Universidad
Zaragoza

annnn
e
I

1 2

L%, ]
£

Facultad de Medicina

Trabajo Fin de Grado

PAPEL DE WOLBACHIA EN LA TRANSMISION Y
PATOGENIA DE ENFERMEDADES TROPICALES.
REVISION NARRATIVA

Role of Wolbachia in the transmission and pathogenesis of
tropical diseases. Narrative review

Autor
Daniel Bergua Claver

Directora
Maria Pilar Goiii Cepero

Departamento de Microbiologia, Pediatria, Radiologia y Salud Publica
Area de Parasitologia

Curso académico 2023-2024



NDICE

1. Resumeny palabras clave.........ccccooeivieiiiie i 1

2. INTrOAUCCION ..o e 2

3. ODJELIVOS ...t 5
ODbjetivo prinCipal........cccccveiiieiie e 5
ODbjetivos eSPECITICOS.......ccveieeiiecieeie e 5

O \V/ T (0o (o] oo - U 6

5. Resultados ¥ diSCUSION.........ccccovveeiieiiie e 7

6
7

5.1 Una pandemia global. Transmision vertical y horizontal de

WOIDAChTA......ccviiiiecic e 7
5.2. Fenotipos reproductivos inducidos por Wolbachia......... 11
5.3 Bloqueo viral inducido por Wolbachia ...........c.ccccevuveee 15
5.4 Wolbachia y nematodos filariales ............c.cccoeveeinnnn 17

5.5 Estrategias de control de enfermedades basadas en
WOIDACKHIA .....ccueiiiece e 19

N 0] o [ [0 [0 4 1= TR 26

. BiIbliografia ......c.cccevveiieec 27



1. Resumen v palabras clave

El impacto sanitario y econdmico de las enfermedades tropicales a nivel global, y
especificamente en las zonas endémicas, continia siendo un problema a resolver por la
comunidad cientifica, habiéndose convertido la bacteria Wolbachia en una diana potencial
para su control. Wolbachia es una bacteria endosimbionte de artropodos y nematodos
ampliamente distribuida a nivel global. Se estima que aproximadamente el 50% de las
especies de insectos existentes son portadores de Wolbachia. Esta bacteria cuenta con una
serie de peculiaridades que la hacen atractiva para su uso en el control de enfermedades
tropicales, como la modificacion de la reproduccion de artropodos vectores de patologias
tropicales, la proteccion que confiere a diferentes especies de mosquitos frente a arbovirus
y Plasmodium, y su influencia en la complicada inmunopatologia de las filariosis
humanas. En este estudio se realiza una revision narrativa de la biologia de Wolbachia,
las relaciones endosimbidticas que mantiene con artropodos y nematodos, asi como una
descripcion de las estrategias de control de enfermedades tropicales basadas en

caracteristicas de Wolbachia.

Palabras clave: Wolbachia, endosimbiosis, nematodos, artropodos,

incompatibilidad citoplasmatica, bloqueo viral.

Summary and keywords

The global medical and economic impact of tropical diseases, and most importantly, their
impact in areas where they are endemic, continues to be an unresolved issue within the scientific
community. However, the bacterium Wolbachia seems to be becoming a potential target for
controlling these illnesses. Wolbachia is a bacterium, endosymbiont for arthropods and
nematodes, widely disseminated globally. It is estimated that approximately 50% of insect species
are carriers of Wolbachia. This bacterium possesses a series of peculiarities that make it appealing
for the control of tropical diseases, such as its alteration of the reproductive patterns of the
Wolbachia-carrying arthropods, the protection they grant to mosquitoes against arboviruses and
Plasmodium, and its influence within the complicated immunopathology of the human filariasis.
This study reviews the biology of the Wolbachia bacterium, its endosymbiotic relationship with
arthropods and nematodes, and desbribes the control strategies for tropical diseases based on the

characteristics of Wolbachia.

Keywords: Wolbachia, endosymbiosis, nematodes, arthropods, cytoplasmatic

incompatibility, virus blocking.



2. Introduccidén

La simbiosis (del griego ovufiwoic symbiosis 'vida en comun') se puede definir
como " la existencia de una asociacion estable entre dos 0 mas organismos de diferentes
especies para dar lugar a un estilo de vida integrado a nivel genético, metabolico o
conductual"(1). Las relaciones simbioticas entre diferentes organismos ya sean
unicelulares o pluricelulares, hacen posible, en parte, la gran diversidad de
comportamientos y estilos de vida que se encuentran en la biosfera. Ademas, la
investigacion y el entendimiento de los mecanismos de dichas simbiosis, asi como sus
bases genéticas, han permitido abrir nuevas fronteras en numerosos campos de estudio
bioldgicos, agricolas, médicos y epidemiologicos en la actualidad (2). En este contexto,

las bacterias del género Wolbachia merecen especial atencion.

El género Wolbachia es un grupo de bacterias que, desde un punto de vista
taxonomico, se clasifica en el filo a-proteobacterias, dentro del orden Rickettsiales y la
familia Anaplasmataceae, (3,4). Son organismos endosimbiontes Gram-negativos
intracelulares encontrados exclusivamente en invertebrados, y pudiéndose replicar
solamente en el interior de una célula eucariota (4). Considerados como los
endosimbiontes mas ubicuos y extendidos del reino animal, se estima que su presencia
abarca aproximadamente el 50% de todas las especies de insectos (3,5). Entre los
hospedadores de Wolbachia destacan artrépodos y nematodos (Onchocercinae y
Dirofilariinae), en los cuales es capaz inducir cambios importantes tanto en el fenotipo

del individuo al que infecta como en su progenie (6).

Wolbachia fue identificada en las génadas del mosquito Culex pipiens en 1924
gracias a los estudios de Samuel Burt Wolbach y Marshall Hertig, pero no fue hasta 1936
que se describid y establecio el género Wolbachia propiamente dicho (6). Desde ese
entonces, esta bacteria ha sido objeto de especial interés por parte de la comunidad
cientifica debido a las curiosas relaciones simbidticas y parasitarias que establecen con
sus hospedadores. Estas relaciones con Wolbachia se han convertido en potenciales (y
actuales) campos de estudio para el control de poblaciones de vectores, transmision de
enfermedades tropicales, asi como la posibilidad de combatir filariosis humanas atacando

a su Wolbachia endosimbionte, entre otros (7).

El género Wolbachia presenta una impactante diversidad genética. La presencia

de diferentes cepas de Wolbachia en sus hospedadores, asi como las diferentes



interacciones con sus anfitriones ha llevado a establecer un consenso general de
clasificacion de Wolbachia mediante grupos monofiléticos llamados supergrupos o clados
(5). Esta clasificacion, basada en la tipificacion realizada con secuencias de los genes
ADNr 168, ftsZ y wsp (Wolbachia surface protein) de Wolbachia, consta a dia de hoy de
18 supergrupos (supergrupos A a R), donde la mayor parte de estos pertenecen a cepas
exclusivas de artropodos (p.e. el supergrupo A, al que pertenece Wolbachia wMel,
encontrada en la mosca de la fruta Drosophila melanogaster), mientras que unos pocos
pertenecen a cepas presentes en nematodos filariales (p.e. el supergrupo D, donde se
encuentra a Wolbachia wBm, endosimbionte de la filaria Brugia malayi) (3,7). Cabe
destacar el grupo monofilético F, pues es el unico hasta la fecha que reune cepas de
Wolbachia presentes tanto en filarias como en artrépodos (7,8). En la figura 1.A se refleja
una representacion del arbol filogenético de Wolbachia hasta el momento, donde el

tamafio de los triangulos hace referencia a la diversidad dentro de cada supergrupo de

Wolbachia (7).

A EY B wBm wMel R. conorii R. prowazekii
\\ Genomic features
\
\ Genome size (bp) 1,080,084 1,267,782 1,268,755 1,111,523
G+C content (%) 34 353 324 291
i \/ A Predicted protein-coding genes 806 1270 1374 835
o {A / Gene Density (functional gene/ kb) 0.75 0.94 1.37 0.75
c Ny v
e e *7 1 Pseudogenes and fragmented genes 98 94 101 14
/

) V Various Repeats (% of genome) 5.4 14.2 4.9 0.3
% of coding DNA (intact proteins and RNA  67.4 81 81 76

Genes)

Supergroups

. found in arthropods only:
A/ B E G H,I,K MN,O PQand R

A found in onchocercidae only: C, D and J

found in both arthropods
A and onchocercidae

i} found in plant parasite nematode
(Tylenchida) only

Figura 1: Descripcién de la diversidad genética de Wolbachia. (A) Arbol filogenético de los
principales grupos de Wolbachia. (B) Comparacion de las caracteristicas gendmicas de
endosimbiontes de Wolbachia wMel y wBm con otras especies Rickettsiales. Extraido de la
referencia (7).

La comparacion entre el genoma de cepas de Wolbachia presentes en filarias y en
artrépodos proporciona un buen ejemplo de la variabilidad genética de este grupo de
bacterias. El genoma de las cepas de Wolbachia presentes en artropodos es de mayor

tamafio, donde en torno a un 14% de su genoma son fragmentos repetidos moviles de



DNA (6). Estos elementos moviles de DNA son principalmente transposones y profagos,
y confieren gran plasticidad gendémica que podria ser ventajosa para la transmision
horizontal (infeccidon de nuevas especies), asi como para la manipulacion reproductiva de
sus hospedadores (6,7). Tomando como ejemplo la secuencia del genoma de Wolbachia
wMel, se aprecia evidencia de una evolucion reductiva del genoma, como es comun en
bacterias intracelulares obligadas, pero sorprende la comentada abundancia de
fragmentos repetidos moviles de DNA. Esto hace que la arquitectura del genoma de
Wolbachia se parezca mas a la de una bacteria de vida libre que a la de otras bacterias

intracelulares (9).

El genoma de las Wolbachia asociadas con nematodos filariales es mas pequeio
en comparacion, y carece de muchas de las secuencias de DNA repetitivo encontradas en
el de las Wolbachia de artropodos, presentando también ausencia de profagos (6). Se
piensa que este fenomeno se debe a una mayor pérdida genética evolutiva relacionada

con el estricto mutualismo obligado entre filarias y su Wolbachia endosimbionte (7).

Si bien en otras especies de bacterias endosimbiontes del género Rickettsiales no
se ha encontrado relacion entre la ausencia o tenencia de elementos genéticos moviles
(secuencias repetidas, transposones y profagos) y el tipo de relacion simbidtica con sus
hospedadores, parece que Wolbachia rompe esta tendencia. Es ciertamente interesante
apreciar como Wolbachia y 1os nematodos filariales presentan una relacion de mutualismo
obligado, observando como el genoma de las bacterias del género Wolbachia de este
grupo es mucho mas estable, con menos plasticidad que los encontrados en las Wolbachia
de artrépodos, en la que la relacion simbidtica es mas cercana a un parasitismo
reproductivo (10). Parece ser que el menor tamafio del genoma y el menor numero de
secuencias repetidas y moviles del genoma puedan ser reflejo de una evolucion hacia el
mutualismo en contraparte del parasitismo: asi, wMel, por ejemplo, pudo haber retenido
mayor cantidad de genes a lo largo de su evolucion relacionados con una mayor capacidad
de infeccion y transmision, asi como manipulacion reproductiva en su hospedador, y por
el contrario, wBm los habria perdido en favor de una relacion mutualista y mucho mas

estable con su hospedador filarial (6).

Esta gran diversidad dentro del género Wolbachia hace que hoy en dia siga
existiendo el debate sobre si Wolbachia presenta una sola especie con numerosas cepas,
o si bien estas cepas son diferentes especies de Wolbachia. Uno de los argumentos

propuestos es el hecho de que el nivel de divergencia de las secuencias /6S rDNA entre
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los supergrupos A 'y B de Wolbachia es del 2%, mayor a lo establecido en la separacion
de especies en otras bacterias como las del género Rickettsia (6,11). Es por ello que
muchos miembros de la comunidad cientifica prefieren caracterizar alguna de estas cepas
de Wolbachia como especies diferentes, entre las que destacan W. postica (especie
propuesta por Leu et al. en 1989) , W. inokumae y W. brouquii (especies propuestas por

Matsumoto et al. en 2008) (3).

La comentada ambigiiedad en la clasificacion y la nomenclatura de Wolbachia atin
esta por discernir, por lo que se ha optado en este escrito en seguir el consenso
internacional de nomenclatura y clasificacion de Wolbachia, que es el propuesto por

supergrupos, manteniendo a todos ellos dentro de una sola especie.

En esta revision se pretende aunar y resumir la informacion disponible en la
literatura cientifica sobre el género Wolbachia, asi como de las aplicaciones de sus
peculiares caracteristicas y de las relaciones que tiene con sus hospedadores para actuar

sobre el control vectorial y patogenia de enfermedades tropicales.

3. Objetivos

Objetivo principal

Recopilar y aunar la literatura acerca de las relaciones endosimbiontes del género
Wolbachia, con sus hospedadores; y describir las implicaciones y las aplicaciones de

dichas relaciones en el control y tratamiento de enfermedades tropicales.

Objetivos especificos

Conocer las razones de la gran ubiquidad del género Wolbachia entre los

hospedadores invertebrados.

Conocer y entender los fenotipos generados por Wolbachia en sus hospedadores,

y como estos cambios pueden influir en el control vectorial y de enfermedades tropicales.

Conocer el tipo de relacion que presenta Wolbachia con diferentes artropodos con

funcion vectorial para enfermedades tropicales.

Conocer el tipo de relacion que presenta Wolbachia con las filarias, y las

implicaciones del tratamiento antibidtico de su Wolbachia endosimbionte.



4. Metodologia

Para la elaboracion de este escrito se realizo una revision de la literatura sobre el
tema elegido hasta abril de 2024. Para ello se decidi6 no restringir la busqueda por idioma

ni por fecha de publicacion.

La busqueda de informacion se hizo en dos partes. La primera de ellas se centro
en informacion sobre las caracteristicas del género Wolbachia y su genética, para asi
establecer una vision general sobre el tema propuesto. Para ello se utilizaron los siguientes

términos de busqueda:

- “Wolbachia”
- “Biology”
- “Endosymbiosis”
La segunda parte consistié en una busqueda mas especifica sobre las relaciones
de Wolbachia con organismos especificos como artropodos y filarias, asi como las
implicaciones de esas interacciones en el control y patogenia de enfermedades tropicales.

Los términos de busqueda utilizados se muestran a continuacion:

“Wolbachia™
- “Malaria”

“Arbovirus”
- “Filariae”

Como principal fuente de informacion se utilizé la base de datos bibliografica de
MEDLINE. Para el primer bloque se realiz6 la busqueda de “Wolbachia AND Biology” y
“Wolbachia AND Endosymbiosis”. Para el segundo bloque se siguié la misma
metodologia de busqueda, utilizando los términos de “Wolbachia AND Malaria”,

“Wolbachia AND Arbovirus”y “Wolbachia AND Filariae”.

Ante el gran nimero de resultados obtenidos con la busqueda de términos, se
prosiguid con la lectura comprensiva de titulo y resumen de los articulos, aplicando una

serie de criterios de exclusion e inclusion que se detallan a continuacion:



Criterios de inclusion:

e Estudios con informacién sobre biologia, clasificacion filogenética y
relaciones simbioticas generales de Wolbachia.

e Estudios que muestren la relacion de Wolbachia con sus simbiontes y las
bases de aplicabilidad al control vectorial.

Criterios de exclusion:

e Estudios realizados exclusivamente con especies simbiontes de Wolbachia
sin trascendencia para el control de enfermedades tropicales.
e Estudios exclusivos sobre vectores y enfermedades veterinarias sin
trascendencia para humanos.
Una vez aplicados los criterios y seleccionados los articulos, se procedi6 a la
lectura de estos. Posteriormente, se realizo una nueva busqueda basada en la bibliografia
de los articulos anteriormente seleccionados, asi como articulos procedentes de otras

fuentes, incluyendo articulos que no se encontraban en la busqueda inicial.

5. Resultados v discusion

En el primer bloque de la busqueda se obtuvieron 1492 resultados para
“Wolbachia AND Biology” y 1251 para “Wolbachia AND Endosymbiosis”. En el
segundo bloque de busqueda se obtuvieron 145 resultados para “Wolbachia AND
Malaria”, 251 resultados para “Wolbachia AND Arbovirus” y 133 resultados para
“Wolbachia AND Filariae”. Tras la aplicacion de los criterios de inclusion y exclusion,
lectura de los titulos y resimenes, y la posterior lectura de los articulos seleccionados, se
redujo el numero de articulos a 6 para “Biology”, 18 para “Endosymbiosis”, 3 para

“Malaria”, 4 para “Filariae” y 6 para “arbovirus”.

5.1 Una pandemia global. Transmision vertical v horizontal de

Wolbachia

Para poder comprender el papel de Wolbachia en el control vectorial y patogénico
de enfermedades tropicales, es necesario conocer como ha sido capaz de transmitirse entre
especies y dentro de una misma especie hospedadora, asi como los cambios que es capaz

de generar en su hospedador.



Aquellos géneros bacterianos que comparten caracteristicas con Wolbachia (véase
Rickettsia y Ehrlichia) presentan ciclos vitales y reproductivos que incluyen vectores
artropodos y mamiferos hospedadores, pero Wolbachia solo es capaz de infectar a
organismos invertebrados. A pesar de ello, el género Wolbachia es considerado como el
grupo de endosimbiontes mas ubicuo y abundante del reino animal, infectando en torno
a 10° especies de insectos, entre los que destacan ordenes como Coleoptera, Diptera,
Hemiptera, Hymenoptera, Lepidoptera y Orthoptera, entre otros (10,11). Este
impresionante dato plantea la siguiente pregunta: ;cémo ha sido capaz Wolbachia de

llegar a tal nivel de dispersion?

La primera explicacién que se encuentra para la gran pandemia de Wolbachia es
en parte por la capacidad de transmision horizontal entre especies, ya sea por contactos
directos, dentro de un mismo habitat; o indirectos, a través de fuentes de alimento
contaminadas con la bacteria (7). Sin embargo, la clave del éxito pandémico de Wolbachia
es la capacidad de modificar los mecanismos celulares y reproductivos de las especies a
las que infecta con el fin de mejorar su transmision a la progenie, la denominada

transmision vertical (7,10).

-Transmision vertical

Como ya se ha comentado, el género Wolbachia es un grupo de bacterias
intracelulares de trasmision vertical o herencia materna, lo que refiere que estas bacterias
se transmiten de manera predominante a través de la linea germinal femenina (12). Si
bien es cierto que Wolbachia es capaz de concentrarse en la linea germinal de ambos
sexos de sus hospedadores, estas bacterias estan excluidas del esperma maduro y por tanto
la tasa de transmision de Wolbachia a través de la linea germinal masculina solo llega a
alcanzar el 2% (12,13). Por otra parte, Wolbachia si que se encuentra presente durante
toda la edad adulta en la linea germinal femenina, acumulandose en el llamado SSCN
(Nicho de células madre somaticas, en inglés Somatic Stem Cell Niche) (14). Este nicho
de células se encuentra en la region del polo distal de los ovarios en artrépodos,
denominada germario, y se conoce que cada germario contiene de 2 a 3 células madre de
la linea germinal (GSC). En cada division de las GSC, Wolbachia migra desde el SSNC
al oocito utilizando el denominado sistema de transporte transovarico de vitelogenina del

huésped, transmitiéndose asi a la progenie por la linea germinal femenina (12,15).



Cabe destacar que existen ligeras diferencias en la transmision vertical de
Wolbachia en artropodos y nematodos. En ambos grupos, Wolbachia se transmite de
manera eficaz por transmision vertical. La principal diferencia reside en que, mientras
que los fenotipos de Wolbachia en artropodos, si bien benefician al mantenimiento de una
progenie femenina infectada, no es obligatoria la transmision de Wolbachia a las
siguientes generaciones para la supervivencia del hospedador. En nematodos se ha
demostrado la presencia de Wolbachia en todos los embriones, fases larvarias y adultos
filariales, lo que hace pensar en la necesidad de infeccion de Wolbachia para la

supervivencia de los nematodos (14).

Esta transmision vertical por herencia materna de alta fidelidad de Wolbachia ha
impulsado el desarrollo de fenotipos reproductivos inducidos por la propia bacteria para
favorecer selectivamente a las hembras infectadas, potenciando la transmision de
Wolbachia a las siguientes generaciones. Es precisamente esta caracteristica la que
convierte a estas bacterias en manipuladores reproductivos de artropodos, y que sean
capaces de generar cuatro fenotipos reproductivos principales: incompatibilidad
citoplasmadtica (IC), partenogénesis inducida, feminizacion y el denominado androcidio

0 “male killing”.

-Transmision horizontal

La transmision horizontal, también llamada host shift, ocurre cuando un simbionte
infecta a una nueva especie y genera una relacion estable con su hospedador, no solo a
nivel individual, sino a nivel poblacional (15). Incluso se ha propuesto que la presencia
del género Wolbachia en artropodos y nematodos surgio a partir de transmision horizontal

entre estos dos filos hace unos 100 millones de afios (14).

Existen numerosas evidencias sobre la presencia de transmision horizontal en el
género Wolbachia. Ya desde las primeras investigaciones sobre los supergrupos Ay B de
Wolbachia (en especial wMel, endosimbionte de D. melanogaster) se aprecid que rara vez
el origen filogenético del hospedador era congruente con el de su bacteria endosimbionte,
lo que hace pensar que, al tener diferente origen, el comienzo de la relacion
endosimbidtica entre Wolbachia y artropodos tuvo lugar por transmision horizontal de la
bacteria desde otra especie (15). A su vez, existen cepas de Wolbachia, encontradas en
los ordenes Coleoptera, Diptera, Hymenoptera, y Lepidoptera, que son muy similares

genéticamente. Las secuencias del gen fisZ en estas cepas son practicamente idénticas, y



la divergencia genética en secuencias de /6S rDNA es del orden de 1-2%. La similitud
genética entre estas cepas presentes en insectos de 6rdenes diferentes hace pensar que
Wolbachia se pudo transmitir entre estas especies, evidenciando la capacidad de

transmision horizontal de esta bacteria (11,15,16).

Destacan dentro del género Wolbachia aquellas que infectan a nematodos, pues
existe una concordancia general entre la genética de la bacteria y la de su hospedador, lo
que hace pensar que en que la transmision horizontal en este grupo de Wolbachia es menor
(10). Como se ha comentado, existe la hipotesis de que la presencia de Wolbachia en
artrépodos u nematodos surgiéo mediante transmision horizontal entre ellos hace millones
de afios, habiendo evolucionado posteriormente de manera individual. Comparando los
genomas de las cepas de Wolbachia en Drosophila y Brugia malayi, se puede observar
que el endosimbionte en B. malayi ha sufrido una reduccién genética, en la cual se
incluyen genes que podrian estar involucrados en el parasitismo (14). Estos hallazgos
concuerdan con la relaciéon de mutualismo obligado entre Wolbachia y nematodos, frente

al parasitismo reproductivo entre Wolbachia y artropodos (10).

La transmision de Wolbachia entre especies es un proceso complejo que se puede
resumir en cuatro pasos principales: En el primero, se da la trasmision de la bacteria a una
hembra de la nueva especie hospedadora; en el segundo, se produce la proliferacion
bacteriana dentro del nuevo hospedador; en el tercero, tiene lugar la transmision vertical
de la bacteria a la progenie; y finalmente, en el cuarto, la bacteria se distribuye en la
poblacion de la especie (15). Por supuesto, teniendo en cuenta estos pasos, es evidente
que el establecimiento de la transmision horizontal, es decir, que Wolbachia
endosimbionte prospere en la poblacion de un hospedador y no solo en el individuo
infectado, depende en gran parte del éxito de la transmision vertical de Wolbachia y de
los fenotipos reproductivos que genera en el hospedador, cuya finalidad es favorecer
selectivamente a las hembras infectadas para que la transmision materna de Wolbachia

suceda de manera exitosa.

Ademas, se ha conseguido replicar de manera artificial la transmision horizontal
utilizando el método de transfeccion, consistente en la transferencia mecanica de un
simbionte a un nuevo huésped, comprobando asi la habilidad de Wolbachia de
transmitirse entre especies diferentes (15,17). Toda esta evidencia no solo da pistas de por
qué Wolbachia es encontrada como endosimbionte en numerosas especies, sino que,

gracias a la transfeccion seria posible transferir los fenotipos inducidos por Wolbachia a
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insectos no infectados de manera natural, lo que permitiria abordar la manipulacion de

poblaciones de insectos que a priori no era posible.

5.2. Fenotipos reproductivos inducidos por Wolbachia

Ya se ha comentado que la principal clave del éxito de la pandemia de Wolbachia
(especialmente en artropodos) es su transmision vertical materna unida a la manipulacion
reproductiva de sus huéspedes, que favorece la prosperidad de las hembras infectadas de
Wolbachia. Por supuesto, no todas las cepas de Wolbachia generan los mismos fenotipos.

Asi, aparecen los cuatro fenotipos reproductivos de Wolbachia.

Partenogénesis inducida. En organismos haplodiploides como muchas especies
de avispas y acaros, ocurre de manera natural el fendémeno de la partenogénesis. En este,
los huevos diploides que son fertilizados se desarrollan de manera normal para dar lugar
a hembras, mientras que los huevos haploides que no han sido fertilizados dan lugar a
machos (7). Wolbachia es capaz de inducir una partenogénesis ligeramente diferente. En
este caso, las hembras infectadas por Wolbachia, en lugar de producir machos a partir de
huevos no fertilizados, producen hembras. Esto hace que se favorezca la generacion de
hembras infectadas como tUnica progenie de manera casi exclusiva. La partenogéneisis
inducida por Wolbachia se ha observado en los 6rdenes Hymenoptera, Thysanoptera y

Acari, entre otros (10).

Feminizacion. Este fenotipo es producido por cepas de Wolbachia que infectan a
organismos de las ordenes Isopoda, Lepidoptera y Hemiptera. Tras la infeccion,
Wolbachia es capaz de proliferar dentro de las glandulas androgénicas del hospedador
macho, conduciendo a su hipertrofia y a la consecuente pérdida de la funcion (10). La
inhibicion de la produccion androgénica genera que los machos se desarrollen con un
fenotipo de pseudohembra fértil, desarrollando ovarios funcionales. Este fenotipo
reproductivo, de nuevo, tiene como funcidn el promover la prosperidad y el desarrollo de
hembras infectadas por Wolbachia, pero debido a que la transmision vertical materna de
Wolbachia no es exitoso en el 100% de los casos, todavia existen machos derivados de
huevos sin infectar que se desarrollardn con normalidad, perpetuando la reproduccion
sexual en la especie hospedadora (7). La presencia de un fenotipo feminizante pone de
manifiesto un conflicto genético en el propio sistema de determinacion del sexo de un
individuo, pudiendo generar una rapida evolucion de estos sistemas (11). Un caso

interesante y ampliamente estudiado de feminizacion es el hallado en poblaciones de

11



piojo de la madera, de nombre cientifico Armadillidium vulgare. En esta especie, la
determinacion sexual se rige por la heterocigosis femenina, es decir, las hembras tienen
ZW como cromosomas sexuales, mientras que los machos son ZZ. Se ha descubierto que,
debido al fenotipo de feminizacién, muchas poblaciones de piojos de esta especie han
perdido el cromosoma W, y consecuentemente carecian de hembras genéticamente
determinadas. Esto convierte a la infeccion por Wolbachia en el inico factor determinante
para el género fenotipico en el piojo de la madera: machos cuando no hay infeccién, y

pseudohembras fértiles cuando si la hay (7,11).

Androcidio (“Male Killing”’). Este fenotipo ha sido observado en cuatro drdenes
de artrépodos diferentes: Coleoptera, Diptera, Lepidoptera y Pseudoescorpiones. Como
su nombre indica, el androcidio conduce a la muerte embrionaria de los machos
infectados, que no son capaces de transmitir Wolbachia a la progenie. Este fenotipo
también genera una ventaja para las hembras de la especie, pues se pueden alimentar de
los huevos de machos que no se desarrollan, solucionando problemas de escasez y
competicion por el alimento. Todavia hoy no se conoce exactamente cuéles son las bases
citoldgicas y fisiologicas del fenomeno de androcidio, si bien se especula que puede tener
relacion con la toxina Spaid, generada por Spiroplasma poulsonii, otro endosimbionte de
artrépodos que es capaz de generar “male killing” en especies de Drosophila (7,10). A
pesar de encontrar ejemplos de androcidio inducido por otros endosimbiontes, no se
puede deducir que el mecanismo de accion sea el mismo en todos ellos, puesto que
depende de muchos otros factores como son el propio hospedador, la temperatura, y la

densidad del endosimbionte presente en el hospedador (3).

Incompatibilidad citoplasmatica (IC). Sin lugar a duda la incompatibilidad
citoplasmatica es el fenotipo reproductivo inducido por Wolbachia més conocido y
extendido en la naturaleza, encontrado en numerosas ordenes de insectos tales como
Diptera, Coleoptera, Hemiptera, Hymenoptera, Isopoda, Lepidoptera, Orthoptera y
Acari, siendo muy rara en isépodos, grupo en el que solo se ha reportado en Porcellio
dilatatus y en Cylisticus convexus (3,7). La IC es una forma de esterilidad masculina
condicional que sucede cuando machos infectados por Wolbachia se aparean con hembras
no infectadas. La incompatibilidad ocurre especificamente durante la fertilizacion entre
el esperma producido por un macho infectado y un 6vulo de una hembra no infectada o
infectada con una cepa diferente de Wolbachia, lo que conduce a la muerte del cigoto en

especies diploides, o la formacion de machos haploides en especies haplodiploides
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(3,7,12). La principal caracteristica de este fenomeno es que las hembras que se
encuentran infectadas con la misma cepa de Wolbachia que el macho (cepas compatibles),
son capaces de suprimir el proceso de incompatibilidad y por tanto asegurar la

supervivencia del embrion (12).

La IC cuenta con dos tipos, unidireccional y bidireccional. En la unidireccional,
cuando el esperma de un macho infectado por Wolbachia fertiliza un évulo de una hembra
no infectada se produce la incompatibilidad y la muerte del embrion, mientras que en el
emparejamiento reciproco (macho sin infectar con hembra infectada) es compatible y
permite supervivencia de la descendencia. La bidireccional ocurre cuando machos y
hembras de la misma especie son hospedadores de distintas cepas de Wolbachia que son
incompatibles, solamente generando descendencia en los cruces donde coincidan las
mismas cepas de Wolbachia.(3,11). Hay que comentar que las hembras infectadas siempre
son fértiles cuando se aparean con machos no infectados, ya que en este caso no existe
incompatibilidad. Asi, como se puede apreciar en la figura 2, son las hembras infectadas
las que gozan de la ventaja reproductiva al poderse aparear tanto con machos infectados
como con no infectados. Como Wolbachia es una bacteria de transmision materna, gracias

a la IC se distribuye rapidamente por las poblaciones de insectos (12).

J @ ¢
v | X v | X
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Figura 2: Imagen ilustrativa de los cruces posibles de incompatibilidad citoplasméatica uni vy

bidireccional. Los simbolos coloreados de blanco indican que el individuo no esta infectado por
Wolbachia, mientras que los que estan coloreados de azul indican infeccion con dos cepas

distintas de la bacteria. Extraido de la referencia (18)
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El modelo més aceptado para la explicacion de la IC es el de Modificacion/Rescate
(Mod/Resc), y consta de dos partes: la “modificacion del esperma” durante la
espermatogénesis en machos infectados por Wolbachia, y el “rescate bacteriano” de dicha
modificacion en el oOvulo fertilizado (3,10). La modificacion ocurre en los
espermatozoides del macho infectado y genera defectos y alteraciones cromosoémicas en
los mismos mediante proteinas asociadas a la cromatina, produciendo espermatozoides
defectuosos. Si el 6vulo fecundado por el espermatozoide defectuoso esta infectado por
la misma cepa de Wolbachia (cepa compatible), se da la eliminacion (el rescate) de las
modificaciones del esperma y se producen embriones viables. Por el contrario, si el 6vulo
no esta infectado o no cuenta con la misma cepa de Wolbachia, este rescate no sucede y
se produce la muerte embrionaria. Asi, una de las caracteristicas clave de la IC es que el
fenotipo de modificacion espermatica se puede suprimir si los machos infectados se

aparean con hembras portadoras de la misma cepa de Wolbachia (3,10,12).

Se ha conseguido identificar a los genes efectores de Wolbachia de 1la modificacion
y el rescate en IC. Se tratan de pares de genes que Uinicamente se encuentran en cepas de
Wolbachia inductoras de IC y que estan contenidos en secuencias del fago WO de
Wolbachia. Los genes de los factores de incompatibilidad citoplasmatica mas estudiados
en este aspecto son cif4d y cifB de wMel, en D. melanogaster;y cidA y cidB de wPip, en
C. pipiens. En ambos casos, el factor B es el poseedor del efecto toxico y el encargado de
generar las modificaciones cromosdmicas en el esperma de los machos infectados,
mientras que el factor A actiia como antidoto durante la fase de rescate bacteriano. Se
explica asi que la IC y su rescate estdn determinados por una interaccion toxina-antidoto,
que tienen que ser compatibles para que el rescate se pueda llevar a cabo (7). Ademas, el
hecho de que estos genes de IC estén contenidos en regiones del fago WO de Wolbachia
ha permitido replicar el fenotipo de IC cuando se expresan transgénicamente en

individuos no infectados (7,19).

Si bien los genes efectores han sido identificados, la gran diversidad genética de
Wolbachia genera la presencia de un complejo repertorio de efectores y de cruces
compatibles e incompatibles. En estudios de poblaciones de Culex pipiens, que estan
infectados de manera natural por Wolbachia, se puede apreciar este fendmeno.
Recientemente se ha establecido una nueva clasificacion de las cepas de Wolbachia que
infectan a C. pipiens, dividiéndose en cinco grupos (wPip de 1 a V). Los cruces del

mosquito con el mismo grupo de wPip eran compatibles, pero para aquellos que
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presentaban diferente grupo de wPip, a pesar de poseer Wolbachia de la misma cepa, el
cruce acababa siendo incompatible. Esto saca a relucir la complejidad subyacente de los

mecanismos de incompatibilidad citoplasmatica (7).

5.3 Bloqueo viral inducido por Wolbachia

Hasta hace no mucho, Wolbachia era considerada solamente como un
manipulador de la reproduccion de sus hospedadores. No fue hasta 2008 que se descubrio
que esta bacteria protegia a Drosophila melanogaster contra virus ARN, e incluso bloquea
la replicacion de virus como el dengue en mosquitos que lo transmiten (20). Partiendo de
estos hallazgos se empezo a investigar en la capacidad de Wolbachia de inferir en la
susceptibilidad de sus hospedadores frente a agentes patdgenos, propiedad ciertamente

interesante en aras del control de enfermedades transmitidas por artropodos.

Los primeros estudios de la proteccion antiviral inducida por Wolbachia
rapidamente llegaron a la conclusion de que esta bacteria era capaz de reducir la infeccion,
diseminacion y transmision en mosquitos de virus como los que causan el dengue,
chikungunya, fiebre amarilla, Zika y la fiebre del Nilo Occidental, y en moscas generaba
la proteccion frente a virus como el Flock House y el virus Drosophila C, siendo todos
ellos ARN virus. En estudios como los propuestos por Teixeira et al. (2008) y Palmer et
al. (2018), se intentd comprobar si esta proteccion antiviral se aplicaba también a virus
ADN, pero no se encontraron evidencias, por lo que la proteccion de Wolbachia frente a

virus en insectos parece ser un fendmeno aislado para virus ARN (20-22).

No todas las cepas de Wolbachia generan en mismo nivel de proteccion antiviral,
y esta también depende de la densidad del endosimbionte encontrada en el hospedador.
La transfeccion de cepas de Wolbachia con la capacidad de proteccion antiviral en
diferentes especies de insectos es una posible estrategia para el control de estas
enfermedades virales. Por ejemplo, la cepa wMelPop, que es encontrada en la naturaleza
como endosimbionte de D. melanogaster, se puede transferir a Aedes aegypti y generar
proteccion contra diferentes virus ARN. Si bien es cierto que el fendmeno de proteccion
viral ha sido ampliamente estudiado en condiciones de laboratorio, por la transferencia
de cepas de Wolbachia con esta capacidad a insectos sin el endosimbionte, también lo es
que todavia hace falta ampliar las investigaciones para poder comprender la interaccion

de Wolbachia con los virus en poblaciones silvestres (20,23).
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El mecanismo exacto de este fendmeno no es bien conocido, pero existen dos
hipotesis principales para la explicacion de la proteccion antiviral inducida por
Wolbachia: la activacion de la inmunidad natural del hospedador y la competencia de

Wolbachia con el virus por los recursos celulares (20).

La primera de ellas sugiere que Wolbachia es capaz de activar y potenciar la
inmunidad innata del hospedador antes de que se produzca la infeccidon por un virus (20).
En mosquitos como Aedes aegypti la infeccion por arbovirus genera la produccion de
especies reactivas de oxigeno, que activan la respuesta inmune para combatir al virus
invasor. Para asegurar la infeccion, los arbovirus regulan positivamente la expresion de
agentes antioxidantes en el mosquito y asi neutralizar las especies reactivas de oxigeno y
evadir la respuesta inmunitaria (24). Hay evidencia de que la presencia de Wolbachia en
los tejidos del hospedador, al igual que los arbovirus, genera estrés oxidativo que activa
vias inmunitarias, pero las vias activadas difieren segun el hospedador. Por ejemplo, en
Aedes aegypti, el estrés oxidativo generado por Wolbachia regula positivamente genes de
la via Toll, responsables de la inmunidad contra el virus del dengue. Por el contrario, en
Anopheles fluviatilis no hay indicios de la activacion de la via Toll, y son otras vias
inmunitarias las que son activadas (20,25,26). La activacién inmunitaria no solo protege
a los artropodos de las infecciones virales, sino que también confiere inmunidad frente a
nematodos y pardsitos como Plasmodium (27). Asi, por ejemplo, en Anopheles gambiae,
su Wolbachia endosimbionte provoca una regulacion al alza de genes inmunitarios
relacionados con la proteccion frente a malaria, reduciendo la infeccion por Plasmodium

(24).

La segunda hipdtesis esta basada en la limitacion que puede generar Wolbachia en
el acceso del virus a los recursos celulares del hospedador cuando existe una coinfeccion.
Los virus ARN frente a los que Wolbachia confiere proteccion precisan de recursos
ofrecidos por las células del hospedador, como la integridad de las membranas
intracelulares y el mecanismo de traduccion proteica del huésped para poder replicar sus
proteinas virales. Cualquier interaccion de Wolbachia con estos componentes celulares
supondria una alteracion de la replicacion viral (20). Uno de los recursos celulares de los
que mas dependen los virus ARN son los derivados del colesterol, por ser componente
fundamental de las membranas celulares. Wolbachia se localiza intracelularmente en
vesiculas relacionadas con el aparato de Golgi, lugar de sintesis de las membranas

celulares. Se ha documentado una reduccion del 15 al 25% del colesterol total en Ae.
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aegypti infectados por wMel, y al proporcionar sustancias estabilizadoras de colesterol en
Ae. aegypti portadores del virus del dengue y a su vez infectados por Wolbachia, se
consigue una restauracion de la replicacion del virus. Esto demuestra la dependencia de
Wolbachia y los virus ARN de los lipidos celulares del hospedador, y cémo Wolbachia,

utilizando parte de dicho colesterol, es capaz de frenar la replicacion viral (24).

5.4 Wolbachia v nematodos filariales

Como se ha comentado a lo largo de este escrito, existen evidencias de que la
relacién entre Wolbachia y filarias es de mutualismo obligado, a diferencia de lo
observado en artrépodos, donde Wolbachia es considerada un parasito modificador de la
reproduccion de sus hospedadores. Asi, en la mayoria de nematodos responsables de
filariosis humanas, a excepcion de Loa loa, Wolbachia es necesaria para su reproduccion,

desarrollo y supervivencia (27,28).

Wolbachia parece influir en el desarrollo de los nematodos en sus diferentes fases
evolutivas. Nematodos como Wuchereria bancrofti, Brugia malayi y Onchocerca
volvulus albergan Wolbachia en todas las etapas de su ciclo vital, variando la densidad de
infeccidon segun la fase del ciclo. Tomando como ejemplo a B. malayi, el punto mas bajo
de densidad del endosimbionte se observa en microfilarias y estadios larvarios tempranos
transmitidos por insectos (L2 y L3). Una vez que el insecto vector transmite las larvas a
un mamifero, las poblaciones de Wolbachia proliferan para poblar los tejidos somaticos
de los gusanos adultos. En las hembras adultas, el nimero de Wolbachia continia
creciendo e infecta el tejido ovarico para transmitirse a los embriones. Parece que la
funcién de Wolbachia en el desarrollo filarial consistiria en el aporte de nutrientes y
metabolitos esenciales, debido a que los periodos con mayor crecimiento de la poblacién
de Wolbachia coinciden con el desarrollo larvario y embrionario de las filarias
hospedadoras. Este papel también se demuestra por la detencion del crecimiento larvario
y de la embriogénesis que se produce poco después de la erradicacion de Wolbachia con

tratamiento antibiotico (28).

El rol de Wolbachia en la supervivencia de los nematodos filariales no solamente
abarca el desarrollo larvario y la embriogénesis, sino que también cuenta con un papel
crucial en diferentes vias metabolicas. La comparacion de los genomas de B. malayi y su

Wolbachia endosimbionte reveld que los nematodos son dependientes de sus
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endosimbiontes en numerosas vias metabodlicas, como la sintesis del grupo hemo,
riboflavina, nucledtidos y proteinas transportadoras de electrones. Todos estos
metabolitos son proporcionados por Wolbachia a su hospedador ya que este no puede
sintetizarlos de novo (28,29). Esta comparacion gendmica también identificod metabolitos
proporcionados a Wolbachia por su nematodo hospedador, ya que Wolbachia parece
incapaz de realizar la sintesis de novo de vitaminas y cofactores como la coenzima A, la
nicotinamida adenina dinucleotido, la biotina, la ubiquinona, el 4cido fo6lico, el acido
lipoico y el fosfato de piridoxal (28). Todo ello concuerda con el mutualismo existente

entre Wolbachia y nematodos.

La inmunopatologia en las filariosis humanas es extremadamente compleja y
muchas de las manifestaciones clinicas dependen del tipo de respuesta inmunitaria contra
ellas. El papel de Wolbachia en la respuesta inmunitaria frente a las infecciones filariales
podria tener que ver con la interaccion entre el sistema inmune y patrones moleculares
asociados a patogenos (PAMPs, por sus siglas en inglés) de Wolbachia, como la proteina
de superficie de Wolbachia (wsp por sus siglas en ingles), y las chaperonas groEL y
HSP60. Estas moléculas provocan principalmente el reconocimiento y la sefalizacion de
receptores Toll-like (TLR) 2 y 6 (27). Cuando se produce la muerte de las filarias dentro
del hospedador humano, Wolbachia es liberada y sus PAMPs son reconocidos por los
TLR de las células presentadoras de antigenos, generando la produccion de citoquinas
proinflamatorias como TNF-a, especies reactivas a oxigeno y reclutamiento de
macrofagos, que generan parte de la clinica de las filariosis. Por ejemplo, en la
oncocercosis, la activacion de TLR-2 produce un aumento de macréfagos que
contribuyen a la inflamacion y la destruccion corneal, generando uno de los sintomas

capitales de la conocida “ceguera de los rios” (27,29).

Ademas de la contribucion de Wolbachia en la inmunopatologia de las filarias,
también juega un papel defensivo que permite a las filarias adultas sobrevivir en
hospedadores inmunocompetentes durante afios, estableciendo infecciones crénicas.
Estudios in vitro de células sanguineas de pacientes con O. volvulus sugirieron que la
estimulacion cronica de Wolbachia podia aumentar la IL-10 y regular negativamente la
respuesta inflamatoria, ayudando a perpetuar la infeccion cronica de la filaria (27).
Ademas, la presencia de Wolbachia produce un reclutamiento de neutrofilos que inhibe

la eliminacion de parasitos adultos mediada por degranulacién eosinofilica, confirmando
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que Wolbachia contribuye a la supervivencia de su nematodo hospedador mediante la

evasion del sistema inmunitario del mamifero infectado (7,29).

5.5 Estrategias de control de enfermedades basadas en Wolbachia

En la actualidad, las enfermedades tropicales siguen generando un importante
impacto sanitario, econdmico y humanitario para las personas habitantes de zonas
endémicas. Entre los afios 2000 y 2019, la Organizacién Mundial de la Salud (OMS)
notificod un aumento considerable del nimero de casos de dengue, pasando de 500000 a
5,2 millones. En 2022 se reportaron 249 millones de casos de paludismo a nivel mundial,
de los cuales el 94% estaban concentrados en la region de Africa (30,31). Estos datos
plantean la necesidad de nuevas estrategias de control para enfermedades tropicales como

las mencionadas.

-Estrategias de control de enfermedades transmitidas por artrépodos

Los mosquitos pertenecientes a los géneros Aedes, Anopheles y Culex son los
principales vectores de agentes productores de enfermedades tropicales humanas, como
Plasmodium sp., filarias y virus causantes de dengue, chikungunya y zika, y muchos de
ellos son portadores de Wolbachia. Asi, esta bacteria se ha puesto en el punto de mira de
la comunidad cientifica porque posee interesantes capacidades que se pueden explotar en

aras del control de enfermedades tropicales transmitidas por artropodos.

Los arbovirus todavia son hoy en dia una amenaza sanitaria creciente. Como ya
se ha comentado, el nimero de casos de dengue ha aumentado en 10 veces entre los afios
2000 y 2019, y los brotes de Chikungunya, fiebre amarilla y Zika han aumentado desde
el afio 2014 (32). A raiz de estos datos, se disefaron diversas estrategias basadas en
Wolbachia para el control de las poblaciones de vectores artropodos, que no solamente
servirian para el control de la transmision de arbovirus, sino también para otras

enfermedades transmitidas por vectores artropodos como las filariosis y la malaria.

Existen variadas estrategias para el control de las poblaciones de artropodos
utilizando Wolbachia, que se pueden resumir en dos categorias: la reduccion de la
poblacion de vectores, y el remplazo de la poblacion de vectores por otra que tenga

aptitudes antiparasitarias (33).
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La primera estrategia desarrollada es la denominada Técnica de Insectos
Incompatibles (TII). Este método se basa en el fendémeno de incompatibilidad
citoplasmatica inducida por Wolbachia en los artrépodos hospedadores, ya que el
apareamiento entre machos infectados por Wolbachia y hembras no infectadas genera
cambios en la embriogénesis y da como resultado descendencia no viable. Asi, con la
liberacion de machos a los que se les ha introducido una cepa de Wolbachia inductora de
IC mediante transfeccion es posible reducir la poblacion de los vectores de una zona
determinada, disminuyendo por tanto las posibilidades de infeccion en humanos (32,33).
Lo ideal es transferir una cepa de Wolbachia cuya incompatibilidad citoplasmatica sea del
100%, para asegurar la esterilidad de los machos infectados. Dado que los mosquitos
macho no son hematdfagos y no transmiten enfermedades por picadura, la liberacion
extensa o repetitiva de mosquitos macho no supone problematica aparente (33). En este
contexto, se ha conseguido transferir con éxito cepas de Wolbachia con estas
caracteristicas a mosquitos de los géneros Aedes, Anopheles y Culex, por lo que se podria
usar como estrategia para el control de poblaciones de mosquitos que transmitan, no

solamente arbovirus, sino también Plasmodium y filarias (32).

Uno de los inconvenientes de la técnica de insectos incompatibles es que los
métodos de diferenciacion de sexo en las poblaciones de mosquitos no son del todo
optimos, por lo que se puede dar la liberacion accidental de hembras de mosquitos
infectadas con Wolbachia. Estas hembras pueden generar descendencia cuando se aparean
con machos tanto infectados con Wolbachia como con machos no infectados. Esto
supondria la propagacion de Wolbachia, lo que hace que esa cepa se quede obsoleta para
la T1I, ya que se adquiere compatibilidad entre las hembras y los machos infectados y por
tanto no habria una reduccion de la poblacion de vectores, sino un reemplazo de la misma
(32,34). Para superar este problema se ha propuesto la combinacion de la TII con la
esterilizacion mediante radiacion de las poblaciones de mosquitos a liberar. Asi, las
hembras con Wolbachia que son liberadas de manera accidental serian de igual manera
estériles (32). Un segundo problema de la técnica de insectos incompatibles es que los
machos liberados con la cepa de Wolbachia no sean lo suficientemente competitivos como
para aparearse con las hembras salvajes. En el estudio de Segoli et al. (2014) se probo si
la infeccion por Wolbachia disminuia la competitividad reproductiva de machos de Aedes
aegypti liberados, y se llegd a la conclusion de que esta relacion simbidtica no afecta a la

competitividad de los machos de Aedes. Ademads, los machos criados en laboratorio
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cuentan con un mayor tamafio y mejor nutricion que los salvajes, lo que sugiere una

ventaja potencial para la reproduccion (35).

Un segundo enfoque del uso de Wolbachia es el reemplazo poblacional de los
vectores por otra poblacion con factores hereditarios que reduzcan o disminuyan la
transmision de patodgenos (32). En este tipo de estrategias se aprovecha la habilidad de
Wolbachia de dispersarse rapidamente gracias a la incompatibilidad citoplasmatica, lo

que permite un reemplazo poblacional rapido y efectivo (36).

Como se ha comentado, existen cepas de Wolbachia que reducen de manera
natural la transmision de distintos patdogenos, bloqueando la replicacion de virus como el
del dengue o disminuyendo el nimero de esporozoitos de Plasmodium presentes en el
mosquito (32). Combinando el reemplazo poblacional mediante IC junto con los efectos
deletéreos de Wolbachia sobre los patdgenos del vector se pueden conseguir poblaciones

de mosquitos que no transmitan enfermedades (33).

Los cambios en la replicacion del virus del dengue en poblaciones de Aedes
aegypti portadores de Wolbachia sin duda han sido los mas estudiados por la comunidad
cientifica (32). El equipo de investigacion de Frentiu et al. (2014) liberé en 2011
mosquitos Ae. aegypti transfectados con la cepa wMel en el campo de Carnis, Australia.
Esta cepa de Wolbachia es bien conocida por bloquear la replicacion del virus del dengue.
El objetivo de este experimento fue no solo comprobar la eficacia del bloqueo sino su
mantenimiento en el tiempo. Tras un afio de la liberacion se aprecid una replicacion viral
reducida dentro del mosquito. Ademas, Aedes aegypti infectado por wMel también
muestra una reduccion de la replicacion de otros arbovirus como los virus de la fiebre
amarilla, zika, chikungunya y del Nilo occidental, por lo que es una estrategia muy

prometedora para reducir la transmision de todas estas enfermedades (37).

Existen también numerosas cepas de Wolbachia asociadas con una disminucion
de la esperanza de vida de sus hospedadores. El virus del dengue, por ejemplo, precisa de
dos semanas de incubacién en su mosquito vector para ser transmitido. Por tanto, la
disminucion de la esperanza de vida de los vectores a través de Wolbachia es también una

estrategia para considerar. Este es el caso de la cepa wMelPop o cepa “popcorn” en Aedes
aegypti (36).

Con el avance y desarrollo de técnicas transgénicas se ha hecho posible la

transferencia de genes responsables de la incompatibilidad citoplasmatica inducida por
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Wolbachia directamente en el genoma del hospedador, pudiendo sacar partido de este
fenotipo reproductivo sin necesidad de la presencia de Wolbachia. Esto, sumado a otras
estrategias como el desarrollo de insectos transgénicos con mayor resistencia a patdogenos
promete un gran futuro para las estrategias de control vectorial basadas en Wolbachia

(32,33,36).

-Estrategias de control de filarias

Las filariosis humanas son un grupo de enfermedades causadas por nematodos
filariales que dependiendo de la localizacion del parésito en los tejidos de su hospedador
se clasifican en dos tipos principales: filariosis linfaticas, causadas por Wucherieria
bancrofti, Brugia malayi y Brugia timori; y filariosis subcutaneas, causadas por Loa loa,
Mansonella streptocerca y Onchocerca volvulus. Sin duda, las que suponen un mayor
problema a nivel mundial, en especial por las invalidantes patologias que producen, son

W. bancrofti, B. malayi y O. volvulus. (29).

Estos nematodos son transmitidos a los humanos por mosquitos o moscas vectores
que pueden ser hospedadores de Wolbachia. Ademas, los propios nematodos son
hospedadores naturales de Wolbachia, a excepcion de Loa loa (29). Los vectores de W.
bancrofti y B. malayi son mayoritariamente mosquitos pertenecientes a los géneros Culex,
Aedes'y Anopheles, en los cuales la técnica de insectos incompatibles ha sido probada con

éxito a través de la transfeccion de cepas de Wolbachia inductoras de IC.

Un ejemplo claro del uso de la técnica de insectos incompatibles en el control de
las filarias es la transferencia de una cepa de Wolbachia inductora de IC a Aedes
polynesiensis, que es el principal vector de filarias en el Pacifico sur. En este caso, se
genera una IC bidireccional, ya que la cepa de Wolbachia utilizada para infectar a Ae.
polynesiensis presenta incompatibilidad con las cepas que se presentan de manera natural
en las poblaciones del mosquito.(36). Cabe destacar el posible uso de la cepa wMelPop
para disminuir la transmision de filarias, pues, al igual que en el caso del virus del dengue,
el periodo de incubacion de las filarias en el artrépodo vector es prolongado, y esta cepa

reduce la esperanza de vida del vector (29).

Los actuales tratamientos de las filariasis se basan en pautas con microfilaricidas
como el albendazol junto con ivermectina o dietilcarbamazina. A pesar de que estos

tratamientos son efectivos y han conseguido reducir el nimero de casos de filariosis a
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nivel global, la larga duracion de las pautas y la aparicion de nematodos resistentes a la
ivermectina han puesto de manifiesto la necesidad de nuevas alternativas de control (27).
Los antibioticos anti-Wolbachia como las tetraciclinas ya han sido probados para el
tratamiento de filariosis, obteniendo resultados positivos. Los nematodos filariales
precisan de Wolbachia para la embriogénesis y el desarrollo de las microfilarias cuando
se encuentran en el humano infectado, por lo que el uso de tetraciclinas bloquea estos
procesos vitales, evitando la prosperidad del nematodo. Ademas, las pautas prolongadas
con tetraciclinas han demostrado efectos macrofilaricidas, pudiendo eliminar a gusanos
adultos (27,29). Cabe destacar que Wolbachia es responsable de parte de los signos y
sintomas de las filariosis. Asi, la doxiciclina ha mostrado eficacia en la reduccion de la
patologia y del nimero de microfilarias en pacientes infectados con W. bancrofti y B.
malayi, y también ha sido eficaz como agente macrofilaricida e inhibidor de

embriogénesis en pacientes infectados con O. volvulus (38).

En el estudio de Bulman et al. (2021) se observdé un curioso fenémeno en
poblaciones de Brugia pahangi infectadas por Wolbachia cuando se le administraban
tratamientos contra su endosimbionte. Los tratamientos anti-Wolbachia utilizados en este
experimento fueron doxiciclina, rifampicina, minociclina y tetraciclina a dosis variables.
El fenémeno es conocido como “Efecto Eagle”, y consiste en que altas concentraciones
de antibidticos se correlacionan con titulos mas elevados de la bacteria, mientras que
concentraciones bajas de los mismos antibidticos conducen a la muerte de Wolbachia y
por tanto a la disminucién de los titulos de la bacteria. Este efecto contraintuitivo ha sido
descrito anteriormente en bacterias como Staphylococcus aureus, pero parece que este es
el primer caso descrito en la relacion de un nematodo del género Brugia con Wolbachia.
Este fenomeno es una variable a tener en cuenta para investigaciones futuras en los

tratamientos anti-filariales. (38)

Las tetraciclinas, a pesar de ser fArmacos anti-Wolbachia eficaces, tienen un uso
limitado en nifios, embarazadas y madres lactantes, lo que lleva a la necesidad de
encontrar nuevos farmacos contra la Wolbachia para cubrir estos sectores de la poblacion.
Con este objetivo se cred el Consorcio Anti-Wolbachia (A-WOL), que se dedica a
identificar potenciales dianas terapéuticas de Wolbachia, asi como sintetizar nuevos

farmacos contra esas dianas (27,33).
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-Estrategias de control de Malaria

El paludismo o malaria es hoy en dia la enfermedad parasitaria mas prevalente en
seres humanos, siendo la cifra de infectados en 2022 de 249 millones (31). Las medidas
mas eficaces para el control de esta enfermedad han sido la utilizacién de derivados de la
artemisinina para el tratamiento, y el uso de insecticidas para el control vectorial, pero
con la aparicion de cepas de Plasmodium multirresistentes y de mosquitos resistentes a
insecticidas ha surgido la necesidad de nuevas herramientas para el control de esta
enfermedad. El control de malaria basado en Wolbachia comprende una prometedora

estrategia para ayudar a detener la propagacion de esta enfermedad (34).

Las dos principales caracteristicas de Wolbachia que se pueden explotar en el
control del paludismo son la capacidad de inducir incompatibilidad citoplasmatica y la
inhibicion de patogenos a través de la modulacion del sistema inmune de los mosquitos.
Asi, se han desarrollado dos principales estrategias: 1) la utilizacion de la IC para
exterminar poblaciones de mosquitos, reduciendo las posibilidades de transmision, y 2)
el aprovechamiento de la capacidad de Wolbachia para bloquear la transmision de

Plasmodium mientras se encuentra en desarrollo dentro del mosquito vector. (34)

La técnica de insectos incompatibles ya comentada es una de las posibles
estrategias a utilizar para disminuir la transmision de malaria. Los apareamientos no
viables que aparecen por incompatibilidad citoplasmatica desembocan en una reduccion
significativa de la poblacion de mosquitos en el drea donde se introdujeron los machos

infectados (10,34).

Este modelo ha tenido éxito en ensayos de campo para el control de poblaciones
de Aedes, pero los vectores principales de Plasmodium sp. son los mosquitos del género
Anopheles. Wolbachia no parece formar relaciones estables con los mosquitos Anopheles,
por lo que esta estrategia estaria limitada para el control de la malaria (34). Se conoce que
los responsables de la modificacidon/rescate de la IC inducida por Wolbachia son los genes
cifA y cifB, encontrados en la region profago WO de Wolbachia. Adams et al. (2021)
plantearon la hipotesis de que los genes cifB y cif4 por si solos eran capaces de inducir
IC sin necesidad de que los mosquitos estuviesen infectados por Wolbachia. A través de
la transmision de genes cif de wPip a poblaciones de Anopheles gambiae, se demostrd

que la expresion de cifB era suficiente para originar la letalidad embrionaria de la IC, lo
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que permite utilizar esta estrategia en el control de poblaciones de mosquitos Anopheles

(39).

Como ya se ha comentado, la técnica de insectos incompatibles cuenta con el
problema de liberacioén accidental de hembras infectadas por Wolbachia, cuya solucion

es la esterilizacion a través de radiacion de las poblaciones de mosquitos a liberar (34).

La segunda estrategia es una técnica basada en el remplazo de una poblacion de
mosquitos por otra infectada con Wolbachia que le confiera aptitudes de bloqueo de
Plasmodium. Esta estrategia consiste en aprovechar los efectos nocivos que presenta
Wolbachia frente a los esporozoitos de Plasmodium que se encuentran en el mosquito,
reduciendo su numero de manera significativa. Wolbachia es capaz de actuar en la
modulacion de genes anti-Plasmodium en Anopheles stephensi, entre los que destacan
TEP1, LRIMI, el gen de la via Toll Rell y el efector Defensina 1, disminuyendo la carga
de Plasmodium que porta el mosquito y por tanto reduciendo su transmision (34,40). Esta
estrategia también sirve para resolver en cierta manera la problematica de la liberacion
accidental de hembras infectadas por Wolbachia de la técnica de insectos incompatibles.
Al poseer Wolbachia la capacidad intrinseca de modular la inmunidad del mosquito
vector, aunque haya hembras liberadas de manera accidental, todavia podrian servir para
el control de la malaria (34). En la Figura 3 se puede apreciar un esquema de como se

aplicarian estas técnicas en conjunto para la malaria.
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Figura 3: Esquema de las estrategias basadas en Wolbachia contra la malaria. 1) Esterilidad de los
machos por incompatibilidad citoplasmatica. 2) Liberacién de los machos infectados. 3)
Eliminaciéon de esporozoitos de Plasmodium mediado por Wolbachia. 4) Las hembras aun pueden

eliminar esporozoitos gracias a Wolbachia. Extraido de la referencia (34)
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6. Conclusiones

Wolbachia es un género de bacterias endosimbiontes intracelulares que infecta a
numerosas especies de artropodos y nematodos a nivel global. Esta amplia
distribucion se debe a la capacidad de transmision vertical mediante herencia
materna y la transmision horizontal de la bacteria entre insectos de la misma
generacion.

Wolbachia posee la capacidad de generar fenotipos reproductivos para favorecer
su permanencia en las poblaciones de insectos. Entre los diferentes fenotipos
inducidos por Wolbachia destacan la incompatibilidad citoplasmatica, la
partenogénesis, el androcidio y la feminizacion.

Wolbachia es capaz de influir en la replicacion de diferentes virus de
transcendencia médica dentro de sus vectores artropodos, como son el virus del
dengue, el virus Chikungunya, el virus Zika y el virus del Nilo Occidental.

Se ha demostrado que este grupo de bacterias influye en la inmunopatologia de
las filariosis humanas, y por tanto es responsable de parte de los signos y sintomas
que aparecen en estas enfermedades.

Entre las estrategias de control vectorial basadas en Wolbachia desarrolladas para
enfermedades tropicales transmitidas por artropodos como la malaria, los
arbovirus y las filariosis, destacan la técnica de mosquitos incompatibles y el
reemplazo de la poblacion de vectores por otra con aptitudes antiparasitarias como
el bloqueo viral.

La evolucion y desarrollo de herramientas transgénicas suponen un prometedor
método de control vectorial, al permitir introducir genes especificos de
incompatibilidad citoplasmatica inducida por Wolbachia en diferentes vectores,
asi como la creacion de vectores con resistencia ante patogenos, evitando la

transmision a humanos.
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