales eléctricas y probablemente paso de iones a través de la membrana neuronal.

Tabla 2.

Sefiales de electroantenografia (microvoltios + desviacion estdndar, uV + SEM) de las mezclas 1, 2, 3, 4

en las concentraciones 50 y 100 mg/mL empleando un mosquito por réplica y concentracion. Para cada
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experimento se aplicé un pulso inicial y final de amoniaco. Ademas, en cada una de las concentraciones

se muestra la reduccién porcentual de la sefial de amoniaco luego de implementar las mezclas en las

concentraciones mencionadas. Mezcla 1 (acetato de geranilo, a-bisabolol y nerolidol), mezcla 2 (acetato

de geranilo y nerolidol), mezcla 3 (nerolidol y a-bisabolol), mezcla 4 (acetato de geranilo y o-bisabolol).

™), (**) y (***) indica diferencias estadisticas significativas entre las sefiales EAG de amoniaco antes y

después de aplicar las sustancias repelentes mencionadas. ANOVA de una via, (*) p < 0,05; (**) p<0,01;

(***) p < 0,001, posthoc Prueba Tukey.

Sefal de electroantenografia (UV £ SEM)

NH3 50 NH3 Reduccion NH3 100 NH3 Reduccion
Mezcla
inicial mg/mL final (%) inicial mg/mL  final (%)
1768,0
1806,0+x 220,0 % 1351,0 252 + 23550+ 1975+
1 * 250+8,2"
55,0 29,0 +95,2 53" 146,4 23,7
193,3
17510+ 2778% 1476,0 21540+ 2229+ 1594+
2 15,7 +5,5" 26,0 £ 6,8
56,1 41,02 + 96,5 2157 24,8 146,2
1886,0
2680,0+ 2457 % 1857,0 27600+ 2543+
3 30,7+8,5" * 32,0+94"
255,6 23,4 +226,9 303,7 29,2
258,8
1020,0
1898,0+ 1550+  1045,0 19950+ 1350
4 45+11,1" ar 51,0+7,7"
213,6 27,7 +211,0 249,2 33,33
152,9

En lo concerniente a las mezclas, con cada uno de los estimulos repelentes, se obtuvieron

sefiales entre 135y 277,8 uV (Tabla 2). Para el amoniaco, se observé el mismo patrén de alta

intensidad en la escala de microvoltios (uV) y cambio en la sefial luego de la aplicacion de las
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mezclas de repelente. En las Figuras 14 y 15 se pueden observar los patrones de electroantenografia
obtenidos por las mezclas. Al igual que en los anteriores experimentos, las mezclas alteraron la
sefial obtenida de amoniaco después de aplicar el repelente, siendo estadisticamente significativas
al comparar las sefiales del atrayente (ANOVA de una via, Posthoc Prueba Tukey). Este efecto
indica que aplicar sustancias repelentes de forma individual o en mezcla, también producen

inhibicion del sistema olfativo del mosquito.

Figura 14.

Patrones de sefiales electroantenogréaficos y cambios porcentuales en la sefial de amoniaco al aplicar la
mezcla 1 (acetato de geranilo, o-bisabolol, nerolidol). a) mezcla 1 [50 mg/mL], ¢) mezcla 1 [100 mg/mL]
con un estimulo pre y post tratamiento de amoniaco. Registros de sefiales de electroantenografia para la
mezcla 1, b) mezcla 1 [50 mg/mL], d) mezcla 1 [100 mg/mL]. (*) y (***) indica diferencias estadisticas
significativas entre las sefiales EAG de amoniaco antes y después de aplicar las sustancias repelentes
mencionadas. ANOVA de una via, (*) p < 0,05; (***) p < 0,001, posthoc Prueba Tukey. Junto con cada
grafica, se muestran los patrones de sefiales de EAG y su cambio porcentual antes y después de la

aplicacion del repelente.
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Figura 15.

Patrones de sefiales electroantenograficos y cambios porcentuales en la sefial de amoniaco al aplicar la
mezcla 4 (acetato de geranilo y a-bisabolol). a) mezcla 4 [50 mg/mL], ¢) mezcla 4 [100 mg/mL] con un
estimulo pre y post tratamiento de amoniaco. Registros de sefiales de electroantenografia para la mezcla
4, b) mezcla 4 [50 mg/mL], d) mezcla 3 [100 mg/mL]. (*) indica diferencias estadisticas significativas entre
las sefiales EAG de amoniaco antes y después de aplicar las sustancias repelentes mencionadas. ANOVA
de unavia, (*) p < 0,05, posthoc Prueba Tukey. Junto con cada gréafica, se muestran los patrones de sefiales

de EAG y su cambio porcentual antes y después de la aplicacion del repelente.
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Figura 16.

Resumen de la reduccion porcentual (promedio * desviacion estandar SEM) del estimulo de amoniaco en
el sistema olfativo del mosquito al exponerse a las mezclas de los repelentes en las concentraciones a) 50
y b) 100 mg/mL (NHs: amoniaco, M1: mezcla 1, M2: mezcla 2, M3: mezcla 3, M4: Mezcla 4). (*), (**) y
(***) indica diferencias estadisticas significativas entre las sefiales EAG de amoniaco antes y después de
aplicar las sustancias repelentes mencionadas. ANOVA de una via, (*) p < 0,05, (**) p < 0,01, (***)p <
0,001, posthoc Prueba Tukey. Mezcla 1 (acetato de geranilo, a-bisabolol y nerolidol), mezcla 2 (acetato de

geranilo y nerolidol), mezcla 3 (nerolidol y a-bisabolol), mezcla 4 (acetato de geranilo y a-bisabolol).
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4.1.3 Verificacién de reduccion de sefial de EAG de amoniaco

Al contrastar los resultados obtenidos en ambos experimentos, no se obtienen diferencias
estadisticas significativas si se utiliza un tnico zancudo para todas las concentraciones (0,5, 1, 10,
50 y 100 mg/mL) versus un zancudo para las mezclas a 50 y 100 mg/mL. Esto se presentd ya que
en ambas metodologias la sefial correspondiente al amoniaco y los compuestos repelentes son

similares en valores numéricos y la reduccion porcentual de la sefial de amoniaco fue similar
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(Figura 13i y Figura 16). Asi, en los siguientes experimentos se utilizd un zancudo por cada
concentracion y por cada sustancia con el mismo namero de réplicas descrito en metodologia. Con
el fin de verificar que dicha reduccion de la sefial de amoniaco se debia a las sustancias repelentes
aplicadas y no al tiempo de conexion del mosquito, se midieron registros de electroantenografia

Unicamente con el amoniaco en los tiempos 0, 10, 15 y 20 minutos.

Como se puede observar en la Figura 17, en los tiempos 0, 10, 15 y 20 minutos no se
obtuvieron diferencias estadisticamente significativas entre las sefiales de amoniaco en cada uno
de los tiempos. Lo anterior, confirmé que la reduccion en la sefial de amoniaco obtenida en los
experimentos previos fue causada por la aplicacion de los compuestos repelentes y no por otros
factores como el tiempo de conexidn del mosquito o muerte del insecto durante el experimento.
Las sefiales de electroantenografia correspondientes a estos resultados se encuentran en la Tabla

3.
Tabla 3.

Sefiales de electroantenografia (microvoltios = desviacion estandar, uV = SEM) correspondientes al
amoniaco en diferentes tiempos: inicial (O minutos), 10, 15y 20 minutos. La sefial de amoniaco no cambia

de forma significativa entre periodos de tiempo (0 a 20 minutos).

Sefial de electroantenografia (UV + SEM)

Sustancia/Tiempo Inicial (0 min) 10 min 15 min 20 min

NHs 3563,0 +380,4 2655,0 + 464,1 2195,0 +299,9 2315,0 + 306,5

Figura 17. Registros de sefiales electroantenograficas correspondientes al amoniaco, una sustancia

atrayente. a) Patrones de sefiales electroantenograficas relacionadas al amoniaco en diferentes tiempos O,
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10, 15 y 20 minutos. b) Registros de sefiales para el amoniaco en diferentes tiempos. No hay diferencias

estadisticas significativas entre cada uno de los periodos de tiempo (p > 0,05, Prueba Tukey).

a) Inicial 10 min 15 min 20 min
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4.1.4 Registros de EAG con aplicacion simultanea de amoniaco y repelente
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Al comparar los ensayos de EAG y los experimentos de repelencia in vivo con humanos,
estos Ultimos representan una situacion mas real ya que compuestos volatiles atrayentes (presentes
en la piel) y repelentes se encuentran de forma simultanea en el entorno. Este factor no se tuvo en
cuenta en la primera parte de EAG ya que se aplicaron los repelentes y el amoniaco por separado.
Con el fin de aproximar los experimentos de EAG a un ensayo in vivo, se tomaron las sefiales de

patrones de EAG exponiendo al mosquito a los repelentes y el amoniaco simultaneamente.

Respecto a estos resultados, se obtuvieron patrones de EAG similares a los experimentos
anteriormente realizados (Figuras 18 a 22). Los valores de registro se presentan en la Tabla 4. En
esta, se puede observar que la sefial de amoniaco presenté el mismo comportamiento,
disminuyendo el valor de amplitud para todas las concentraciones y cada una de las sustancias al

aplicar el repelente.

Todas las sustancias y mezclas en concentracion de 100 mg/mL, a excepcion de la mezcla
2 (Apéndice H) y la mezcla 4 (Apéndice J) disminuyeron en mayor proporcion porcentual la sefial
de amoniaco. Al realizar la respectiva prueba estadistica de t-student para cada uno de los
compuestos repelentes, no se presentaron diferencias estadisticas significativas entre las sefiales
pre y post amoniaco para el acetato de geranilo a 50 mg/mL (Apéndice G), DEET 50 mg/mL
(Figura 20), mezcla 1 a 50 mg/mL (Figura 21) y mezcla 2 a 50 mg/mL (Apéndice H). Lo anterior,
infiere que la aplicacion simultanea de amoniaco y repelente no cambia la capacidad olfativa o
percepcion del mosquito en estas concentraciones. Sin embargo, para algunas sustancias a 50
mg/mL y 100 mg/mL se presentaron diferencias estadisticamente significativas al aplicar el

amoniaco en simultaneo con un repelente (Figura 22).

En los siguientes casos, la prueba estadistica de t-student evidencio diferencias estadisticas

significativas entre las sefiales pre y post de amoniaco de los compuestos tal como se presenta a
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continuacion: acetato de geranilo 100 mg/mL (t-test, t(8)=3,189; p= 0,0128) (Apéndice G), a-
bisabolol 50 mg/mL (t(7)=2,648 p=0,0330, t-test) y 100 mg/mL (t(6)=4,231; p=0,0055, t-test)
(Figura 18), nerolidol 50 mg/mL (t(6)=3,794 p=0,0090, t-test) y 100 mg/mL (t(7)=5,129;
p=0,0014, t-test) (Figura 19), DEET 100 mg/mL (t(7)=2,883; p=0,0236, t-test) (Figura 20), mezcla
1 100 mg/mL (t(6)=5,824; p=0,0011, t-test) (Figura 21), mezcla 2 100 mg/mL (t(6)=3,935;
p=0,0077, t-test) (Apéndice H) y la mezcla 3 en ambas concentraciones 50 mg/mL (t(6)=2,791,;
p=0,0315, t-test), 100 mg/mL (t(6)=3,912; p=0,0079, t-test) (Apéndice 1) y la mezcla 4 en ambas
concentraciones 50 mg/mL (t(6)=3,268; p=0,0171, t-test) y 100 mg/mL (t(6)=3,295; p=0,0195, t-

test) (Apéndice J).

De estos resultados se puede inferir que hay un cambio notorio en la percepcion olfativa
del mosquito frente a los compuestos repelentes, obteniéndose un cambio porcentual mayor a 30%
para las sustancias acetato de geranilo (33,6%), bisabolol (52%), nerolidol (49%), mezcla 1 (56%),
mezcla 3 (36%) en concentracion de 100 mg/mL y la mezcla 4 (34%) a 50 mg/mL. De los
resultados obtenidos a través de electroantenografia, se resalta que la mezcla 1, compuesta por los
tres compuestos, fue evaluada en anteriores investigaciones realizadas en el laboratorio. De esto,
se obtuvo que las mezclas en formulaciones sencillas muestran una capacidad repelente in vivo
mejorada y comparable con el DEET en un periodo entre 1 a 3 horas. Con estos resultados,
teniendo en cuenta la efectividad obtenida por las sefiales de EAG y las pruebas in vivo ya
reportadas, se selecciond la mezcla 1 para la evaluacion de la expresion diferencial de proteinas y

como sustancia control, el repelente sintético DEET.
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Tabla 4.

Estimulo simultdneo atrayente (amoniaco) y repelentes. Sefiales de electroantenografia (microvoltios +
desviacion estandar, pV + SEM) de las sustancias acetato de geranilo, a-bisabolol, nerolidol, DEET y las
mezclas 1, 2, 3, 4 en las concentraciones 50 y 100 mg/mL empleando un mosquito por réplica y
concentracion. Para cada experimento se aplicd un pulso inicial de amoniaco y luego un estimulo
amoniaco-repelente. Para cada una de las sustancias y concentraciones se muestra la reduccion
porcentual de la sefial de amoniaco luego de implementar el amoniaco y repelente de forma simultanea.
Mezcla 1 (acetato de geranilo, a-bisabolol y nerolidol), mezcla 2 (acetato de geranilo y nerolidol), mezcla
3 (nerolidol y a-bisabolol), mezcla 4 (acetato de geranilo y a-bisabolol). (*) indica diferencias estadisticas
significativas entre las sefiales EAG de amoniaco inicial y estimulo simultdneo amoniaco-repelente.

ANOVA de una via, t-student test.

Sefial de electroantenografia (UV £ SEM)

NH; final (amoniaco
Sustancia NHjs inicial Reduccion (%)
+ repelente)

Acetato de geranilo

1498,0 + 194,2 1345,0 + 262,9 11,0+9.2
(50 mg/mL)
Acetato de geranilo
1733,0 £195,9 1151,0 + 104,8 33,6+6,0
(100 mg/mL)
a-bisabolol (50
2045,0 + 283,6 1433,0 + 163,3 30,0+£8,0
mg/mL)
a-bisabolol (100
2463,0 £ 255,6 1183,0 + 208,9 52,0 +8,5"

mg/mL)

Nerolidol (50 mg/mL) 1446,0 £92,1 982,9 £ 130,0 32,0+£9,0°
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Nerolidol (100
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1998,0 + 157,9 1028,0 + 152,6 49,0 £7,6"
mg/mL)
DEET (50 mg/mL) 1823,0 £ 221,0 1240,0 £+ 1194 32,0+£6,5
DEET (100 mg/mL) 1993,0 + 210,8 1278,0 + 166,0 36,0 +8,3"
Mezcla 1 (50 mg/mL) 2720,0 £ 367,7 1718,0 + 365,7 37,0+£134
Mezcla 1 (100
1834,0 + 195,2 802,9 £ 99,1 56,0 +5,4"
mg/mL)
Mezcla 2 (50 mg/mL) 3147,0 £ 257,5 2260,0 £ 537,7 28,0+ 17,0
Mezcla 2 (100
1749,0 + 34,3 1437,0 + 87,4 18,0+ 5,0
mg/mL)
Mezcla 3 (50 mg/mL) 1360,0 + 61,72 1003,0 + 107,4 26,0+7,9"
Mezcla 3 (100
2069,0 £ 314,5 1397,0 + 184,8 36,0 +8,3"
mg/mL)
Mezcla 4 (50 mg/mL) 1520,0 + 115,7 1009,0 + 84,6 34,0+5,6
Mezcla 4 (100
1886,0 + 173,0 1371,0 £ 217,2 28,0+ 115"
mg/mL)
Figura 18.

Patrones de sefiales electroantenograficas y cambios porcentuales en las sefiales de EAG al aplicar el
amoniaco y el repelente de forma simultanea. a) sefiales de EAG a-bisabolol 50 mg/mL, c) sefiales de EAG
a-bisabolol 100 mg/mL, ¢) Respuesta EAG a-bisabolol 50 mg/mL y d) respuesta EAG a-bisabolol 100
mg/mL. Los pulsos de amoniaco y repelente simultdneo se aplicaron luego de un pulso inicial de

Unicamente amoniaco para realizar la comparacion estadistica y porcentual. (*) indica diferencias
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estadisticas significativas entre las sefiales obtenidas de amoniaco vs amoniaco-repelente simulténeo,
ANOVA de una via, t-student test, a-bisabolol 50 mg/mL (t(7)=2,648 p=0,0330, t-test) y 100 mg/mL

(t(6)=4,231; p=0,0055, t-test).

a) Bisabolol (50 mg/mL) C) Bisabolol (100 mg/mL)

Amoniaco  Amoniaco + Bisabolol Amoniaco Amoniaco + Bisabolol

) )

A%=52%
A%=30%
400 pv I ______ 400 uvV I e ——
2s 2s
b) Bisabolol 50 mg/mL d) Bisabolol 100 mg/mL
40001 4000+
—_ *
s * > 1
= 3000- 1 = 30004
% 3000 %
4 20004
‘g 2000 % _’_
= =
2 1000 — % 1000-
i ®
0 T T 0 T T
NH3 NH3 + Bis NH3 NH3 + Bis

Compuestos Compuestos
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Figura 19.

Patrones de sefiales electroantenogréaficas y cambios porcentuales en las sefiales de EAG al aplicar el
amoniaco y el repelente de forma simultanea. a) sefiales de EAG nerolidol 50 mg/mL, c) sefiales de EAG
nerolidol 100 mg/mL, c) Respuesta EAG nerolidol 50 mg/mL y d) respuesta EAG nerolidol 100 mg/mL. Los
pulsos de amoniaco y repelente simultaneo se aplicaron luego de un pulso inicial de Gnicamente amoniaco
para realizar la comparacién estadistica y porcentual. (*) indica diferencias estadisticas significativas
entre las sefiales obtenidas de amoniaco vs amoniaco-repelente simultaneo, ANOVA de una via, t-student

test, nerolidol 50 mg/mL (t(6)=3,794 p=0,0090, t-test) y 100 mg/mL (t(7)=5,129; p=0,0014, t-test).

a) Nerolidol (50 mg/mL) C) Nerolidol (100 mg/mL)
Amoniaco Amoniaco + Nerolidol Amoniaco Amoniaco + Nerolidol
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400 ”V —————— 400 pv I
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2000 * 3000 .
s | T |
= 4500 i
% % 2000
s 1000 s
(1] [
i ) £ )
@ 9 2 —
(4 | x |
IJ T ]
’ NH3 NH3 + Ner NH3 NH3 + Ner

Compuestos Compuestos
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Figura 20.

Patrones de sefiales electroantenogréaficas y cambios porcentuales en las sefiales de EAG al aplicar el
amoniaco Y el repelente de forma simultanea. a) sefiales de EAG DEET 50 mg/mL, c) sefiales de EAG
DEET 100 mg/mL, c) Respuesta EAG DEET 50 mg/mL y d) respuesta EAG DEET 100 mg/mL. Los pulsos
de amoniaco y repelente simultaneo se aplicaron luego de un pulso inicial de Gnicamente amoniaco para
realizar la comparacion estadistica y porcentual. (*) indica diferencias estadisticas significativas entre las
sefiales obtenidas de amoniaco vs amoniaco-repelente simultaneo, ANOVA de una via, t-student test, DEET

100 mg/mL (t(7)=2,883; p=0,0236, t-test).
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Figura 21.

Patrones de sefiales electroantenogréaficas y cambios porcentuales en las sefiales de EAG al aplicar el
amoniaco y el repelente de forma simultdanea. a) seiiales de EAG mezcla I (acetato de geranilo, a-bisabolol,
nerolidol) 50 mg/mL, c) sefiales de EAG mezcla 1 [100 mg/mL], ¢) Respuesta EAG mezcla 1 [50 mg/mL] y
d) respuesta EAG mezcla 1 [100 mg/mL]. Los pulsos de amoniaco y repelente simultaneo se aplicaron
luego de un pulso inicial de Gnicamente amoniaco para realizar la comparacion estadistica y porcentual.
(*) indica diferencias estadisticas significativas entre las sefiales obtenidas de amoniaco vs amoniaco-

repelente simultadneo, ANOVA de una via, t-student test, mezcla 1 [100 mg/mL] (t(6)=5,824; p=0,0011, t-

test).
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Figura 22.

Resumen de la reduccion porcentual del estimulo de amoniaco en el sistema olfativo del mosquito al
exponerse a todas las sustancias y mezclas de los repelentes en simultaneo con el amoniaco en las
concentraciones a) 50 y b) 100 mg/mL, respectivamente. (NHs: amoniaco, GA: acetato de geranilo, B: a-
bisabolol, N: nerolidol, DEET, M1: mezcla 1, M2: mezcla 2, M3: mezcla 3, M4: mezcla 4). (*) indica
diferencias estadisticas significativas entre las sefiales obtenidas de amoniaco vs amoniaco-repelente

simultdneo, ANOVA de una via, t-student test.
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4.2 ldentificacion y comparacion de proteinas con expresion diferencial después de

tratamiento con la mezclaly el DEET

Con el fin de observar si la metodologia descrita en el item 3.7.4 era eficiente para la
extraccion de proteinas de la cabeza del mosquito hembra, se llevo a cabo una separacién de
proteinas a través de un gel unidimensional de SDS-page para verificar la presencia de bandas en
diferentes rangos de peso molecular. En la Figura 23 se puede observar que el proceso de
extraccion descrito, utilizando una cantidad aproximada de 140 cabezas de hembras de Aedes
aegypti, dio como resultado una gran cantidad de bandas en el rango de peso entre menos de 46
kDa a 203 kDa. En dicho experimento se obtuvo una concentracién de proteina de
aproximadamente 10 mg/mL. Con lo anterior, se verificd que el procedimiento fue apto para la
extraccion de proteinas. De este modo, se procedid a realizar los diferentes tratamientos del
mosquito con las sustancias repelentes, con el DEET a 100 mg/mL y la mezcla 1 (acetato de

geranilo, nerolidol y a-bisabolol) a 100 mg/mL y el control, sin tratamiento con alguna sustancia.

Figura 23.

Gel SDS page de una muestra de proteina de cabezas de hembras de Ae. aegpyti. En este gel se pueden

observar bandas en todos los rangos de peso molecular.
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Marcador de Muestra [10
peso (kDa) mg/mL]

Figura 24.

Geles de electroforesis bidimensional en el rango de pH de 3 a 10 correspondientes a proteinas de la
cabeza de hembras de Aedes aegypti obtenidos para: a) Control, mosquitos sin tratamiento con repelentes,
los nimeros corresponden a las proteinas con expresion diferencial que se identificaron para el
tratamiento control vs mezcla 1 b) Mosquitos tratados con la mezcla 1 (acetato de geranilo, a-bisabolol y
nerolidol) cada compuesto a 100 mg/mL, c) Control, mosquitos sin tratamiento con repelentes, los nimeros
corresponden a las proteinas con expresion diferencial que se identificaron para el tratamiento con el

repelente DEET, d) Mosquitos tratados con la sustancia repelente DEET a 100 mg/mL. Estos geles

Corresponden a una de las réplicas obtenidas, los geles de cada una de las réplicas pueden ser visualizados

en la seccién de anexos.
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De la extraccion de proteinas para el control y los tratamientos con DEET y mezcla 1, se
obtuvo una concentracion de proteina entre 8 y 13 mg/mL, en todas las réplicas. En la Figura 24
se muestran las imagenes de algunos de los geles para una de las réplicas del control (sin
tratamiento), mezcla 1 y DEET. Alli, se muestra unicamente un gel por triplicado, los 9 geles en

total pueden ser visualizados en los anexos.

Al observar los 3 grupos de experimentos, se pueden observar spots de proteinas de la
cabeza de hembras de Ae. aegypti en el rango de pH de 3 a 10 y peso molecular entre 11 y 245
kDa. Teniendo en cuenta el triplicado de tratamiento, se observo reproducibilidad en la extraccion
y separacion de proteinas (Apéndices A, B, C) ya que en cada gel se obtuvo una cantidad

aproximada de 150-170 spots y un R? entre 0,7-0,8 para cada triplicado de geles.

Del andlisis a través de PDQuest de los geles bidimensionales se obtuvieron los geles
master, que representan los spots reproducibles en el triplicado de geles (Apéndice K). En estos,
se muestra la cantidad total de spots de proteinas con expresion diferencial de cada experimento y
un valor de foldchange para cada spot. El software PDQuest permitid realizar una lista segtn el
foldchange, un valor relativo que indica el cambio en la expresion de una proteina teniendo como
referencia el control del experimento. Los spots de proteinas se encontraron inhibidos si el
foldchange fue menor a 0,5 y sobre expresado si el foldchange fue mayor a 2,0 el spot se encontré
sobre-expresado para el tratamiento correspondiente. Este procedimiento se realiz6 para todas las
proteinas obtenidas. En la comparacion control vs mezcla 1, se obtuvo un total de 169 spots de
proteinas de los cuales 106 proteinas se encontraban expresadas de forma diferenciada (sobre
expresadas o inhibidas). De igual forma, para la comparacion control vs DEET, se obtuvieron 149
spots de proteinas de los cuales 76 proteinas se encontraban expresadas de forma diferenciada

(sobre expresadas o inhibidas).
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Tabla 5.

Proteinas con expresion diferencial identificadas a través de espectrometria de masas MALDI-TOF MS
correspondientes para el tratamiento con la mezcla 1 (Acetato de geranilo, a-bisabolol, nerolidol). Para
cada una de las proteinas identificadas se muestra el score, el foldchange (= 2,0 si la proteina se sobre
expresd al exponer al mosquito a la mezcla 1y < 0,5 si la expresion de la proteina se inhibi6 bajo las
mismas condiciones experimentales). Ademas, se muestra la especie a la cual pertenece la proteina

identificada a través del software MASCOT Science (Base de datos: Swissprot).

No. Proteina Score Foldchange Especie

Staphylococcus

1 Ribitol-5-phosphate cytidylyltransferase 51 =20
epidermidis
2 LIM domain-binding protein 2 48 <05 Xenopus laevis
3 Aldo-keto reductase 46 =20 Alternaria alternat
Heterocephalus
4 Apolipoprotein A-II 56 >20
glaber
Putative pterin-4-alpha-carbinolamine Thermosynechococcus
5 48 >20
dehydratase elongatus
Rhodopseudomonas
6 Dihydroxy acetone phosphate acyltransferase 56 =20
palustris

6-phospho-5-dehydro-2-deoxy-D-gluconate
7 45 <05 Bacillus halodurans
aldolase
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10

11

12

13

14

15

16

17

18

19

20

21

22

Ribonuclease HII

Flavin prenyltransferase

Guanylate kinase

Bifunctional protein FolD

Nucleoporin GLE1

60 kDa chaperonin

Acetylglutamate kinase

No identificada
Exocyst complex component EXO84

Guanine nucleotide-binding protein alpha-3

subunit

Malate dehydrogenase

Ribosome maturation factor RimP
Ubiquinone biosynthesis protein COQ4
homolog

Protein translocase subunit

3-oxoacyl-[acyl-carrier-protein] synthase 3

50

46

50

51

52

64

48

53

66

40

48

44

55

39

91

Methanococcus
maripaludis
Saccharolobus
solfataricus
Rhodoferax
ferrireducens
Escherichia coli
Rattus norvegicus
Parascardovia
denticolens
Saccharopolyspora

erythraea

Gibberella zeae

Ustilago maydis

Haemophilus
influenzae

Rippkaea orientalis

Homo sapiens

Escherichia coli

Arabidopsis thaliana
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23

24

25

26

27

28

29

30

31

32

33

34

35

36

37

Histidinol-phosphate aminotransferase

Squalene monooxygenase

Glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase

GMP reductase

Sclerostin domain-containing protein 1

NAD kinase

Polyketide synthase 2

Calmodulin-regulated spectrin-associated

protein 1-B

GTP cyclohydrolase-2

Superoxide dismutase [Fe]

4-diphosphocytidyl-2-C-methyl-D-erythritol
kinase
High-affinity nitrate transporter 3.1
Ribosomal RNA large subunit
methyltransferase

ATP synthase subunit beta

Probable alpha-L-glutamate ligase

50

63

51

66

40

44

46

54

54

46

66

52

52

60

48

92

Clostridium
botulinum
Panax ginseng
Treponema pallidum
Rhodoferax
ferrireducens
Homo sapiens
Thermoplasma
volcanium
Metarhizium

brunneum

Homo sapiens

Actinobacillus
succinogenes
Methanothermobacter

marburgensis

Pelagibacter ubique

Arabidopsis thaliana
Burkholderia
ambifaria

Nautilia profundicola

Marinomonas sp.
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38

39

40

41

42

43

44

45

46

47

48

49

50

51

52

53

Protein lin-7 homolog B

Putative glutaredoxin-C14

DNA ligase

Protein RecA

Protein vav

Regulator of rDNA transcription 14

50S ribosomal protein L16

General odorant-binding protein 83a

Cyclic GMP-AMP synthase

UPF0365 protein BMD_4543

Elongation factor Ts, mitochondrial

Chorismate synthase

50S ribosomal protein L6

Transcriptional repressor NrdR
No identificada
2-C-methyl-D-erythritol 2,4-cyclodiphosphate

synthase

38

46

51

51

52

50

50

46

42

50

56

54

66

63

50

93

Homo sapiens
Oryza sativa
Pseudothermotoga
lettingae
Nitrosomonas
europaea
Drosophila
melanogaster
Kluyveromyces lactis
Spinacia oleracea
Drosophila
melanogaster
Vibrio cholerae
Bacillus megaterium
Paramecium
tetraurelia
Methylobacterium
radiotolerans
Corynebacterium
urealyticum

Rhodopirellula baltic

Ralstonia

solanacearum
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54

55

56

57

58

59

60

61

62

63

64

65

66

67

68

69

70

71

72

73

General odorant-binding protein 83a

30S ribosomal protein S12
No identificada
Ephrin-B1

Myosin-8

Phosphopantetheine adenylyltransferase

Protein lin-7 homolog B
Nicotinate phosphoribosyltransferase
4-hydroxy-tetrahydrodipicolinate reductase
GTP pyrophosphokinase
Variable large protein 19 (Fragment)
Cyclic pyranopterin monophosphate synthase

No identificada

Putative gustatory receptor 92a

General odorant-binding protein 83a

Glutathione S-transferase A
No identificada
Nitric oxide synthase
N-acetylmuramic acid 6-phosphate etherase

Probable chemoreceptor glutamine deamidase

47

65

57

52

50

65

54

51

46

43

48

46

46

58

47

56

38

94

Drosophila
melanogaster

Neorickettsia sennetsu

Xenopus laevis
Canis lupus familiaris
Pseudomonas
aeruginosa
Bos taurus
Homo sapiens
Clostridioides difficile
Bacillus subtilis
Borrelia crocidurae

Jannaschia sp.

Drosophila
melanogaster
Drosophila

melanogaster

Cavia porcellus

Anopheles stephensi
Exiguobacterium sp.

Janthinobacterium sp.
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74

75

76

77

78

79

80

81

82

83

84

85

86

87

88

89

90

91

92

Peroxiredoxin-2B

AIG2-like protein C

General odorant-binding protein 83a

Dynactin subunit 2

Muscle LIM protein MIp84B

Large-conductance mechanosensitive channel
No identificada
No identificada
No identificada

Homologous-pairing protein 2 homolog

Probable GTP-binding protein EngB

Periplasmic nitrate reductase

Aspartate-tRNA ligase
Dihydroneopterin aldolase

Phosphoserine aminotransferase

50S ribosomal protein L27

No identificada
Plastid 30S ribosomal protein S12

Peroxisomal membrane protein

53

50

52

55

44

46

50

54

42

42

51

55

63

60

53

95

Arabidopsis thaliana
Arabidopsis thaliana
Drosophila
melanogaster
Gallus gallus
Drosophila
melanogaster

Escherichia coli

Homo sapiens
Chlorobium
phaeobacteroides
Cupriavidus
pinatubonensis
Bacillus halodurans
Picrophilus torridus
Pseudomonas putida
Roseobacter

denitrificans

Epifagus virginiana

Arabidopsis thaliana
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93 No identificada - >20 -
94 No identificada - >20 -
95 No identificada - >20 -
96 No identificada - >20 -
97 No identificada - >20 -
98 No identificada - >20 -
99 No identificada - >20 -
100 No identificada - >20 -
101 No identificada - >20 -
102 No identificada - >20 -
103 No identificada - >20 -
104 No identificada - >20 -
105 No identificada - >20 -
106 No identificada - >20 -
Tabla 6.

Proteinas con expresion diferenciada identificadas a través de espectrometria de masas MALDI-TOF MS
correspondientes para el tratamiento con el repelente sintético DEET. Para cada una de las proteinas
identificadas se muestra el score, el foldchange (= 2,0 si la proteina se sobre expresé al exponer al
mosquito al repelente DEET y < 0,5 si la expresion de la proteina se inhibi6 bajo las mismas condiciones
experimentales). Ademas, se muestra la especie a la cual pertenece la proteina identificada a través del

software MASCOT Science (Base de datos: Swissprot).
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No. Proteina Score Foldchange Especie
Cupriavidus
1 Acetyl-coenzyme A synthetase 50 <05
metallidurans
DNA-directed RNA polymerase subunit
2 48 <05 Escherichia coli
beta
Arabidopsis
3 SUN domain-containing protein 2 62 <05
thaliana
Glyceraldehyde-3-phosphate Treponema
4 51 <05
dehydrogenase pallidum
Bifunctional glucose-6-phosphate 1- Plasmodium
5 50 <05
dehydrogenase/6-phosphogluconolactonase falciparum
6 No identificada - <05 -
7 Leucine-rich repeat-containing protein 9 53 <05 Mus musculus
8 Protein lin-7 homolog B 38 <05 Homo sapiens
9 Ribosome maturation factor RimP 48 <05 Rippkaea orientalis
Arabidopsis
10  3-oxoacyl-[acyl-carrier-protein] synthase 3 39 <05
thaliana
Dihydroxy acetone phosphate Rhodopseudomonas
11 48 <05
acyltransferase palustris
Inositol-1,4,5-trisphosphate 3-kinase
12 50 <05 Homo sapiens
activity
13 Cyclic GMP-AMP synthase 43 <05 Vibrio cholerae
14 Squalene monooxygenase SE2 63 <05 Panax ginseng
15 Sclerostin domain-containing protein 1 40 <05 Homo sapiens
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16

17

18

19

20

21

22

23

24

25

26

27

28

29

16 kDa calcium-binding protein

Aspartate-tRNA(Asp/Asn) ligase

Frequenin-1

50S ribosomal protein L10

Ubiquinone biosynthesis protein COQ4
homolog, mitochondrial
LIM domain-binding protein 2
4-diphosphocytidyl-2-C-methyl-D-

erythritol kinase

Polyamine aminopropyltransferase

4-hydroxy-tetrahydrodipicolinate reductase

Histone H2A

Nucleoporin GLE1

SEC12-like protein 2

ATP synthase subunit beta

50S ribosomal protein L13e

64

58

42

53

50

48

66

60

51

46

52

45

60

53

98

Schistosoma
mansoni
Methanosphaera
stadtmanae
Drosophila
melanogaster

Methylorubrum

populi

Homo sapiens

Xenopus laevis

Escherichia coli

Bacillus
halodurans
Clostridioides
difficile
Podospora
anserina
Rattus norvegicus
Arabidopsis
thaliana
Nautilia
profundicola

Aeropyrum pernix
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30

31

32

33

34

35

36

37

38

89

40

41

42

43

44

MY G1 exonuclease

Transcriptional repressor NrdR

GTP cyclohydrolase-2

Putative gustatory receptor 92a

Nucleoporin GLE1

Protein vav

ATP synthase subunit alpha

NAD kinase

Ribonuclease 3

Protein lin-7 homolog B
Ubiquinone biosynthesis protein COQ4
homolog, mitochondrial
Glutathione S-transferase A

Variable large protein 19 (Fragment)

Probable transcription factor KAN4

Cytochrome ¢

45

63

54

46

49

52

50

44

51

65

44

58

43

55

54

99

Homo sapiens
Rhodopirellula
baltic
Actinobacillus
succinogenes
Drosophila
melanogaster
Homo sapiens
Drosophila
melanogaster
Phenylobacterium
zucineum
Thermoplasma
volcanium
Campylobacter
curvus

Bos taurus

Homo sapiens

Cavia porcellus
Borrelia hermsii
Arabidopsis thalian

Cochliobolus

lunatus
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45

46

47

48

49

50

51

52

53

54

55

56

57

58

59

60

Polyamine aminopropyltransferase

Threonine--tRNA ligase OS

Protein translocase subunit SecA

Lysozyme C
No identificada
No identificada

No identificada

Protein LST8 homolog

50S ribosomal protein L5

Ribosome-recycling factor

tRNA modification GTPase MnmE

Elongation factor Ts

Histone-lysine N-methyltransferase

Arginine biosynthesis bifunctional protein

Calmodulin-regulated spectrin-associated
protein 2

Phosphatidylserine decarboxylase

60

52

46

41

45

47

46

50

51

48

47

44

100

Bacillus
halodurans
Thermotoga sp.
Anaplasma
marginale

Pongo pygmaeus

Drosophila
pseudoobscura
Leifsonia xyli
Geobacillus
thermodenitrificans
Thermotoga
maritima
Alkaliphilus
oremlandii
Oryza sativa
Methanococcus

vannielii

Homo sapiens

Homo sapiens
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61

62

63

64

65

66

67

68

69

70

71

72

73

74

CST complex subunit STN1

Proline--tRNA ligase

Phenylalanine--tRNA ligase alpha subunit

Nuclear hormone receptor family member

nhr-61

50S ribosomal protein L19

GTPase Der

Nitric oxide synthase

UDP-3-0-acyl-N-acetylglucosamine

deacetylase

Fructose-1,6-bisphosphatase class 1

ATP-dependent lipid A-core flippase

Histone H1E

No identificada

No identificada

Arginine biosynthesis bifunctional protein

48

47

46

52

51

47

47

49

51

58

58

46

101

Mus musculus
Dichelobacter
nodosus
Chlorobium
limicola
Caenorhabditis
elegans
Protochlamydia
amoebophila
Leptothrix
cholodnii
Anopheles
stephensi
Thiobacillus
denitrificans
Paraburkholderia
phymatum
Vibrio vulnificus
Chironomus

tentans

Methanococcus

vannielii
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Chaetomium
75 Golgi apparatus membrane protein 41 >20
globosum
76 ADP/ATP translocase 2 53 =20 Homo sapiens
Tabla 7.

Funcién de cada una de las proteinas identificadas por espectrometria de masas MALDI-TOF MS
correspondientes al tratamiento con la mezcla 1 (Acetato de geranilo, a-bisabolol y nerolidol) en
concentracion 100 mg/mL. Las funciones de cada una de las proteinas fueron consultadas en la base de

datos de Uniprot https://www.uniprot.org/.

No. Proteina Funcién

Transferasa. Involucrada en procesos de
sintesis de pared celular. Es una de las
1 Ribitol-5-phosphate cytidylyltransferase
proteinas encargadas de transformar entre
pentosas y acido glucuronico.
Involucrada en el desarrollo del sistema
2 LIM domain-binding protein 2 nervioso y células somaticas. Regulada
por quinasas.
Tiene funcién detoxificante. Trabaja en
3 Aldo-keto reductase conjunto con otras proteinas como p450 y
glutation S-transferasa.
Interactda con lipidos para estabilizar

4 Apolipoprotein A-11
estructuras. Puede involucrarse en
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10

Putative pterin-4-alpha-carbinolamine

dehydratase

Dihydroxy acetone phosphate

acyltransferase

6-phospho-5-dehydro-2-deoxy-D-gluconate

aldolase

Ribonuclease HIl

Flavin prenyltransferase

Guanylate kinase

sistemas de sefializacion que relacionen
hormonas, neurotransmisores o segundos
mensajeros.

Pertenece a las proteinas que sintetizan el
cofactor dihidrobiopterina y
tetrahidrobiopterina. Estos cofactores se
relacionan en la sintesis de
neurotransmisores serotonina, melatonina,
dopamina, norepinefrina, etc.
Convierte un grupo fosfato en un grupo
acetil fosfato con ayuda del acetil-CoA.
Involucrada en la biosintesis de acetil-CoA
a partir de polialcoholes en plantas. Puede
estar involucrada en la glucdlisis ya que
los productos de reaccion son 3-
oxopropanoato y dihidroxiacetona fosfato.
Ayuda a la degradacién de RNA 'y
derivados RNA-DNA.

Una de las proteinas de la ruta de
biosintesis de la ubiquinona (componente
de la cadena transportadora de electrones).
Transferasa y quinasa, fosforila una
molécula de guanosina monofosfato GMP

a guanosina difosfato GDP. El GDP actla
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11

12

13

14

16

17

Bifunctional protein FolD

Nucleoporin GLE1

60 kDa chaperonin

Acetylglutamate kinase

Exocyst complex component EXO84

Guanine nucleotide-binding protein alpha-3

subunit

como segundo mensajero en procesos de
sefializacion.

Proteina NADP-especifica. Esta
relacionada en la sintesis de
tetrahidrofolato, un cofactor necesario para
la biosintesis de aminoécidos. También
esta relacionado al proceso de
transferencia de grupos de un solo carbono
como metil, metileno, etc.
Involucrada en la exportacion de mRNA
del ndcleo al citoplasma a través de poros
nucleares.

Evita el desdoblamiento e inadecuado
plegamiento de proteinas en el citoplasma.
Fosfotransferasa. Pertenece a una de las
proteinas del ciclo de la urea y sintesis de
algunos aminoéacidos.
Involucrada en procesos de exocitosis de
moléculas y formacién de endosomas.
Proteina G. Involucrada en procesos de
sefializacion. Subunidad alfa: ayuda en la
conversion de GTP a GDP. Ademas, esta
relacionada a canales i6nicos regulados

por K+.
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18

19

20

21

22

23

24

Malate dehydrogenase

Ribosome maturation factor RimP

Ubiquinone biosynthesis protein COQ4

homolog

Protein translocase subunit

3-oxoacyl-[acyl-carrier-protein] synthase 3

Histidinol-phosphate aminotransferase

Squalene monooxygenase

Proteina perteneciente al ciclo de Krebs.
Involucrada en la cadena transportadora de
electrones de la mitocondria para producir

energia.

Proteina importante para la maduracién de
las subunidades ribosomales 30S en la
celula.

Esta proteina mitocondrial esta
involucrada en la sintesis de la ubiquinona
un cofactor necesario en la cadena
transportadora de electrones para la
produccidn de energia.
Involucrada en la exportacion de proteinas
a través de membranas.

Proteina implicada en la biosintesis de
lipidos en la célula.

Esta proteina hace parte de la ruta
biosintética de la histidina y otros
amino&cidos.

Cataliza la oxidacion estereoespecifica del
esqualeno a epoxiescualeno. Este paso es
limitante para la sintesis de esteroides en

la célula.
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25

26

27

28

29

30

Glyceraldehyde-3-phosphate

dehydrogenase

GMP reductase

Sclerostin domain-containing protein 1

NAD kinase

Polyketide synthase 2

Calmodulin-regulated spectrin-associated

protein 1-B

Enzima de la glucdlisis, cataliza la
reaccién que convierte el gliceraldehido 3-
fosfato a glicerol 3-fosfato.
Cataliza la reduccion irreversible de GMP
(guanosina monofosfato) a IMP (inosina
monofosfato) una reaccion importante que
ayuda a mantener el balance intracelular
de nucledtidos de adenina y guanina.
Esta proteina esta involucrada en procesos
de sefalizacion del exterior de la célula al
interior. Procesos de sefializacion
relacionados: Wnt (paso de sefiales a
través de receptores en la membrana
celular) y TGF-beta (homebstasis,
crecimiento celular, apoptosis, etc).
Proteina importante para el balance de
NAD y NADP en la célula.
Transferasa. Esta enzima ayuda a catalizar
la transferencia de grupos acyl responsable
de la biosintesis de compuestos lipidicos
en eucariotas.

Hace parte de las proteinas del
citoesqueleto principalmente en células
nerviosas. Se une a microttbulos por la

accion de la calmodulina/Ca?*.
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Esta involucrada en el metabolismo de

purinas y en la sintesis de riboflavina en

31 GTP cyclohydrolase-2
eucariotas, bacterias y hongos,
principalmente.
Enzima detoxificante. Destruye aniones
32 Superoxide dismutase [Fe] superoxido producidos por estrés en la
celula.
Hace parte de la ruta para la biosintesis de
4-diphosphocytidyl-2-C-methyl-D- isopentenil difosfato, una molécula que
% erythritol kinase hace parte del esqueleto de terpenos,
terpenoides y otros lipidos.
Proteina transmembranal que se encarga
34 High-affinity nitrate transporter 3.1 del transporte de iones nitrato a través de
la membrana celular.
Ribosomal RNA large subunit Proteina de union al RNA que transfiere
» methyltransferase grupos metil a algunas bases de citosina.
Hace parte de la cadena transportadora de
electrones en la mitocondria la cual
36 ATP synthase subunit beta
produce energia en forma de ATP a partir
del ADP en la mitocondria.
Encargada de unir dos aminoécidos de
37 Probable alpha-L-glutamate ligase glutamato (Glu-Glu). Est relacionada con
los procesos de sintesis de glutation.
Mantiene un correcto orden y
38 Protein lin-7 homolog B

funcionamiento de canales i6nicos en
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membranas polarizadas/polarizables. Esta
involucrada en la correcta localizacion y
posicionamiento de proteinas sinapticas y
postsinapticas para el transporte de
vesiculas.
Proteina detoxificante. En presencia de
NADPH rompe el enlace que une dos
39 Putative glutaredoxin-C14
moléculas de glutation (rompimiento del
enlace disulfuro).
Forma enlaces covalentes en el extremo 5’
40 DNA ligase de una cadena de polinucleétidos y el
extremo 3’ de otro.
Es una proteina esencial para la reparacion
y mantenimiento del DNA. Ademas,
41 Protein RecA
protege fragmentos de ADN de la accién
de nucleasas.
Pertenece a una familia de proteinas
sefializadoras. Actia como proteina G y
42 Protein vav ayuda al acoplamiento de GTP y
liberacion de GDP en diferentes procesos
de sefializacion en la célula.
La funcion de esta proteina es
parcialmente conocida, se cree que puede
43 Regulator of rDNA transcription 14

estar involucrada en la formacién y

maduracién de los ribosomas.
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44

45

46

47

48

49

50

50S ribosomal protein L16

General odorant-binding protein 83a

Cyclic GMP-AMP synthase

UPF0365 protein BMD_4543

Elongation factor Ts, mitochondrial

Chorismate synthase

50S ribosomal protein L6

Indispensable para la estructura
tridimensional de los ribosomas.
Proteina de union a odorantes. Proteina de
transporte.

Cataliza la reaccion que produce GMP y
AMP ciclico, segundos mensajeros
importantes en procesos de sefializacién
celular.

Componente integral de membrana
Esta proteina se une a un complejo que
induce el cambio de GDP a GTP en la
mitocondria. La funcién principal es llevar
los tRNAs al ribosoma durante el proceso
de elongacidn de proteinas.
Cataliza la reaccion que produce acido
corismico, una molécula importante para
la sintesis de los aminoacidos fenilalanina,
tirosina y triptéfano. Importante en
bacterias, pero también presente en
eucariotas.

Componente estructural de los ribosomas,
importante para la efectiva formacion de la

estructura secundaria.
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Relacionada con la regulacion en la

51 Transcriptional repressor NrdR transcripcion de proteinas ribonucle6tido
reductasas.
2-C-methyl-D-erythritol 2,4- Proteina importante para formacion de
> cyclodiphosphate synthase isoprenoides en la célula.

Proteina estructural de los ribosomas. Es
una de las proteinas que mantiene integra
55 30S ribosomal protein S12
la estructura secundaria durante el proceso
de transcripcion.
Proteina transmembranal importante para
la unién de otras proteinas a los receptores
Eph (familia de receptores tirosina
57 Ephrin-B1 quinasas). Estan involucrados en procesos
de interaccion proteina-proteina en las
neuronas y en el desarrollo de células
nerviosas.
Proteina de union a microfilamentos
58 Myosin-8 celulares. Principalmente presente en
células musculares.
Una de las proteinas involucradas en la
produccion de acetil CoA a partir del acido
59 Phosphopantetheine adenylyltransferase pantoténico. Existen analogos de esta

proteina presentes en bacterias, mamiferos

y Otros organismos eucariotas.
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61

62

63

64

65

67

69

Nicotinate phosphoribosyltransferase

4-hydroxy-tetrahydrodipicolinate reductase

GTP pyrophosphokinase

Variable large protein 19 (Fragment)

Cyclic pyranopterin monophosphate

synthase

Putative gustatory receptor 92a

Glutathione S-transferase A

111

Cataliza el primer paso para la sintesis de
NAD a partir de &cido nicotinico. La
produccion de NAD previene el estrés
celular producido por agentes oxidantes.
Proteina gue hace parte de la ruta
encargada de la biosintesis de lisina en la
celula.

Produce AMP a partir del ATPy GTP. El
AMP es un mensajero secundario
involucrado en diferentes rutas de

sefializacion.

Proteinas presentes en el exterior de la
célula o en la membrana plasmatica. Estas
proteinas se expresan ante reacciones del
sistema inmune del organismo.

Una de las proteinas encargadas de la
biosintesis de molibdopterina, un cofactor
necesario para la funcion de algunas
oxidasas.

Uno de los receptores gustativos
responsable del comportamiento
atrayente/repelente en el insecto.
Una de las proteinas mas importantes para

la detoxificacion de la célula. Cataliza la
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71

72

73

74

75

Nitric oxide synthase

N-acetylmuramic acid 6-phosphate etherase

Probable chemoreceptor glutamine

deamidase

Peroxiredoxin-2B

AlG2-like protein C

reaccion de la forma reducida del glutation
con algun sustrato xenobiético.
Encargada de la produccion de 6xido
nitrico (NO). Esta molécula puede actuar
como neurotransmisor activando canales
de K* logrando hiperpolarizacion de la
membrana. También estimula la activacion
de algunas proteinas quinasas.

Hace parte de la ruta de degradacion de N-
acetil muramato en bacterias. También
hace parte del metabolismo de azucares y
aminoéacidos en bacterias y otros
organismos.
Quimiorreceptor que hace parte de un
proceso de sefializacion llamado
guimiotaxis. Este proceso ayuda a las
células a moverse en direccion de menor a
mayor concentracion de cierta molécula.
Reduce el perdxido de hidrogeno y alquil
hidroperéxidos. Involucrada en procesos
de detoxificacion durante estrés celular.
Implicada en la formacion de oxoprolina
gue juega un papel fundamental en la
homedostasis. Puede llegar a inducir la

liberacion del citocromo c en la
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mitocondria causando muerte celular
programada.
Modula la unién de la dineina en los

microtubulos con algunos organelos en la

77 Dynactin subunit 2
célula. Puede tener un rol en el desarrollo
del cerebro en mamiferos.
Importante para la formacion de
microtubulos y musculos. Promueve la
78 Muscle LIM protein MIp84B

organizacion del citoesqueleto durante el
desarrollo de tejidos.
Canal i6nico mecano-sensitivo. Participa
Large-conductance mechanosensitive
79 en la regulacion de la presion osmética
channel
dentro de la célula.
Esta proteina es importante durante el
proceso de meiosis. Ayuda en el proceso
83 Homologous-pairing protein 2 homolog
de acoplamiento de cromosomas
homdlogos durante la division celular.
Proteina que se une a GTP y GDP.
84 Probable GTP-binding protein EngB Importante para que ocurra el proceso de
division celular de forma correcta.
Transforma el anion nitrato a nitrito en la
célula. Ayuda a formar compuestos como
85 Periplasmic nitrate reductase

Oxidos de nitrégeno y puede tomar parte

en la produccion de otras moléculas con
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86

87

88

89

91

92

Aspartate-tRNA ligase

Dihydroneopterin aldolase

Phosphoserine aminotransferase

50S ribosomal protein L27

Plastid 30S ribosomal protein S12

Peroxisomal membrane protein

nitrégeno como aminoacidos y
nucledtidos.

Cataliza la union del aspartato al tRNA.
Durante el proceso se requiere ATP.
Participa en la biosintesis de
tetrahidrofolato, un precursor de la
vitamina B9 o acido folico.
Cataliza la reaccion que da lugar a la
formacién del aminoéacido glutamato.
Ademas, participa en la formacion del
aminodcido serina.
Componente estructural de los ribosomas.
Proteina estructural importante para el
proceso de transcripcion. Se localiza entre
las subunidades 30S y 50S.
Proteina requerida para el ensamblaje de la
membrana de los peroxisomas. Puede
actuar como receptor para la importacion

de proteinas al peroxisoma.
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Tabla 8.

Funcion de cada una de las proteinas identificadas por espectrometria de masas MALDI-TOF MS
correspondientes al tratamiento con el repelente sintético DEET en concentracion 100 mg/mL. Las
funciones de cada una de las proteinas fueron consultadas en la base de datos de Uniprot

https://www.uniprot.org/.

No. Proteina Funcion

Cataliza la conversion de acetato y CoA en

acetil-CoA, una molécula importante

1 Acetyl-coenzyme A synthetase

durante la generacion de energia durante el
ciclo de Krebs.
DNA-directed RNA polymerase subunit Ayuda a catalizar la polimerizacion de
2
beta cadenas de RNA.
Componente de un complejo de proteinas
del citoesqueleto involucradas en la
3 SUN domain-containing protein 2

conexion e interaccion entre el nacleo y el
citoesqueleto.

Enzima de la glucolisis, cataliza la
Glyceraldehyde-3-phosphate
4 reaccién que convierte el gliceraldehido 3-
dehydrogenase
fosfato a glicerol 3-fosfato.

Proteina que cataliza los primeros dos
Bifunctional glucose-6-phosphate 1-
5 pasos de la ruta oxidativa de las pentosa-
dehydrogenase/6-phosphogluconolactonase
fosfato. Contribuye en el poder reductor
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10

11

12

Leucine-rich repeat-containing protein 9

Protein lin-7 homolog B

Ribosome maturation factor RimP

3-oxoacyl-[acyl-carrier-protein] synthase 3
Dihydroxy acetone phosphate

acyltransferase

Inositol-1,4,5-trisphosphate 3-kinase

activity

para la sintesis de algunos acidos grasos y
nucledtidos.

Varias proteinas ricas en leucina estan
involucradas en procesos de adhesion de
proteinas durante la sinapsis. Puede estar

relacionada a la formacion de vesiculas de
excrecion durante la sinapsis.
Mantiene un correcto orden y

funcionamiento de canales idnicos en
membranas polarizadas/polarizables. Esta
involucrada en la correcta localizacion y
posicionamiento de proteinas sinapticas y
postsinapticas para el transporte de
vesiculas.

Proteina importante para la maduracién de
las subunidades ribosomales 30S en la
célula.

Proteina implicada en la biosintesis de
lipidos en la célula.

Convierte un grupo fosfato en un grupo
acetil fosfato con ayuda del acetil-CoA.
Regula y coopera con las sefiales mediadas
a través del calcio Ca?". Esta proteina esta
relacionada a proteinas G que

desencadenan la sefial para liberar iones de
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calcio al citoplasma. Esta respuesta lleva a
la liberacion de neurotransmisores o
regulacion transcripcional.
Cataliza la reaccién que produce GMP y
AMP ciclico, mensajeros secundarios
13 Cyclic GMP-AMP synthase
importantes en procesos de sefializacion
celular.
Cataliza la oxidacion estereoespecifica del
esqualeno a epoxiescualeno. Este paso es
14 Squalene monooxygenase SE2
limitante para la sintesis de esteroides en
la célula.
Esta proteina esta involucrada en procesos
de sefializacion del exterior de la célula al
15 Sclerostin domain-containing protein 1
interior. Procesos de sefializacion
relacionados: Wnt y TGF-beta.
Proteina de bajo peso molecular que se
16 16 kDa calcium-binding protein
une a iones de calcio Ca?*.
Une el aminoacido aspartato a su tRNA
17 Aspartate-tRNA(Asp/Asn) ligase
correspondiente.
Proteina dependiente de Ca?* que coopera
18 Frequenin-1 para la eficiencia de la transmision de
sefiales durante la sinapsis neuronal.
Proteina estructural de los ribosomas.

19 50S ribosomal protein L10 Tiene un rol en la interaccion de los

ribosomas con proteinas de union a GTP.
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21

22

23

24

25

26

LIM domain-binding protein 2

4-diphosphocytidyl-2-C-methyl-D-

erythritol kinase

Polyamine aminopropyltransferase

4-hydroxy-tetrahydrodipicolinate reductase

Histone H2A

Nucleoporin GLE1

Involucrada en el desarrollo del sistema
nervioso y células somaticas. Regulada
por quinasas.

Hace parte de la ruta para la biosintesis de
isopentenil difosfato, una molécula que
hace parte del esqueleto de terpenos,
terpenoides y otros lipidos.
Involucrada en la sintesis y polimerizacién
de poliaminas, principalmente en
bacterias. En otras células ayuda a la
produccion de espermidina, una molécula
que juega un rol en el mantenimiento del
potencial de membrana, pH intracelular e
inhibicién de la produccion de 6xido
nitrico NO.

Proteina que hace parte de la ruta
encargada de la biosintesis de lisina en la
célula.

Una de las histonas involucradas en la
formacion de cromatina en eucariotas.
Involucrada en la exportacion de mRNA
del ndcleo al citoplasma a través de poros

nucleares.

118
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27

28

29

30

31

32

33

35

SEC12-like protein 2

ATP synthase subunit beta

50S ribosomal protein L13e

MY G1 exonuclease

Transcriptional repressor NrdR

GTP cyclohydrolase-2

Putative gustatory receptor 92a

Protein vav

Requerida para la formacién o desarrollo
de vesiculas de transporte provenientes del
reticulo endoplasmatico.

Hace parte de la cadena transportadora de
electrones en la mitocondria la cual
produce energia en forma de ATP a partir
del ADP.

Componente estructural de los ribosomas
Esta involucrada en el rompimiento in situ
de transcriptos de RNA 3°-5’ en el nucleo
0 mitocondria. Importante durante el
proceso de transcripcion y también de
reparacion/correccion de errores del DNA.
Relacionada con la regulacion en la
transcripcion de proteinas ribonucleotido
reductasas.

Esté involucrada en el metabolismo de
purinas en bacterias y hongos
principalmente.

Uno de los receptores gustativos
responsable del comportamiento
atrayente/repelente en el insecto.
Pertenece a una familia de proteinas
sefializadoras. Actiia como proteina G y

ayuda al acoplamiento de GTP y
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36

37

38

40

41

ATP synthase subunit alpha

NAD kinase

Ribonuclease 3

Ubiquinone biosynthesis protein COQ4

homolog, mitochondrial

Glutathione S-transferase A

liberacion de GDP en diferentes procesos
de sefializacion en la célula.

Hace parte de la cadena transportadora de
electrones en la mitocondria la cual
produce energia en forma de ATP a partir
del ADP. Las subunidades alfa y beta
hacen parte de nlcleo catalitico
involucrado en la rotacidn de las otras
subunidades de la ATP sintasa, lo que
produce la hidrolisis de ATP.
Proteina importante para el balance de
NAD y NADP en la célula.

Ayuda a la degradacion de RNA 'y
derivados RNA-DNA
Esta proteina mitocondrial esta
involucrada en la sintesis de la ubiquinona
un cofactor necesario en la cadena
transportadora de electrones para la
produccién de energia.

Una de las proteinas mas importantes para
la detoxificacion de la célula. Cataliza la
reaccion de la forma reducida del glutation

con algln sustrato xenobidtico.
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42

43

44

46

47

48

52

Variable large protein 19 (Fragment)

Probable transcription factor KAN4

Cytochrome ¢

Threonine-tRNA ligase

Protein translocase subunit SecA

Lysozyme C

Protein LST8 homolog

Proteinas presentes en el exterior de la
célula o en la membrana que se expresan
ante reacciones del sistema inmune.
Posible factor de transcripcion que regula
la formacién de una cubierta natural que
rodea un organismo o tejido, piel, cascara,
corteza.

Proteina de transporte de electrones. Toma
un rol importante durante la apoptosis,
ante estrés celular se libera citocromo c
desde la mitocondria provocando la
activacion de las caspasas y produciendo
la muerte celular programada.
Cataliza la reaccion que une el aminoacido
treonina con su respectivo tRNA.
Proteina requerida para el transporte de
proteinas fuera de la membrana celular.
Proteina que hace parte del sistema
inmune innato con actividad enzimética
antimicrobiana. Hidroliza la reaccion del
acido N-acetilmuramico y N-acetil
glucosamina presente en las paredes
bacterianas.

Es una subunidad de un complejo llamado

TORCL/TORC2 que regula el crecimiento
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53

54

55

56

57

50S ribosomal protein L5

Ribosome-recycling factor

tRNA modification GTPase MnmE

Elongation factor Ts

Histone-lysine N-methyltransferase

celular y es un sensor bioldgico de sefiales
gue ayudan a controlar la sintesis de
proteinas, la degradacion de nutrientes y
factores de crecimiento.

Proteina estructural de los ribosomas. Esta
es una de las proteinas que se une 'y
coopera la union de unidades ribosomales
mas pequefias a las de mayor tamafio.
En la mitocondria contribuye al reciclaje
de los ribosomas justo después de realizar
el proceso de transcripcion.

Induce la modificacion de algunos tRNA
con la introduccion de un grupo
carboxiaminometil, también tienen
funcion hidrolasa transformando GTP en
GDP al transferir el grupo mencionado al
tRNA.

Ayuda al proceso de elongacion de
proteinas durante la transcripcion. Cataliza
la salida de GDP y entrada de GTP
necesaria para la elongacion proteica y la
adicion de otro amonoacil tRNA.
Esta proteina esta involucrada en procesos
de regulacion de replicacion y

transcripcion en plantas. Permite la
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58

59

60

61

Arginine biosynthesis bifunctional protein

Calmodulin-regulated spectrin-associated

protein 2

Phosphatidylserine decarboxylase

CST complex subunit STN1

adaptacion y modulacion necesaria para
responder rapidamente ante
estimulos/sefiales ambientales o de
desarrollo a la planta.

Cataliza dos reacciones involucradas en la
biosintesis de arginina. Sintesis de acetil
glutamato a partir de glutamato y acetil-
CoA'y la sintesis de ornitina a partir de

acetilornitina y glutamato.
Importante en la organizacion de los
microttbulos y su dinamica (movimiento).
Puede actuar en las neuronas como un
regulador del desarrollo del centrosoma,
axon y formacidn de las dendritas.
Tiene un rol central en el metabolismo de
fosfolipidos, forma la

fosfatidiletanolamina a partir de la

fosfatidilserina. La funcidn de estas
moléculas es netamente estructural en la

membrana lipidica.

Componente del complejo CST que esta

relacionado al mantenimiento de los

telémeros durante el proceso de

replicacion del DNA.
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62

63

64

65

66

67

68

Proline--tRNA ligase

Phenylalanine-tRNA ligase alpha subunit

Nuclear hormone receptor family member

nhr-61

50S ribosomal protein L19

GTPase Der

Nitric oxide synthase

UDP-3-O-acyl-N-acetylglucosamine

deacetylase

Cataliza la reaccion que une el aminoécido
prolina con su respectivo tRNA, en el
proceso se consume una molécula de ATP.
Cataliza la reaccion que une el tRNA con
el aminoéacido fenilalanina, durante el
proceso se consume un ATP.
Receptor nuclear, no se conoce con certeza
queé tipos de ligandos pueden ser unidos a
este.

Proteina estructural importante para el
ensamblaje de unidades mas grandes de
los ribosomas.

Juega un rol importante durante los
altimos pasos del ensamblaje de
ribosomas. Posee actividad de GTPasa.
Encargada de la produccion de 6xido
nitrico (NO). Esta molécula puede actuar
como neurotransmisor activando canales
de K* logrando hiperpolarizacion de la
membrana. También estimula la activacion
de algunas proteinas quinasas.
Cataliza la hidrdlisis de UDP-acil-N-acetil
glucosamina formando UDP-

miristoilglucosamina, una molécula
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importante en la sintesis de lipidos de
membrana en bacterias.

Una enzima muy importante para la

regulacion de la gluconeogénesis. Cataliza
69 Fructose-1,6-bisphosphatase class 1 la eliminacion de un grupo fosfato de la
fructosa 1,6-bifosfato, formando fructosa
6-fosfato.
Involucrada en la biosintesis de

lipopolisacaridos. Esta enzima ubicada en

70 ATP-dependent lipid A-core flippase la membrana ayuda al movimiento de
lipidos entre las dos capas que conforman

la membrana celular.

Proteina que ayuda a acomplejar el DNA

71 Histone H1E
formando las fibras de cromatina.

Proteina transmembranal que involucra la

75 Golgi apparatus membrane protein exportacion de proteinas y vesiculas desde
el aparato de Golgi.
Proteina presente en la membrana de la

mitocondria que cataliza el intercambio de

76 ADP/ATP translocase 2

ADP a ATP. EI ADP proviene del

citoplasma y el ATP de la mitocondria.
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Del anterior analisis, para el tratamiento de la mezcla 1, se obtuvieron en total 62 proteinas
sobre expresadas y 44 inhibidas en comparacion al control. Mientras que, para el tratamiento con
el DEET, se obtuvieron en total 34 proteinas sobre expresadas y 42 inhibidas en relacion con el
control. Algunas de las proteinas sobre expresadas en ambos tratamientos no se encuentran en el
control, es decir, son proteinas que Unicamente se expresaron al exponer al mosquito con el
repelente. Para el tratamiento con la mezcla 1, las proteinas enumeradas desde 73 hasta 106 son
proteinas sobre-expresadas para este tratamiento que no se encontraron en el control. De igual
forma, para el DEET las proteinas enumeradas desde 43 hasta 76 son proteinas que se sobre
expresaron en el tratamiento y que no fueron halladas en el control. Estas proteinas estan indicadas
en la Tablas 5y 6. En la Figura 25, el diagrama de Venn muestra las diferencias en los spots de
geles obtenidos al realizar la comparacién mezcla vs control y DEET vs control, asi como el
numero de proteinas inhibidas y sobre expresadas analizadas a través del software PDQuest. De
las 106 proteinas encontradas para la mezcla 1 y las 76 proteinas encontradas para el tratamiento
con el DEET, 79 proteinas fueron identificadas en el caso de la mezclay 65 en el caso del DEET.
En ambos tratamientos, se encontraron en comun 25 proteinas enumeradas en la Figura 25 y que
pueden ser encontradas en la Tabla 1. Asi, el resto de las proteinas identificadas para ambos
tratamientos tienen una estructura y funcién diferente, lo que infiere que dicho mecanismo de

accion y recepcién también es diferente.

Durante el proceso de identificacion a través de MALDI-TOF MS, fue posible obtener los
espectros de masas de la mayoria de los spots analizados en PDQuest. De la comparacién control
vs mezcla 1 se logrd identificar un total de 83 proteinas y para el control vs DEET un total de 70
proteinas. En las Tablas 5 y 6 se muestran las proteinas con expresion diferencial obtenidas para

los tratamientos mezcla y DEET respectivamente junto con los valores de foldchange y el score
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obtenido. De estas proteinas es necesario resaltar que con la mezcla 1, las proteinas No. 54, 60, 68
y 76; y para el DEET, las proteinas No. 20, 34, 39, 45y 74, se encontraron de forma repetitiva, lo
que posiblemente indica que los espectros obtenidos estén relacionados a estructuras proteicas o
huellas peptidicas similares. En resumen, de las proteinas identificadas para el tratamiento con la
mezcla 1, se logré identificar 42 proteinas sobre expresadas y 37 inhibidas. De igual forma, para
el tratamiento con DEET se identificaron 27 proteinas sobre expresadas y 38 proteinas inhibidas
(Tablas 5 a 8). Es posible que para las proteinas que no fueron identificadas, la concentracién de
proteina presente en el spot del gel no haya sido suficiente para detectar péptidos a través de

espectrometria de masas.

Después de la identificacion y la busqueda de la funcion en la plataforma Uniprot, se
realizd una clasificacion de las proteinas segun su funcién. La mayor parte de las proteinas
encontradas estuvo relacionada a homdlogos presentes en bacterias, Drosophila melanogaster,
algunos mamiferos y el mosquito Anopheles gambiae. En ambos tratamientos se encontraron
proteinas relacionadas a procesos de sefializacion, produccion de energia, sintesis de compuestos,
proteinas de transporte, proteinas involucradas en procesos de detoxificacion, proteinas de
procesos de regulacién, metabolismo de lipidos, sintesis de proteinas y aminoacidos, proteinas de
membrana, proteinas relacionadas al citoesqueleto celular, proteinas de los ribosomas y algunas
relacionadas a procesos de reparacion del DNA o metabolismo de nucle6tidos. Para cada uno de
los tratamientos, en la Figura 26 se presenta la clasificacion de las proteinas descritas en las Tablas

5Yy6.
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Figura 25.

Diagrama de Venn de proteinas con expresion diferencial para los tratamientos con mezcla 1 y DEET 100
mg/mL. a) Numero total de spots de proteinas con expresién diferencial obtenidas inicialmente. b) NUmero

total de proteinas identificadas a traves de espectrometria de masas MALDI-TOF MS.

a) Proteinas diferenciales b) Proteinas identificadas

Proteinas No. (Tabla 1)
2,6,12,19,20,22.24,

54 40

25,27,28,31,33,36,
38,42,45,46,48,51,
55,62,64,67,69,71

Sobre-expresadas: 42 Sobre-expresadas: 27
Inhibidas: 37 Inhibidas: 38

Mezcla 1 DEET Mixture 1 DEET

Figura 26.

Clasificacion de las proteinas segln su funcion en la célula. a) Clasificacion correspondiente para la
mezcla 1 (acetato de geranilo, a-bisabolol y nerolidol a 100 mg/mL). b) Clasificacion de proteinas
identificadas para el tratamiento con el repelente DEET a 100 mg/mL. La funcidn y clasificacién de cada

una de las proteinas fue consultada en la base de datos de la Uniprot (https//:www.uniprot.org).
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a) Clasificacion de proteinas con expresion diferencial en mosquitos tratados
con la mezcla 1

Metabolismo de lipidos
Regulacion

Proteinas de membrana

Citoesqueleto Detoxificacion

Ribosomales Sintesis de metabolitos

Sintesis de proteinas y
aminoacidos

Senalizacion

Reparacion/Metabolismo
DNA/Nucleétidos

/

Produccion de energia

b) Clasificacion de proteinas con expresion diferencial en mosquitos tratados con

DEET
Detoxificacion Produccion de energia

Reparaciéon/Metabolismo
DNA/Nucleétidos

Sintesis de proteinas Citoesqueleto

y aminoacidos

Metabolismo de lipidos

Sefializacion Transporte

Proteinas de membrana

Ribosomales
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4.2.1 Interaccion proteina-proteina:

Con la herramienta online STRING se obtuvieron los diagramas de interaccion proteina-
proteina con Drosophila melanogaster como referencia. Esto se realizd ya que en este organismo
se ha reportado casi por completo la estructura primaria, secundaria y funcion de todas sus
proteinas, mientras que en Aedes aegypti no se ha reportado el proteoma en su totalidad. De este
modo, es posible realizar una analogia con las proteinas identificadas y obtener una aproximacion
més acertada del posible mecanismo de recepcidon o accién. Con la mezcla 1, 28 proteinas
presentaron interacciones entre si y para el DEET, 30 proteinas (Figuras 27 y 28). Se adicionaron
10 interacciones adicionales o proteinas de “segunda capa 0 nivel”, proteinas no presentes en la
identificacion, pero que facilitan el analisis de interacciones proteicas relacionadas a las proteinas
introducidas en el software. En las Figuras 27 y 28 se presentan los interactomas obtenidos de las
proteinas identificadas para el tratamiento con lamezcla 1y DEET, respectivamente. En las Tablas
9 y 10, se encuentran las proteinas correspondientes a cada cllster y su abreviacion en los
interactomas de las Figuras 27 y 28. En el diagrama de interacciones correspondiente a la mezcla
1 se evidenciaron interacciones entre proteinas de procesos de transporte, formacién de vesiculas,
produccién de energia (ATP), proteinas detoxificantes, proteinas de sefializacion y proteinas
ribosomales. Mientras que el interactoma obtenido para el DEET mostrd interacciones entre
relacionadas a procesos de sefializacion, sinapsis, produccion de energia (ATP), detoxificacion,

produccién de 6xido nitrico (NO), proteinas nucleares y ribosomales.
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Tabla 9.

Lista de proteinas del diagrama de interacciones proteina-proteina realizado con el tratamiento de la

mezcla 1 (acetato de geranilo, a-bisabolol, nerolidol) en concentracion de 100 mg/mL.

Cluster Proteina Abreviacion
Exocyst complex componentl Exocysl
Exocyst complex component? Exocys7
Exocyst complex component5 Exocys5
Exocyst complex component8 Exocys8

Exocyst complex

Exocys15
component15
Dynactin subunit 2 Dynactin2
Transporte, formacion de Dynactin subunit 5 Dynactin5
vesiculas e importantes en Calmodulin-regulated
procesos de sinapsis spectrin-associated protein 1- SpectrinCa
B
Probable GTP-binding protein GTPbind
Protein Vav Vav
Putative gustatory receptor
GR92a
92a
General odorant-binding
OBP83a
protein 83a
Proteinas para produccion de Guanylate kinase Gkinase

energia, proteinas Nitric oxide synthase NOSynthase
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detoxificantes y sintesis de Superoxide dismutase [Fe]

neurotransmisores Malate dehydrogenase
ATP synthase subunit beta
Dihydroxy acetone phosphate

acyltransferase

60 kDa chaperonin

Ubiquinone biosynthesis
protein COQ4 homolog
Glyceraldehyde-3-phosphate

dehydrogenase

Fosfopiruvato hidratasa

Nucleoporin GLE1
Nucleopore
Nuclearpore88
Muscle LIM protein MIp84B
DNA Ligase IlI
Proteinas nucleares, proteinas
Ribonuclease HII
para sintesis de proteinas y
DNA Binding Protein
aminoacidos, proteinas
NAD Binding Protein
detoxificantes
Glutamate Proline tRNA
ligase

Phosphoserine

aminotransferase

Aspartate-tRNA ligase

SOxiD
MalateDH

ATPasaBeta

DhapAcT

Chaperonin

UbiquinoneS

G3PDH

Enolase
Nucleoporin
Nucleopore

Nuclearpore88

LIMprot

DNALigase
RibonucleaseH
DNABinding

NADBInding

GluProtRNAL

PSerAmTrans

AsptRNALigase

132
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Nicotinate

NicoPRTransf
phosphoribosyltransferase

NAD kinase NADKkinase

Ribosome maturation factor
RiboAssembly
RimP

Probable Ribosome
RiboBio24

Biogenesis factor 24
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Figura 27.

Interactomas obtenidos por el software STRING teniendo en cuenta las proteinas identificadas obtenidas.
Organismo de referencia: Drosophila melanogaster. Interacciones proteina-proteina obtenidas para la
mezcla 1 en concentracion de 100/mL (acetato de geranilo, a-bisabolol y nerolidol). Las esferas grandes
representan las proteinas sobre expresadas, las mas pequefias aquellas que se encontraron inhibidas, las
esferas de color gris son proteinas no encontradas de forma diferencial adicionadas a través del software

STRING como interactores secundarios.
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Tabla 10.

Lista de proteinas del diagrama de interacciones proteina-proteina realizado con el tratamiento del

repelente sintético DEET en concentracion de 100 mg/mL.

Cluster Proteina Abreviacion

Frequenin-1 Frequenin

Putative gustatory receptor

GR92a
Proteinas de sefializacion y 92a
relacionados a procesos de NAD kinase NADKinase
sinapsis Protein vav Vav
Leucine-rich repeat-containing
Leu-Gprot
protein 9

ATP synthase subunit alfa ATPasaAlfa
ATP synthase subunit beta ATPasabeta
ATP synthase subunit b ATPasaSubB
ATP synthase subunit f ATPasaSubf

Protein Stunted Stunted

Proteinas importantes para la

Ubiquinone biosynthesis
produccion de ATP UbiquinoneS
protein COQ4

Ubiquinone biosynthesis
UbiquinoneS2
protein

Cytochrome ¢ Cytochromec

ADP/ATP translocase 2 ADP/ATP Carrier
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Glyceraldehyde-3-phosphate

G3PDH
dehydrogenase
Nitric oxide synthase NOSynthase
Phosphatidylserine
PSerineDC
decarboxylase
Detoxificacion, produccion de
Glutathione S-transferase A GSHTr
oxido nitrico
Dihydroxy acetone phosphate
DhapAcT
acyltransferase
Lysozyme C Lysozyme

Fructose-1,6-bisphosphatase

Frucl,6-BPase
class 1
Proteinas de la

Acetyl-coenzyme A
gluconeogénesis y sintesis de

AcCoASyn
synthetase OS
lipidos
3-oxoacyl-[acyl-carrier-
3oxoAcprot
protein] synthase 3
Inositol-1,4,5-trisphosphate 3-
kinaselPP;
Kinase activity
Rapamycin companion
Rapamycin
Proteinas de sefializacion,

complex of Tor

proteinas nucleares, Nuclearpore complex 214 Nuclearpore

ribosomales y necesarias para Protein LST8 homolog LST8
sintesis de proteinas Nucleoporin GLE1 Nucleoporin
Histone H2A His2A
Ribosome biogenesis
RiboBio

regulatory protein
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Ribosomal RNA processing
Ribonuclease40

40
Exoribonuclease Mtr3 ERibonucleaseMtr3
Exoribonuclease Rrp45 ERibonuclease45
Exoribonuclease Rrp4 ERibonuclease4
Ribonuclease 3 ERibonuclease

Ribosome Assembly factor
Ribosome factor
Mtr4

Phenylalanine-tRNA ligase
Phe-tRNA ligase

alpha subunit

Elongation factor Ts Elongation fTS
Threonine-tRNA ligase Thr-tRNA ligase
Proline-tRNA ligase Pro-tRNA ligase

Figura 28.

Interactomas obtenidos por el software STRING teniendo en cuenta las proteinas identificadas obtenidas.
Organismo de referencia: Drosophila melanogaster. Interacciones proteina-proteina obtenidas para el
tratamiento con el repelente sintético DEET en concentracion de 100/mL. Las esferas grandes representan
las proteinas sobre expresadas, las més pequefias aquellas que se encontraron inhibidas, las esferas de
color gris son proteinas no encontradas de forma diferencial adicionadas a través del software STRING

como interactores secundarios.
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5. Discusion de resultados

5.1 Electroantenografia

En la presente investigacion se emplearon los repelentes de origen natural acetato de
geranilo, a-bisabolol y nerolidol, moléculas con actividad repelente in vivo y con capacidad de
interaccion con proteinas odorantes de Ae. aegypti (Portilla-Pulido et al., 2020). Empleando la
técnica electroantenografia, se evidenciaron patrones de sefiales eléctricas al conectar al mosquito
y exponerlo a las sustancias repelentes mencionadas en diferentes concentraciones. Las neuronas
olfativas que contienen los canales i6nicos y demas proteinas del sistema olfativo respondieron de
forma inmediata ante la sustancia atrayente, amoniaco NHs, una molécula clave para la
localizacion de alimento para posteriormente alimentarse de sangre. Los patrones de sefiales de
amoniaco alcanzaron valores desde 1 a 4 milivoltios (mV), lo que confirmé la respuesta efectiva
del mosquito y conexion efectiva de los electrodos de registro en los lugares mencionados en la

metodologia.

Adicionalmente, este valor numérico en la escala de milivoltios (mV) indicé que los
canales i6nicos involucrados en el proceso de recepcion estaban siendo estimulados, pues mayor
voltaje significa mayor cantidad de iones pasando a través de la membrana de las neuronas
causando la despolarizacion membranal (Jacob, 2018). Por otro lado, las sefiales correspondientes
a los repelentes mostraron bajos valores en la escala de voltaje. No obstante, no quiere decir que

no exista percepcion o respuesta del mosquito por estas sustancias, significa que una menor
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cantidad de canales ionicos son activados por dichas sustancias o que la sensibilidad del equipo no
es suficiente para detectar la sefial. Como ejemplo de lo anterior, el caso de a-bisabolol, cuya sefial
siempre fue de 0 mV durante el primer conjunto de experimentos de EAG. Es posible que la
percepcion de esta sustancia esté relacionada a canales ionicos especificos o que la molécula tenga
una ruta de transporte mas larga, lo que evita una rapida activacion de los receptores (Wicher,

2015).

5.1.1 Registros de EAG de compuestos repelentes y mezclas de repelentes

El primer conjunto de experimentos de EAG mostré una disminucion significativa para
casi todas las sustancias. Inicialmente, se atribuia tal decrecimiento en milivoltios (mV) al tiempo
de conexion del mosquito mientras se tomaban los pulsos y sefiales de todas las sustancias
repelentes. Sin embargo, al realizar una prueba con Unicamente amoniaco en diferentes tiempos
(Figura 17), se observd que la sefial no cambiaba de forma significativa en un periodo de 20
minutos. Lo anterior, confirm6 que la disminucion de la sefial de amoniaco era responsable
Unicamente por la exposicidn del mosquito a las sustancias repelentes. En cuanto a cada sustancia
por individual, las moléculas a-bisabolol y nerolidol redujeron la sefial de amoniaco en mayor
proporcion que el DEET. Sin embargo, es necesario resaltar que mayor reduccion en la sefal
electroantenografica obtenida por el atrayente amoniaco, no significa que se presente mejor efecto
repelente in vivo, pues la actividad bioldgica de cada sustancia debe ser verificada con
experimentos posteriores. Lo anterior permite deducir que, a pesar de esta disminucion en la sefial
eléctrica, el efecto repelente in vivo es una variable diferente, ya que las sustancias de origen

natural alcanzaron hasta 3 horas de efectividad y el DEET hasta 8 horas. Esto sugiere que los
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receptores de odorantes y receptores ionotropicos, son inhibidos aparentemente en mayor
proporcidn por las sustancias de origen natural, pero con el paso del tiempo, es posible que exista
un proceso en la célula que las elimine o degrade mas facilmente que la sustancia DEET (Bohbot

& Pitts, 2015; Dickens & Bohbot, 2013).

Existen diferentes hip6tesis sobre lo que podria ocurrir cuando el mosquito percibe
sustancias repelentes y su relacion con la disminucién en la sefial de amoniaco. Las proteinas
responsables de transformar la sefial quimica en eléctrica son una familia de proteinas
transmembranales conocidas como receptores ionotropicos (IRs), receptores de odorantes (ORS)
y receptores gustativos (GRs) (De Bruyne & Baker, 2008; Jason Pitts et al., 2017; Matthews, et
al., 2016; Pask & Ray, 2016; Sparks et al., 2018). Aunque su estructura es poco conocida, se
conoce que contienen uno o varios sitios de union de diferentes tipos. Algunos de tipo alostérico,
donde se unen las moléculas y producen un efecto positivo o negativo en la actividad del canal y
sitios ortostéricos, donde cada sustancia se une a su respectivo receptor (Dickens & Bohbot, 2013;
Pellegrino, et al., 2011; Sanford, et al., 2013). De este modo, el amoniaco podria unirse a diferentes
canales idnicos a traves de sitios alostéricos produciendo un cambio en el potencial de membrana
captado como sefial de electroantenografia. Sin embargo, al emplear la sustancia repelente y
observar una disminucion, es posible que las moléculas repelentes compitan con las sustancias
atrayentes por estos sitios alostéricos e impidan la funcionalidad del canal i6nico durante un
periodo determinado (Figura 30). Esto sugiere que la disminucion en la sefial percibida por EAG
es debido a la interaccion canal idnico-repelente. Sin embargo, este tipo de competencia no da
lugar a un bloqueo definitivo del canal iénico, sino una modulacién negativa que da lugar a la

disminucion de la cantidad de iones que pasan a través de la membrana. Asi, menor cantidad de
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iones atravesando la membrana neuronal producen menor corriente y menor sefial de EAG, tal

como se observd para todos los casos en la seccion de resultados.

En la literatura se encuentran resultados que podrian confirmar lo obtenido en esta
investigacion. Se han realizado experimentos en los que se modifican los genes que producen los
canales idnicos del sistema olfativo como los IRs, ORs 0 GRs. El objetivo de estas modificaciones
fue estudiar la preferencia de los canales i6nicos con sustancias sintéticas y de origen natural con
efecto repelente o atrayente. Esto con el fin de detectar cambios en las sefiales eléctricas debido al
cambio estructural de la proteina canal. Como ejemplo, Ditzen et al., 2008 y Raji et al 2019,
realizaron modificaciones sobre receptores de odorantes y receptores ionotrépicos que interacttan
con sustancias atrayentes y algunas moléculas como el DEET. Con estos ensayos, se evidencio
que, debido al cambio estructural de los receptores, se impedia la interaccion efectiva de los
compuestos mencionados, produciendo una sefial de electrofisiolégica reducida y
significativamente diferente en comparacion con aquellos mosquitos no modificados
genéticamente. En algunos casos, estas modificaciones inhibieron por completo la deteccion de

sustancias de tipo atrayente para detectar huéspedes mamiferos (Degennaro et al., 2013).

Figura 29.

Posible interaccion repelente-canal i6nico A. La molécula atrayente se une a un sitio ortostérico el cual
permite el paso de iones a través de la membrana, B. EI mismo canal i6nico posee diferentes sitios de
union, llamados sitios alostéricos, en los cuales otras moléculas pueden unirse. En el caso de los repelentes,
es posible que este tipo de moléculas se una a sitios alostéricos e impida el funcionamiento adecuado del

canal por un periodo de tiempo (Adaptado por Vidal M. CINTROP de: Dickens and Bohbot, 2013).
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Ademaés, algunos de los receptores modificados con posibles interacciones con DEET,
mostraron que el efecto repelente disminuia y el mosquito tenia la capacidad de percibir sustancias
atrayentes necesarias para la busqueda de hospederos. De este modo, estos experimentos sugieren
que tanto atrayentes como repelentes pueden tener uno o varios receptores con los que puedan
interactuar y que el cambio estructural de los canales tiene como consecuencia la alteracion en la
sensibilidad del mismo (Stanczyk et al., 2013; Syed & Leal, 2008). En similitud, los estudios
realizados en la presente investigacion con EAG demostraron que las sefiales eléctricas obtenidas
se deben principalmente a la estimulacion de varios receptores o canales i6nicos y no un solo
receptor. Sin embargo, se resalta que, para las sustancias repelentes, la sefial eléctrica obtenida fue
baja en la escala de mV, lo que infiere que sélo algunos receptores estan involucrados en su
percepcion o que no producen la misma despolarizacion de la membrana como otras moléculas.
Ademas, posiblemente la afinidad DEET-receptor sea mayor que aquellas moléculas de origen
natural, lo que permite un efecto prolongado de repelencia (Afify, et al., 2019; Leal & Leal, 2015;

Lombardo et al., 2017).

Otras investigaciones enfocadas en la estructura de estos canales idnicos, como las
realizadas por Carraher et al., 2015 y Pellegrino et al., 2011, describen que los canales idnicos del

sistema olfativo de insectos cuentan con sitios alostéricos. De este modo, diferentes moléculas
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pueden interactuar con los canales idnicos produciendo efectos que estimulen el paso de iones a
través de la membrana (agonistas) o que impidan su funcionamiento de forma temporal
(inhibitorio). Esto da la posibilidad que algunos compuestos repelentes, tengan preferencia a la
unién en sitios que produzcan un efecto inhibitorio o reduzcan la interaccion y unién de otras
moléculas en los canales ionicos de forma momentanea, provocando una reduccion en la
percepcion. Posiblemente, las fuerzas intermoleculares compuesto-canal idnico generadas
(puentes de hidrégeno o fuerzas de Van der Waals) tengan mayor afinidad, lo que causa que el
compuesto permanezca por mas tiempo en los receptores. Por lo tanto, podria explicar la
efectividad de repelentes sintéticos como DEET, cuya efectividad alcanza hasta 8 horas, en
comparacion con las de origen natural cuyo intervalo varia entre 1 a 3 horas. Esto se pudo
evidenciar en los ensayos de electroantenografia con la disminucion en la sefial de amoniaco.
Posiblemente, las moléculas repelentes interaccionen con receptores que también se unen a
compuestos atrayentes e impidan el correcto funcionamiento de los receptores y reduciendo la
percepcidn de otras sustancias importantes para la localizacion de individuos (Afify et al., 2019;

Stanczyk et al., 2010).

Después de realizar la evaluacion de todas las concentraciones y sustancias, se observo que
para casi todos los casos que mayor concentracion empleada, mayor la disminucién de la sefial
EAG de amoniaco. Esto sugiere que, a mayor cantidad de moléculas, mayor es el efecto sobre el
sistema olfativo del mosquito. Esto se evidencid con las sustancias empleadas en mezcla, por
ejemplo, el acetato de geranilo no disminuy6 de forma significativa la sefial de amoniaco, pero al
implementarlo con los otros metabolitos en mezcla se obtuvo una disminucién drastica de la
percepcién de amoniaco. Con lo anterior, se puede sugerir que al implementar mezclas sencillas

con los 3 metabolitos se obtiene un efecto sinérgico, confirmado por experimentos de repelencia
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in vivo (Portilla-Pulido, et al. 2020). En similitud, el DEET, empleado a 25% en repelentes
comerciales podria tener efectos sinérgicos con los metabolitos en concentraciones muy bajas (0,5
a 2%). De este modo, se podria obtener un efecto mejorado de los compuestos de origen natural
sobre la inhibicion temporal de estos canales ionicos. A su vez, permitiria reducir en mayor
proporcién los dafios en la salud del ser humano al implementar concentraciones bajas de
metabolitos y DEET. Es necesario resaltar que con los experimentos de EAG, el tiempo de
inhibicion o bloqueo de la actividad de los canales i6nicos no se podria conocer y mas ensayos
serian necesarios; no obstante, el tiempo de repelencia de estas sustancias puede dar una pista de

la funcionalidad de estos canales a lo largo de un periodo.

5.1.2 Registros de EAG con aplicacion simultanea de amoniaco y repelente

En lo que concierne a las moléculas empleadas en esta investigacion, todas tienen un efecto
repelente entre 1 a 3 horas, destacando las mezclas 1y 2 en los experimentos in vivo (Castillo et
al., 2017; Portilla-Pulido et al., 2020). Sin embargo, comparando los ensayos de EAG y los
experimentos realizados con seres humanos, representan una situaciéon mucho mas real debido a
que los compuestos volatiles presentes de forma simultdnea se separan en dos grupos: los
atrayentes expelidos a través de la piel y el repelente aplicado (Afify et al., 2019). Este factor no
se tuvo en cuenta en la primera parte de EAG ya que se aplicaron las sustancias repelentes y el

amoniaco por separado.

Con la toma simultanea de patrones de EAG de repelente y amoniaco también se obtuvo

una disminucion en la sefial de amoniaco en comparacion con el pulso inicial aplicado, destacando
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las mezclas que disminuyeron en mayor proporcion la sefial de EAG. Nuevamente, se sugiere que
la reduccion de la sefial correspondiente a las mezclas esta relacionada a un efecto sinérgico de
interacciones molécula-proteina canal. Algunos estudios como los realizados por Syed and Leal,
2008 y Pellegrino et al, 2011, sugieren que el efecto repelente se presenta debido a cambios en
propiedades fisicoquimicas como presion de vapor produciendo un efecto de enmascaramiento. Es
decir, la interaccion de estas sustancias en fase liquida disminuye la volatilidad de compuestos
atrayentes presentes en la piel. Esto impide que este tipo de moléculas lleguen mas rapido o en
mayor cantidad al mosquito (Figura 31). Con esto, se podria inferir que ademas de la alteracion de
la de la actividad de canales idnicos, la interaccidn de las moléculas atrayentes-repelentes cambie
volatilidad de los compuestos atrayentes presentes en la piel (Bohbot & Dickens, 2010). Asi, dicha
competencia podria explicar la reduccion de la sefial de amoniaco cuando se aplica de forma
simultanea con el repelente, la cantidad de moléculas que llegan al sistema olfativo no es la misma
y menos canales i0nicos son activados. Experimentos posteriores relacionados a la estructura de
diferentes canales ionicos podrian elucidar con mayor precision los diferentes tipos de ligandos

que se unen a cada uno de los receptores transmembranales del sistema olfativo.

A lo largo de las investigaciones realizadas enfocadas en el sistema olfativo, se han descrito
vias de activacion que involucran los canales i6nicos metabotropicos e ionotropicos (ORs, IRs,
GRs) (Choo et al., 2018; De Bruyne & Baker, 2008; Dickens & Bohbot, 2013). La via ionotrépica
esta relacionada a la activacion directa de los receptores cuando los volatiles son transportados
desde la linfa sensilar hasta la membrana de las neuronas (Liu et al., 2018; Pask & Ray, 2016).
Este efecto es rapido y la respuesta eléctrica es casi inmediata. Esto se evidencié al tomar las
sefiales correspondientes del amoniaco, en la que se observé una sefial de alto valor en milivoltios

justo en el momento de la liberacidon del estimulo. En la presente investigacion, las sustancias
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repelentes presentaron sefiales eléctricas pequefias (entre 100-400 uV aproximadamente) o incluso
nulas, en el caso del a-bisabolol. Sin embargo, al tomar nuevamente la sefial de amoniaco se
observo una disminucion en los valores de la sefial. En este punto, es posible que la via
metabotrdpica esté tomando un rol importante. Este camino es mas lento y dependiente de la
concentracion del volatil ya que varias proteinas de sefializacién toman participacion al ser
activadas. Algunas de estas proteinas relacionadas son proteinas G, que inducen la liberacion de
mensajeros secundarios como nucleotidos ciclicos (CAMP, cATP, cGMP, cGDP, cGTP, etc.),
iones calcio Ca?*, inositol trifosfato 1PPs, entre otros (Guo & Smith, 2017; Nakagawa & Vosshall,
2009; Xia & Guang, 2005). De este modo, es posible que los repelentes interactien primero con
proteinas que desencadenen una cascada de sefializacion y al cabo de unos minutos produzca un
efecto, en este caso, una inhibicion o alteracion en el funcionamiento de canales ionicos como los
receptores de odorantes y los ionotrépicos. Una evidencia estaria relacionada a los primeros
experimentos de electroantenografia; ya que la sefial de amoniaco registrada se disminuyé de
forma dréstica al aplicar todas las concentraciones evaluadas. Esta sefial fue tomada al cabo de 8-
10 minutos, por lo tanto, existe la posibilidad de que algunas proteinas sefializadoras y de
transporte participen en el proceso de recepcion de estas sustancias repelentes. Lo anterior, podria
explicar los bajos valores de mV registrados para los repelentes nerolidol, a-bisabolol y DEET, ya
que estas moléculas ademas de interactuar con receptores transmembranales pueden llegar a
desencadenar una cascada de sefializacion por la via metabotropica (Carraher et al., 2015; Kaupp,

2010).
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Figura 30.

Efecto de enmascaramiento. Uno de los posibles mecanismos de los repelentes es la interaccion de las
moléculas repelentes-atrayentes en fase liquida y fase de vapor que impiden la llegada de forma rapida al
sistema olfativo del mosquito. Posteriormente, el efecto de la molécula sobre los canales idnicos produce

el efecto de inhibicién mencionado. (Adaptado por Vidal M. CINTROP de: Dickens and Bohbot, 2013).
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De los resultados presentes en este trabajo, es posible observar que los repelentes
presentaron el mismo patrén en la disminucion de la sefial de amoniaco. Con estos ensayos, seria
posible implementar un screening de sustancias atrayentes y repelentes para futuras
investigaciones. Sin embargo, experimentos in vivo seran siempre requeridos para verificar la
efectividad repelente sobre el mosquito y analizar su perdurabilidad en la piel. Por otro lado, en la
literatura se ha implementado técnicas electrofisioldgicas para observar sefiales de EAG de

repelentes; sin embargo, no hay estudios enfocados en la reduccion de sefiales post tratamiento
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con repelentes. Ademas, realizando un contraste con otros estudios de electroantenografia, la
mayoria de las investigaciones emplean Unicamente la cabeza del insecto o las antenas escindidas
(cortadas). Contrario a lo implementado en el presente estudio, en el cual el mosquito siempre

permanecio vivo durante los registros de EAG.

Respecto a la metodologia realizada, en una investigacion llevada a cabo por Afify et al,
2019, se describe un procedimiento similar al realizado en este trabajo para evaluar sustancias
repelentes en el mosquito Anopheles gambiae. En dicho estudio, se evaluaron sustancias repelentes
de origen sintético y natural de forma individual y simultanea con algunos odorantes que el
mosquito utiliza para localizar a los mamiferos. De forma similar a la presente investigacion, Afify
y colaboradores observaron disminuciones en sefiales electrofisiolégicas y sugirieron un posible
efecto de enmascaramiento de los repelentes a sustancias de tipo atrayente como el octenol y un
posible efecto inhibitorio sobre receptores involucrados en la percepcion. Sin embargo, no se
reportdé evidencia de proteinas involucradas directamente en este proceso de recepcion de
odorantes. En los siguientes experimentos enfocados en protedmica, se logro identificar algunas
proteinas importantes en el proceso de percepcidn de odorantes en el sistema olfativo de insectos.
Lo que podria ser clave para entender el mecanismo de accion y recepcion de moléculas odorantes,

tanto atrayentes como repelentes.

5.2 ldentificacion y comparacion de proteinas expresadas

Los geles obtenidos a través de electroforesis bidimensional fueron reproducibles y

mostraron una gran cantidad de spots relacionadas a proteinas dentro del rango de pH de 3 a 10.
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Con esto, se demostrd que el rango de pH y peso molecular de las proteinas diferenciales es amplio
pues se obtuvieron spots sobre todo el rango de pH (3-10) y peso molecular (11-245 kDa). Sin
embargo, la mayor parte de las proteinas sobre expresadas en ambos tratamientos se encontraron
en el rango de bajo peso molecular, 11 a 30 kDa aproximadamente. En la literatura, se han
reportado diversas proteinas en este rango de peso que pertenecen a proteinas odorantes, proteinas
de transporte, proteinas de sefializacion y regulacion (Li et al., 2008; Picon-Pageés et al., 2019; Xia
& Guang, 2005; Yuan et al., 2015). Lo anterior, sugiere que este grupo de proteinas estan
implicadas en el proceso de recepcidn y transporte de sustancias como los repelentes (Eilerts, et

al., 2018; Fernandes, et al., 2016; Rosilawati et al., 2019).

Posteriormente, a través de MALDI TOF-MS y bases de datos como Swissprot y Uniprot,
se identificaron las proteinas y su funcion en cada uno de los tratamientos. Con lo anterior, se
encontrdé que los espectros estan relacionados con proteinas de diversas especies de bacterias, de
insectos como Drosophila melanogaster, de varios mamiferos y del mosquito Anopheles gambiae
con valores de score de 39 a 71. Este rango podria indicar que no se conozca la huella peptidica
de algunas proteinas o que la estructura primaria de dicha proteina no se haya reportado
completamente hasta ahora para Aedes aegypti. No obstante, al realizar la clasificacion y busqueda
de la funcidn de las proteinas, se evidencio que estan relacionadas a procesos de sefializacion en
neuronas, procesos de regulacion, produccién de energia, detoxificacion, entre otros. De este
modo, esta metodologia funcion6 para identificar la mayor cantidad de proteinas obtenidas de
forma diferencial. En general, la metodologia mostrada para la extraccion y separacion de
proteinas de cabeza de hembras de Aedes aegypti fue eficaz, ya que se obtuvieron mas de 106
proteinas diferenciales por gel con abundancia relativamente alta. Aunque con otros métodos de

separacion de proteinas se obtiene una mayor cantidad de spots y péptidos, no siempre es posible
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identificar todas las proteinas en su totalidad. Lo anterior indica que la metodologia utilizada para
la extraccion y separacion es adecuada para identificar proteinas diferenciales relacionadas al
proceso de recepcion de moléculas como los repelentes (Dhawan et al., 2017; Mastrobuoni et al.,

2013; Rosilawati et al., 2019).

5.2.1 Analisis de la expresion diferencial y mecanismo de recepcion: DEET vs control

Con respecto a las funciones de sefializacion, regulacion, transporte, produccion de energia
y detoxificacion encontradas en las proteinas de este estudio, da a entender que durante la
exposicion a los repelentes (de origen natural y sintético) estan involucradas diferentes vias
metabolicas, de sefializacion y detoxificacion celular. En primer lugar, se analizo el interactoma
para el repelente sintético DEET. Con este tratamiento, proteinas involucradas en la produccion
de energia, como gliceraldehido 3-fosfato deshidrogenasa, acetil CoA sintetasa, ATP sintasa
subunidades o y P y ubiquinona sintetasa inhibieron su expresion. Esto sugiere que la via
glucolitica y la fosforilacién oxidativa que producen energia en forma de ATP, se encuentren
alteradas en comparacion con el control. Adicionalmente, la enzima fructosa 1,6-bifosfatasa se
sobre expreso para este tratamiento; por lo tanto, confirma que el proceso de glucélisis se encuentra
regulado de forma negativa (Baldelli et al., 2019; Bernstein & Bamburg, 2003; Guo & Smith,

2017; Rund S et al, 2013).

En la neurona, la demanda energética es alta debido a que se necesita mantener el
funcionamiento de proteinas involucradas durante la sinapsis, sintesis y activacion de mensajeros

secundarios y transporte de neurotransmisores (Bernstein & Bamburg, 2003). En relacién con



PROTEOMICA Y ELECTROANTENOGRAFIA DE AEDES AEGYPTI 153

dicha disminucion en la produccion de energia, la proteina 0xido nitrico sintasa, que sintetiza el
oxido nitrico (NO), se encontré sobre expresada para este tratamiento. Esta molécula esta
catalogada como un neurotransmisor y mensajero secundario con diferentes funciones en la
neurona. Una de estas esta relacionada a la regulacion negativa de la produccion de ATP en la
célula (Baldelli et al., 2019; Picdn-Pages et al., 2019). Esto se debe a que, durante la liberacion de
NO, varias proteinas y enzimas pierden o disminuyen su actividad porque reaccionan con el NO y

se nitrosilan (Baldelli et al., 2019).

Lo anterior, explicaria la inhibicion de la expresion de proteinas de la via glucolitica como
el gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa, proteinas que regulan la homeostasis como las
chaperoninas y liberacion de mensajeros secundarios, como el guanilato quinasas y guanilato
ciclasas. En varias investigaciones realizadas (Mustafi, et al., 2009; Omondi, et al., 2015; Pongs
et al., 1993) se reportaron inhibiciones o alteraciones debido al 6xido nitrico de algunas proteinas
encontradas en esta investigacion. De este modo, la expresion y actividad de varias proteinas se
disminuye por la reaccion del NO con la proteina (Baldelli et al., 2019; Picon-Pageés et al., 2019).
Por otro lado, proteinas como los aminoaciles prolina, treonina y fenilalanina tRNA sintetasas,
factores de ensamblaje ribosomal y de elongacién y la proteina homéloga LST8, importantes en
el proceso de elongacion durante la sintesis de proteinas en el ribosoma se sobre expresaron
(Baldelli et al., 2019; Chen et al., 2011). Lo anterior, sugiere que la célula sobre expresa proteinas
necesarias para el proceso de sintesis de proteinas en respuesta al efecto negativo del 6xido nitrico;
asi, producir nuevas proteinas para continuar con el funcionamiento adecuado de los procesos

alterados por el NO.

Respecto a la produccidn de oxido nitrico, en investigaciones realizadas por Baldelli et al.,

2019, se reporta que el incremento de NO en la célula produce una respuesta metabolica de estres
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a nivel celular y mitocondrial. Esto estaria involucrado con la expresion de proteinas como
citocromo c y la translocasa ADP/ATP en la mitocondria. Estas proteinas realizan el intercambio
ADP/ATP entre la mitocondria y el citoplasma y se relacionan con la sefializacion que induce la
muerte celular programada (apoptosis) (Rund et al., 2013; Smith et al., 2016). Ademas, se ha
reportado que el estrés celular producido por el NO causa la alteracion del ciclo celular y proteinas
nucleares (Picon-Pageés et al., 2019). Lo anterior, estaria relacionado a proteinas inhibidas para
este tratamiento como exoribonucleasas y nucleoporinas, importantes en el proceso de transporte,
degradacion de RNAy reciclaje de nucle6tidos, antes y después del proceso de sintesis de proteinas
(Andrade et al, 2009; Bhattacharjya et al., 2015). De este modo, la exposicion del mosquito con
DEET podria producir apoptosis debido a la inhibicion de estas proteinas y sobre expresion de

factores de apoptosis como el citocromo c.

Otra de las funciones del 6xido nitrico es actuar como neurotransmisor “retrogrado”
(Esplugues, 2002; Picon-Pages et al., 2019). Se le atribuye el término retrégrado ya que se sintetiza
en la neurona postsinaptica y se transporta hacia neuronas presinapticas, produciendo un efecto
ciclico en la transmision de sefiales. Por lo tanto, se retrasa el flujo de informacion a neuronas
postsinapticas. El retraso de la transmision de sefial neurona a neurona sugiere que la
perdurabilidad de repelentes sintéticos como DEET sea mas prolongado. Al interactuar el DEET
con el sistema olfativo, las neuronas del insecto producen una elevada cantidad de NO. En
consecuencia, provoca que otros procesos metabélicos como produccion de energia, procesos de
sefializacion y eliminacion de moléculas xenobidticas, sean mas lentos. Lo anterior se podria
confirmar ya que también se encontraron proteinas inhibidas relacionadas a procesos de

sefializacion y regulacion.
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Por ejemplo, la enzima inositol trifosfato quinasa, encargada de fosforilar moléculas de
inositol produciendo inositol trifosfato (IPP3) y derivados fosforilados que funcionan como
intermediarios para la liberacion de iones calcio Ca?* intracelular (Xia & Guang, 2005). La
alteracion en la actividad de esta enzima evita que la célula ralentice los procesos de homedstasis,
lo que ocasiona estrés celular por exceso o falta de iones Ca?*. De la misma forma, la proteina
frequenina-1, es una de las proteinas que dependen de niveles de Ca?* para su funcionamiento y
se encuentra inhibida. Esta proteina tiene relevancia en la regulacién de procesos durante la
sinapsis (Dason, et al, 2012; Pongs et al., 1993). Una de las funciones de esta proteina, es actuar
como un sensor de iones Ca?* produciendo una cascada de sefializacion para el funcionamiento de
proteinas quinasas necesarias para la sintesis de nucle6tidos fosfato (cGMP, cGDP, cGTP, CAMP,
GMP, GDP, GTP, AMP, etc.). Algunas de estas quinasas y proteinas de transporte involucradas
con expresion inhibida son la enzima guanilato quinasa, la NAD quinasa, la proteina dominio LIM,
lin-7 homodlogo B y la AMP-GMP ciclo sintasa (Tabla 2). De este modo, la inhibicion de proteinas
como frequenina-1, guanilato quinasa y NAD quinasa, alteran la liberacion y produccion de
mensajeros secundarios, involucrados durante la transduccion de sefiales quimicas a eléctricas por
la via metabotrépica (Dason et al., 2012; Nakagawa & Vosshall, 2009). Por lo tanto, la inhibicion
de estas proteinas que actlan como sefializadores en cadena causan un retraso o alteracion de la

captacién y transmisién de sefiales neuronales transmitidas de célula a célula.

Por otro lado, en el interactoma también se encontraron proteinas que no presentaron
interaccion directa con otras en el diagrama. Varias de estas, como la proteina Vav, la proteina G
rica en leucina, la proteina odorante 83ay el receptor gustativo 92, estan involucradas en procesos
de sefalizacion (Bustelo, 2001; Kaupp, 2010; Matthews et al., 2016; Pongs et al., 1993). Por

ejemplo, la proteina Vav juega un rol importante en el acoplamiento de proteinas tirosina quinasas
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que desencadenan la actividad de GTPasas y cascadas de sefializacion para transduccion de sefiales
en la neurona (Bustelo, 2001). Seguido a esto, la proteina G rica en leucina, es necesaria para
interacciones proteina-proteina relacionadas a procesos de activacion de cascadas de sefializacion
durante la recepcion de moléculas en el sistema olfativo (Kobe & Kajava, 2001; Laurén et al,
2003). Ademas, se encontrd que el receptor gustativo GR92a inhibi6 su expresion, lo que podria
indicar que se estad reduciendo la percepcion de volatiles por parte del mosquito. Segun se ha
reportado, la mayoria de los receptores gustativos estan involucrados principalmente en la
captacion de CO2, una molécula clave para la basqueda de alimento en mosquitos (Sanford et al.,
2013; Schmidt & Benton, 2020). De este modo, en contraste con los resultados obtenidos en
electroantenografia y experimentos in vivo, un posible mecanismo de recepcion y accion del DEET
es la alteracion de la produccion de ATP, de mensajeros secundarios y la inhibicion de proteinas
que transmiten informacién durante el proceso de sinapsis neuronal. En consecuencia, la
transmision de sefiales de neurona a neurona sucede mas lentamente hasta que el DEET sea

eliminado o degradado del organismo.

5.2.2 Analisis de la expresion diferencial y mecanismo de recepcion: Mezcla 1 vs control

Pasando al anélisis del diagrama de interacciones del tratamiento con la mezcla 1, se
muestran diferencias en algunos cluster en comparacién con DEET. Uno de estos, esta relacionado
con la produccidn y transporte de vesiculas que transportan neurotransmisores en la neurona. Este
grupo lo conforman proteinas como dinactinas, espectrinas, el factor de unién a GTP y los
complejos de exocitosis Exo70 y Sec3. De estas, la dinactina, la proteina de unién a GTP (Tabla

1) y la Efrina-1 (Tabla 1), se sobre expresaron. Mientras que proteinas de unién membrana-



PROTEOMICA Y ELECTROANTENOGRAFIA DE AEDES AEGYPTI 157

vesicula, como la espectrina, complejos de exocitosis (Exocyst), la proteina dominio LIM y lin-7
homologo B (Tabla 2), se inhibieron. Las dinactinas se encuentran a lo largo del axén de la
neurona, la sobre expresion de esta proteina sugiere que la neurona incrementa la actividad de
transporte cuando el mosquito percibe los repelentes de la mezcla 1. De forma similar, este efecto
estaria relacionado con otras proteinas sobre expresadas como LIM MIp84b, que mantiene la
integridad del citoesqueleto y regula la efectividad de la movilidad celular a través de las actinas
(Bernstein & Bamburg, 2003). De este modo, aunque las proteinas como espectrinas, importantes
en la union vesicula-membrana, se encuentren inhibidas, la neurona incrementa la efectividad en
el transporte para contrarrestar este efecto y continuar con el proceso de transporte y transduccion
de sefiales. En consecuencia, cuando el mosquito percibe los repelentes de la mezcla 1, se alteran
procesos de transporte de vesiculas y neurotransmisores; asi, el proceso de sinapsis se ve afectado
y se retrasa. Lo anterior, podria corroborarse ya que otras proteinas como las enzimas guanilato
quinasa, NAD quinasa, la proteina Vav, la proteina de union a guanina, la proteina homologa lin-
7, AMP-GMP ciclico sintasa, también se encuentran inhibidas. Todas estas proteinas estan
involucradas en la liberacion de mensajeros secundarios que desencadenan la actividad de
GTPasas y cascadas de sefializacion para transduccion de sefiales. De este modo, el proceso de
transporte y sinapsis se ve alterado, provocando que la transduccion de sefiales quimicas a sefiales
eléctricas sea mas lenta. Este efecto es similar al encontrado a través de EAG, ya que las sustancias
de origen natural disminuyeron la sefial eléctrica correspondiente al amoniaco, directamente

relacionado a los canales i6nicos y proceso de sinapsis.

En el caso de la mezcla 1, proteinas relacionadas al estrés oxidativo como las enzimas
oxido nitrico sintasa, superoxido dismutasa y la proteina chaperonina 60 kDa, se encuentran

inhibidas, contrario a lo sucedido para el DEET. En estudios realizados por Mustafi et al, 2009, se
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encontrd que la enzima superdxido dismutasa y las chaperoninas se co-expresan para evitar el dafio
de otras proteinas durante el estrés oxidativo celular. La inhibicion de este tipo de proteinas sugiere
que los repelentes de la mezcla 1 desencadenan reacciones que inhiben la expresion de estas
proteinas. Por lo tanto, la recepcion de los 3 metabolitos no produce una respuesta de estrés
oxidativo. Sin embargo, se encontraron sobre expresadas varias proteinas detoxificantes como la
aldo-ceto reductasa, la glutation-S-transferasa, la glutarredoxina y la enzima nicotinato
fosforibosiltransferasa (Baldelli et al., 2019; Luo et al., 2015; Misra et al, 2011). Estas proteinas
reaccionan facilmente con compuestos que contengan grupos cetona, éster, aldehidos y carbonos
electrofilicos, como aquellos presentes en los compuestos acetato de geranilo, a-bisabolol y
nerolidol (Figura 32) (Hellestad et al., 2011). De este modo, aunque no se presente respuesta de
estrés oxidativo; la célula elimina estas moléculas por otros medios de detoxificacion, los cuales
son mas efectivos debido a los enlaces presentes en los compuestos terpénicos utilizados en este
proyecto. Esto sugiere que la baja efectividad repelente de sustancias de origen natural esta
directamente relacionada a la facilidad con la que la célula puede eliminarlas a través de estas
proteinas detoxificantes, un suceso no encontrado para el repelente sintético DEET. No obstante,
los experimentos realizados en esta investigaciéon no confirman la ruta de degradacion de
compuestos de origen natural aqui utilizados, de este modo, investigaciones adicionales son

necesarias para comprobar esta hipotesis.

Con similitud al DEET, proteinas involucradas en la produccion de energia como la ATP
sintasa subunidad beta, la malato deshidrogenasa y la ubiquinona sintasa, se inhibieron. En este
caso, la alteracién en la produccion de ATP disminuye la actividad de otros procesos dependientes
de ATP. Esto estaria directamente relacionado con la inhibicién de proteinas de transporte de

neurotransmisores, pues requieren alta demanda de energia en forma de ATP para funcionar
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(Bernstein & Bamburg, 2003; Rund et al., 2013). De los resultados presentes en este proyecto, se
resalta que en la literatura hasta el momento no se tenian reportes de investigaciones relacionadas
al proteoma diferencial de Aedes aegypti cuando es expuesto a moléculas repelentes. Algunas
investigaciones han realizado extraccion de proteinas de cabezas Aedes aegypti; sin embargo, no
se reportan las mismas proteinas encontradas en esta investigacion ya que dichos estudios no estan
enfocados en el estudio diferencial con tratamientos de sustancias (Dhawan et al., 2017; Hellestad
et al., 2011; Maringer et al., 2017). Junto con los resultados de electroantenografia se puede
confirmar que los repelentes sintéticos presentan un mecanismo diferente a las sustancias de origen
natural. En lo que concierne a la recepcién de estas moléculas volatiles, es posible que ambos tipos
de moléculas sintéticas y de origen natural tengan el mismo mecanismo de recepcién a través de
proteinas odorantes. Sin embargo, la respuesta del mosquito frente a ambas moléculas es diferente;
para el DEET, se encontr6 alteracion en procesos relacionados a la eficacia sinaptica y la
generacion de energia en forma de ATP en la neurona, lo que produce la reduccién en la sefial
electroantenografica por disminucion en la actividad neuronal (Figura 33). Ademas, comparando
los tratamientos de los repelentes de origen natural y DEET; el tratamiento con DEET no sobre
expreso en igual proporcidn aquellas proteinas involucradas en procesos de detoxificacion. De este
modo, es posible que la interaccion y efecto sobre canales y receptores idnicos se da de forma mas

eficaz y prolongada.

Figura 31.

Posibles mecanismos de detoxificacion utilizados por el mosquito mediante las enzimas aldo-ceto

reductasa y glutation-S-transferasa, proteinas sobre expresadas para el tratamiento con la mezcla 1
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En contraste, la mezcla de los 3 metabolitos alter6 proteinas relacionadas a la generacion
de energia, sefializacion y transporte de vesiculas y neurotransmisores, lo que influye de forma
negativa en la sinapsis (Figura 34). Sin embargo, la célula en respuesta a compuestos de origen
natural, sobre expresa proteinas detoxificantes, lo que ayuda a eliminar méas facilmente este tipo
de moléculas (Baldelli et al., 2019; Luo et al., 2015; Strange et al., 2001). En ambos tratamientos,
se encontrd alteraciones en la sinapsis neuronal, lo que estaria relacionado con la disminucién de
la sefial de EAG reportada en esta investigacion. Finalmente, el aporte de este trabajo representa
una aproximacion de posibles mecanismos de accion de repelentes de origen natural y sintético
implementados contra el mosquito Aedes aegypti. Con futuras investigaciones, se podran realizar

disefio y busqueda de moléculas repelentes cuyo efecto sea mucho mas prolongado teniendo en
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cuenta los efectos a nivel proteico y de sefiales de EAG encontrados en este trabajo. Asi, repelentes
sintéticos nocivos como el DEET e IR3535 podran ser reemplazados de forma parcial o total con

compuestos de origen natural e incrementar la efectividad repelente de este tipo de compuestos.
Figura 33.

Posible mecanismo de accion/recepcién para el tratamiento con DEET. a) Los voléatiles son
transportados a los canales ionicos por las proteinas odorantes (OBP’s) o se difunden a través de
la membrana plasmética. b) La interaccion DEET-canal iénico disminuye su actividad, lo que
reduce la sefial eléctrica. ¢) EI DEET inhibe la expresién de la ATPasa, importante en la
produccion de ATP en la mitocondria. d) El ingreso del DEET al sistema olfativo afecta la
expresion de proteinas importantes para la liberacion de iones Ca®", lo que impide el correcto
funcionamiento de otros procesos. €) Otras proteinas inhibidas y sobre expresadas provocan el

retraso de cascadas de sefializacion y transmision de sefiales.
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Figura 34.

Posible mecanismo de accion/recepcién para el tratamiento con la mezcla 1. a) Los voléatiles son
transportados a los canales ionicos por las proteinas odorantes (OBP’s) o se difunden a través de la
membrana plasmatica. b) Proteinas detoxificantes degradan los compuestos terpénicos. ) La interaccién
DEET-canal ionico disminuye su actividad, lo que reduce la sefial eléctrica. d) EI DEET inhibe la expresion
de la ATPasa, importante en la produccién de ATP en la mitocondria. €) Las proteinas relacionadas a
procesos de exocitosis se inhiben, lo que retrasa el proceso de sinapsis. f) Otras proteinas inhibidas
retrasan procesos de sefializacion en la célula. g) La sobre-expresion de dinactinas incrementa la eficacia

en el transporte de vesiculas importante para la transmision de sefiales a través de neurotransmisores.
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6. Conclusiones

Con el andlisis del diagrama de interacciones proteina-proteina se demostré que los
repelentes DEET vy las sustancias de origen natural, tienen mecanismos de recepcion diferentes.
En el caso del DEET, se alteraron los procesos sinapticos, algunos relacionados a produccion de
energia en la neurona y sintesis de neurotransmisores como el 6xido nitrico. Por otro lado, el
mecanismo encontrado para la mezcla 1 se relaciona a la alteracion de procesos de transporte de

vesiculas, sefializacion durante la sinapsis y produccion de energia.

Las sustancias de origen natural, acetato de geranilo, a-bisabolol, nerolidol y el repelente
sintético DEET disminuyen la sefial obtenida por electroantenografia correspondiente al amoniaco,
una sustancia atrayente. Ademas, al implementar el repelente y amoniaco de forma simultanea,
también se obtiene un patrén de disminucion en la sefial obtenida por el amoniaco. Los resultados
correspondientes a electroantenografia muestran que los canales idnicos de Aedes aegypti se

activan a través de vias ionotrdpicas y metabotrdpicas.

El patron de disminucion de sefiales eléctricas obtenidas por electroantenografia funciona
como un proceso de screening para compuestos con actividad bioldgica repelente. Este patron de
la sefial de amoniaco cambia al exponer al mosquito Aedes aegypti a los repelentes acetato de
geranilo, nerolidol, a-bisabolol y DEET y este efecto estd directamente relacionado con la
actividad de canales idnicos del sistema olfativo. No obstante, se resalta que pruebas in vivo de

repelencia siempre seran necesarias para corroborar la efectividad y perdurabilidad del repelente.
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A través de electroantenografia se observo que las mezclas de metabolitos secundarios
disminuyeron entre un 20-60% la proporcion de la sefial de amoniaco obtenida inicialmente. De
estas, la mezcla 1, compuesta por acetato de geranilo, a-bisabolol y nerolidol, destaca sobre las

demas debido a que presenta actividad repelente in vivo reportada previamente por el laboratorio.

La metodologia implementada por la técnica de electroantenografia ratifica la necesidad
experimental de emplear el mosquito vivo para este tipo de mediciones y no Unicamente con la
cabeza 0 antenas, como se reporta en la literatura. Lo anterior, disminuye el sesgo obtenido de las
sefiales eléctricas y como se observd, representa una metodologia reproducible para todas las

sustancias.

La presencia de proteinas detoxificantes sobre expresadas en la mezcla 1, sugiere que las
sustancias de origen natural sean menos efectivas como repelentes a largo plazo ya que son

facilmente degradadas por este tipo de enzimas.

Los resultados de ambas metodologias utilizadas, electroantenografia y proteémica,
muestran que los canales i6nicos son alterados por la interaccion con compuestos repelentes.
Ademas, la presencia de estas moléculas en el sistema olfativo del mosquito lleva a la reduccién
en la expresion de proteinas importantes para el proceso de sinapsis, sintesis de energia en forma
de ATP y alteracion de procesos de transporte intracelular a través de vesiculas. En cuanto a la
efectividad repelente a nivel molecular, los repelentes de origen natural sobre expresan proteinas

que ayudan a la degradacién facilitada en la célula y podrian permanecer por menos tiempo en la
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célula. Por otro lado, el DEET no sobre expresa este tipo de proteinas y podria tener mayor afinidad
con los canales idnicos, ya que experimentalmente se han obtenido hasta 8 horas de proteccion in

Vivo.

7. Recomendaciones

Para futuras investigaciones se recomienda emplear otros métodos de separacion e
identificacion de proteinas para obtener un score mayor a través de espectrometria de masas e
identificar proteinas que estén presentes en una concentracion mucho menor. Esto se debe a que,
durante la seleccién de spots de proteinas diferenciales, los spots con baja intensidad no logran ser
identificados ya que la cantidad de proteina es muy baja, tal como se reportd para algunos casos

ambos tratamientos.

Algunas técnicas como gPCR empleando primers de proteinas son necesarias para
corroborar la identidad de las proteinas. Aunque algunas proteinas obtuvieron un score
relativamente alto, este proceso confirma la identidad de la proteina obtenida por espectrometria

de masas MALDI TOF MS.

En ambos tratamientos se inhibieron proteinas relacionadas a las subunidades de la ATP

sintasa, una proteina necesaria para la produccion de ATP en la célula. Se sugiere realizar ensayos
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de actividad enzimatica de ATPasa para confirmar cambios en la actividad de esta enzima en

presencia de los repelentes acetato de geranilo, a-bisabolol, nerolidol y DEET,

Los resultados aqui presentes confirman que existe una modificacién de los procesos a
nivel proteico cuando el mosquito se expone a sustancias repelentes. Estas moléculas pueden
mejorar su actividad repelente realizando mezclas de estos compuestos en formulados que
contengan liposomas, soluciones micelares, nano-emulsiones, entre otros. De este modo, lograr
una efectividad repelente mayor para compuestos de origen natural, cuya perdurabilidad es menor

al DEET.

En cuanto al disefio de futuros repelentes, se recomienda realizar diversas formulaciones y
mezclas con los compuestos acetato de geranilo, a-bisabolol, nerolidol y DEET. Emplear las
sustancias de origen natural y de origen sintético en formulados de concentraciones bajas podria
mejorar la perdurabilidad de estas sustancias; asi como su efectividad. Un estudio sobre mezclas
de compuestos de origen natural y sintéticos en formulaciones podria incrementar la

perdurabilidad de repelentes en la piel méas de lo reportado actualmente en la literatura.
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Apéndices

Apéndice A.

Triplicado de geles de electroforesis bidimensional en el pH de 3 a 10 correspondientes al control

(mosquitos Aedes aegypti no tratados).

Réplica 1

Marcador
de peso

kD
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Réplica 2

Réplica 3

Marcador
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Apéndice B. Triplicado de geles de electroforesis bidimensional en el rango de pH de 3 a 10
correspondientes al tratamiento con la mezcla 1 (acetato de geranilo, a-bisabolol y nerolidol) cada

compuesto en concentracion de 100 mg/mL.

Réplica 1

Marcador

Réplica 2
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Réplica 3

Marcador
de peso
N4

Apéndice C. Triplicado de geles de electroforesis bidimensional en el rango de pH de 3 a 10

correspondientes al tratamiento con el repelente sintético DEET en concentracién de 100 mg/mL.

Réplica 1
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Réplica 2

Marcador

Réplica 3

Marcador
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APENDICE D. a) Patrones de sefiales electroantenograficos y cambios porcentuales en la sefial de
amoniaco al aplicar el compuesto acetato de geranilo, c¢) a-bisabolol, ) nerolidol y g) DEET en las
concentraciones 0,5, 1, 10, 50 y 100 mg/mL, con un estimulo pre y post tratamiento de amoniaco. b)
Registros de sefiales de electroantenografia para el repelente acetato de geranilo. Este compuesto no
presentd diferencias estadisticas significativas entre las sefiales EAG de amoniaco antes y después de

aplicar las sustancias repelentes mencionadas.

a) Amoniaco Acetato de geranilo Amoniaco

2s

b)

3000+

Acetato de Geranilo
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1000
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500+
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APENDICE E. Patrones de sefiales electroantenogréficos y cambios porcentuales en la sefial de amoniaco
al aplicar la mezcla 2 (acetato de geranilo y nerolidol). a) mezcla 2 50 mg/mL, ¢) mezcla 2 100 mg/mL con
un estimulo pre y post tratamiento de amoniaco. Registros de sefiales de electroantenografia para la mezcla
2, b) mezcla 2 50 mg/mL, d) mezcla 2 100 mg/mL. (*) y (**) indica diferencias estadisticas significativas
entre las sefiales EAG de amoniaco antes y después de aplicar las sustancias repelentes mencionadas. (*) p
<0,05y (**) p <0,01, Prueba Tukey. Junto con cada gréfica, se muestran los patrones de sefiales de EAG
y su cambio porcentual antes y después de la aplicacion del repelente. Estadistico, mezcla 2 en
concentracién 50 mg/mL (ANOVA de una via, F(2,24)=130,1, p<0,0001; Posthoc Prueba Tukey p <0,05),

mezcla 2 en concentracion 100 mg/mL (ANOVA de una via, F(2,18)=43,22,p <0,0001; Posthoc Prueba

Tukey p <0,01).
. Mezcla 2 . Amoniaco Mezcla 2 Amoniaco
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APENDICE F. Patrones de sefiales electroantenograficos y cambios porcentuales en la sefial de amoniaco
al aplicar la mezcla 3 (Nerolidol y a-bisabolol). a) mezcla 3 50 mg/mL, ¢) mezcla 3 100 mg/mL con un
estimulo pre y post tratamiento de amoniaco. Registros de sefiales de electroantenografia para la mezcla 3,
b) mezcla 3 50 mg/mL, d) mezcla 3 100 mg/mL. (*) indica diferencias estadisticas significativas entre las
sefiales EAG de amoniaco antes y después de aplicar las sustancias repelentes mencionadas. (*) p < 0,05,
Prueba Tukey. Junto con cada gréafica, se muestran los patrones de sefiales de EAG y su cambio porcentual
antes y después de la aplicacion del repelente. Estadistico, mezcla 3 en concentracion 50 mg/mL (ANOVA
de una via, F(2,18)=39,18,p <0,0001; Posthoc Prueba Tukey p <0,05), mezcla 3 en concentracion 100

mg/mL (ANOVA de una via, F(2,18)=30,31,p <0,0001; Posthoc Prueba Tukey p <0,05).
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APENDICE G. Patrones de sefiales electroantenogréficas y cambios porcentuales en las sefiales de EAG
al aplicar el amoniaco y el repelente de forma simultanea. a) sefiales de EAG acetato de geranilo 50 mg/mL,
c) sefiales de EAG acetato de geranilo 100 mg/mL, c) Respuesta EAG acetato de geranilo 50 mg/mL y d)
respuesta EAG acetato de geranilo 100 mg/mL. Los pulsos de amoniaco y repelente simultaneo se aplicaron
luego de un pulso inicial de Unicamente amoniaco para realizar la comparacién estadistica y porcentual. (*)
indica diferencias estadisticas significativas entre las sefiales obtenidas de amoniaco vs amoniaco-repelente

simultaneo (t-student test). Estadistico, acetato de geranilo 100 mg/mL (t-test, t(8)=3,189; p= 0,0128).
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APENDICE H. Patrones de sefiales electroantenograficas y cambios porcentuales en las sefiales de EAG
al aplicar el amoniaco y el repelente de forma simultanea. a) sefiales de EAG mezcla 2 (acetato de geranilo
y nerolidol) 50 mg/mL, c) sefiales de EAG mezcla 2 [100 mg/mL], ¢) Respuesta EAG mezcla 2 [50 mg/mL]
y d) respuesta EAG mezcla 2 [100 mg/mL]. Los pulsos de amoniaco y repelente simultaneo se aplicaron
luego de un pulso inicial de Unicamente amoniaco para realizar la comparacién estadistica y porcentual. (*)
indica diferencias estadisticas significativas entre las sefiales obtenidas de amoniaco vs amoniaco-repelente

simultaneo (t-student test). Estadistico, mezcla 2 [100 mg/mL] (t(6)=3,935; p=0,0077, t-test).
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APENDICE I. Patrones de sefiales electroantenogréficas y cambios porcentuales en las sefiales de EAG al
aplicar el amoniaco y el repelente de forma simultanea. a) senales de EAG mezcla 3 (nerolidol y a-bisabolol
50 mg/mL, c) sefiales de EAG mezcla 3 [100 mg/mL], c) Respuesta EAG mezcla 3 [50 mg/mL] y d)
respuesta EAG mezcla 3 [100 mg/mL]. Los pulsos de amoniaco y repelente simultaneo se aplicaron luego
de un pulso inicial de Gnicamente amoniaco para realizar la comparacion estadistica y porcentual. (*) indica
diferencias estadisticas significativas entre las sefiales obtenidas de amoniaco vs amoniaco-repelente
simultaneo (t-student test). Estadistico, mezcla 3 en concentraciones 50 mg/mL (t(6)=2,791; p=0,0315, t-

test), 100 mg/mL (t(6)=3,912; p=0,0079, t-test).
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APENDICE J. Patrones de sefiales electroantenograficas y cambios porcentuales en las sefiales de EAG al
aplicar el amoniaco y el repelente de forma simultanea. a) sefiales de EAG mezcla 4 (acetato de geranilo y
a-bisabolol) 50 mg/mL, c) sefiales de EAG mezcla 4 [100 mg/mL], ¢) Respuesta EAG mezcla 4 [50 mg/mL]
y d) respuesta EAG mezcla 4 [100 mg/mL]. Los pulsos de amoniaco y repelente simultaneo se aplicaron
luego de un pulso inicial de Unicamente amoniaco para realizar la comparacién estadistica y porcentual. (*)
indica diferencias estadisticas significativas entre las sefiales obtenidas de amoniaco vs amoniaco-repelente
simultaneo (t-student test). Mezcla 4 en concentraciones 50 mg/mL (t(6)=3,268; p=0,0171, t-test) y 100

mg/mL (t(6)=3,295; p=0,0195, t-test).
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APENDICE K. Andlisis de proteinas con expresion diferencial a través del software PDQuest. Los geles

maéster que indican la union del triplicado de geles realizado se muestran en a) Mezcla 1y b) DEET.
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