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1 RESUMEN

Wolbachia es una bacteria intracelular obligada en células animales, principalmente de
artropodos y nematodos. Con estos seres vivos establece relaciones de parasitismo, en el caso
de los artropodos, y de mutualismo en el caso de los nematodos. Su capacidad para modificar
la reproduccidn de los artrépodos la hace muy interesante como herramienta para el control de
poblaciones de vectores, principalmente mosquitos, transmisores de enfermedades de gran
incidencia mundial como el dengue, zika o chikungunya, entre otras. Para esto se ha propuesto
la aplicacién de técnicas como el reemplazamiento poblacional y la técnica del insecto
incompatible. Por otro lado, en el caso de los nematodos, su importancia reside en las filarias,
responsables de las filariasis. Estas enfermedades afectan a miles de personas en varias partes
del mundo vy los tratamientos disponibles hasta ahora son muy limitados. Aprovechando la
relacion de mutualismo que existe entre estos parasitos y Wolbachia, se han propuesto nuevos
enfoques en el tratamiento de las filariasis como alternativa a los antiparasitarios
convencionales. Estos tratamientos estan dirigidos contra Wolbachia, entre ellos se encuentran
tanto antibidticos ya conocidos como la doxiciclina, como otros farmacos, nuevos o no, que
han mostrado actividad frente a Wolbachia. En conclusion, la investigacion de esta bacteria es
un tema de gran actualidad. Las peculiaridades de las relaciones de Wolbachia con los
organismos a los que infecta han hecho que sea una herramienta de mucho interés y que podria
suponer grandes avances en el control de muchas enfermedades infecciosas que afectan a
millones de personas alrededor del mundo.

Palabras clave: Wolbachia, bacterias, endosimbionte, control bioldgico, artrépodos,
mosquitos, vectores, dengue, chikungunya, malaria, zika, filarias, nematodos, filariasis,
antibidticos, doxiciclina.

2 INTRODUCCION

2.1  Ecologia de Wolbachia.

En 1924 fue descrita la bacteria Wolbachia pipientis por Hertig y Wolbach en tejidos del
mosquito Culex pipiens y, hasta la actualidad, es la Gnica especie que se ha descrito. Se trata de
una bacteria Gram negativa, endosimbionte, intracelular obligada, que pertenece al phylum
Proteobacteria, clase Alfaproteobacteria, orden Rickettsiales, familia Anaplasmataceae y
género Wolbachia. Son parasitos intracelulares, estrictos o mutualistas, de células animales de,
principalmente, artropodos y nematodos (1,2).

El interés de esta bacteria reside en su gran capacidad de infeccién y en su presencia en gran
cantidad de seres vivos a lo largo del mundo. Con el desarrollo de técnicas como la PCR y la
secuenciacion de DNA, en los afios 90 se pudieron realizar varios estudios para determinar la
presencia de Wolbachia en diferentes organismos. Uno de ellos se realiz6 en Panama4, Estados
Unidos e Inglaterra por John Werren (Universidad de Rochester, NY) y su resultado fue que en
un 20% de los insectos estaba presente Wolbachia. Otros estudios en zonas geograficas mas
pequefias reflejaron que Wolbachia se encontraba en un 75% de los insectos y en siguientes
trabajos se demostro que no solo estaba presente en estos, sino que también se podia detectar
en aracnidos, hexapodos, crustaceos, anfipodos, ostracodos, cirripedos y nematodos. Entre
estos ultimos, se encuentran los nematodos filariales que tienen gran importancia por su
capacidad de producir enfermedades en el hombre y otros animales (3,4). Todo ello da una idea
de la importante presencia de esta bacteria en diferentes ecosistemas y seres vivos.
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Figura 1. Arbol filogenético no enraizado de los principales supergrupos de Wolbachia y sus
relaciones de mutualismo o parasitismo reproductivo (4,10).

Hay estudios que muestran gran diversidad dentro de este género existiendo diferentes
supergrupos o grupos de cepas de Wolbachia y algunos de ellos solo infectan especificamente
a determinados organismos, lo que pudiera estar relacionado con su diversidad (Figura 1) (4).
En el caso de los nematodos filariales, se ha comprobado que las bacterias se encuentran en las
cuerdas laterales de machos y hembras formando poblaciones homogéneas, en las que no se ha
detectado que en estos nematodos se produzca recombinacion genética entre ellas y en un
mismo individuo siempre se aisla la misma cepa de Wolbachia pipientis. Por otro lado, en los
artropodos se puede producir recombinacion genética entre especimenes de Wolbachia y
encontrarse infecciones por diferentes cepas en un mismo hospedador (2).

En los artropodos, Wolbachia tiene un papel de parasitismo reproductivo, siendo capaz de
manipular la reproduccidn de estos para asegurar la propagacion de la infeccién (4). Larelacién
que tiene con las filarias es diferente, no se comporta como un parasito, sino que es una bacteria
endosimbionte mutualista obligada. La presencia de Wolbachia es necesaria para la filaria y
viceversa, lo que también es una estrategia de Wolbachia para asegurar su presencia en estos
nematodos y su transmision (5).

Esta capacidad de Wolbachia para controlar la reproduccion de los artropodos y la relacion de
mutualismo que tiene lugar en los nematodos, filarias en especial, unido a su presencia en un
gran porcentaje de estos animales, hacen de esta bacteria una herramienta muy til para el
control de enfermedades infecciosas. Por tanto, podriamos aprovecharla para el control de las
poblaciones de mosquitos y otros artrépodos, que son vectores de enfermedades, y como diana
terapéutica para el tratamiento de las filariasis producidas por nematodos. El trabajo se centrara
en estas aplicaciones.

2.2 Wolbachia en artrépodos.

Como ya se ha indicado previamente, Wolbachia infecta a una gran cantidad de animales, entre
ellos, segun recientes metaanalisis, a un 40% de las especies de artropodos (4). Dentro de los
artropodos se encuentra la clase de los insectos en los que Wolbachia esta presente en el 70%
de sus especies (2). Entre los insectos, son de gran interés los dipteros (mosquitos y moscas),
ya que son vectores de gran cantidad de enfermedades infecciosas. De hecho, fue en los tejidos
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reproductivos de un mosquito (Culex pipiens) donde se encontré por primera vez a Wolbachia
(4).

La transmision de la infeccion es principalmente vertical, es decir, se transfiere de una madre
infectada a los hijos. Esta transferencia por via materna es esencial para entender la
manipulacion reproductiva que produce esta bacteria, siendo capaz de inducir en los artropodos
cuatro fenotipos reproductivos como son la incompatibilidad citoplasmatica, la partenogénesis,
la muerte selectiva de los machos y la feminizacion de los machos, que se explicaran a
continuacion. Estos mecanismos aseguran la transmision de la infeccion y favorecen el
incremento de las poblaciones femeninas que son las que van a transferir la bacteria a la
progenie (2,4). Ademas de esta transmision vertical, se ha barajado la posibilidad de que
también haya una transmision horizontal, que explicaria la presencia de esta bacteria en
especies diferentes. Esta transmision horizontal puede ser debida al parasitismo y a la ingesta
de individuos infectados (4).

La alteracion de la reproduccion que induce Wolbachia en estos organismos, es la clave del
interés que tiene como herramienta de control biologico.

2.2.1 Incompatibilidad citoplasmatica.

En los afios 50, antes de todos estos descubrimientos sobre la abundancia de Wolbachia en
diferentes organismos, se observo que determinados cruzamientos entre individuos de Culex
pipiens no producian progenie o era escasa, fendmeno que se denomind incompatibilidad
citoplasmatica (4). Mas adelante, en los afios 70, en una especie de avispas se observo que si
los machos infectados por Wolbachia se apareaban con hembras que no estaban infectadas, los
individuos de la descendencia resultante que no estuviesen infectados no sobrevivian; pero si
un macho, estando o no infectado, se apareaba con una hembra infectada con la bacteria, todos
los individuos de la progenie resultaban viables e infectados (3).

La incompatibilidad citoplasmatica, o IC, es un defecto que se produce tras la fertilizacién. Se
sabe gue tiene que ver con defectos en el DNA y en la mitosis, que producen un alto nivel de
muerte embrionaria. Se trata, ademas, del principal mecanismo que induce Wolbachia para su
difusion. Como se puede observar en la Figura 2a, este fallo reproductivo se produce cuando
el esperma de machos infectados fertiliza los huevos de una hembra no infectada. Pero el cruce
es compatible si se cruzan una hembra infectada y un macho sano o infectado con la misma
cepa de Wolbachia que la hembra. Al ser una infeccion que se transmite por via vertical y
materna, si la hembra esta infectada se asegura que los hijos hereden la infeccién, favoreciendo
la supervivencia de los individuos infectados, en especial las hembras, y eliminando de la
poblacién a las hembras que no estan infectadas, ya que no son compatibles con otros machos
que si lo estan. En este caso hablamos de una incompatibilidad unidireccional, porque el
apareamiento es incompatible en un sentido, es decir, en el apareamiento de una hembra sana
y un macho infectado. Si el macho y la hembra estan infectados con cepas diferentes de
Wolbachia también puede tener lugar una incompatibilidad unidireccional, cuando solo uno de
los cruces es incompatible (Figura 2b), o bidireccional, cuando ambos cruces reciprocos son
incompatibles (Figura 2c). En recientes investigaciones, se ha intentado dilucidar como esta
infeccion induce la incompatibilidad utilizando insectos modelo (4,6,7).
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Figura 2. Diferentes tipos de IC en mosquitos. Los puntos de colores indican la infeccion por
Wolbachia, cada color hace referencia a una cepa diferente. (a) Este el tipo de IC mas simple.
Tiene lugar al cruzarse machos infectados con Wolbachia y hembras no infectadas, lo que
facilita la invasion por la bacteria de poblaciones no infectadas. (b-c) Estos otros tipos de IC
ocurren entre machos y hembras que estan infectados con Wolbachia, pero con diferentes
cepas. Cuando el cruce entre un macho infectado (azul) y una hembra infectada con otra cepa
(amarillo) es incompatible, y de forma reversa (hembra cepa azul y macho cepa amarilla) es
compatible, se habla de IC unidireccional (b). Si ambos cruces fuesen incompatibles, seria
una IC bidireccional (c). Basado en (7).

Se tiene certeza de que la penetrancia de la IC (el niUmero de embriones afectados por la IC en
un cruce) depende de las cepas de Wolbachia y del hospedador, por lo que diferentes cepas
pueden producir diferentes niveles de IC en un mismo hospedador (8).

Los efectos que tiene la IC a nivel celular solo se han estudiado detalladamente en Culex
pipiens, siendo la especie de la que mas se conoce sobre este fendmeno. Mediante microscopia
confocal de fluorescencia se llevé a cabo un seguimiento de la embriogénesis, estudiando
diferentes cruces. Gracias a esto, se pudo observar los efectos que producia la IC a nivel celular,
y que eran comunes a los que ocurrian en otras especies de insectos (Drosophila simulans,
Drosophila melanogaster y Nasomia vitripenis). Dichos efectos consistian en defectos en la
condensacion del DNA paterno y en la segregacion de los cromosomas durante la primera
division embrionaria (7,8).

En cuanto a los mecanismos moleculares que estan involucrados en la incompatibilidad
citoplasmatica, se pueden explicar mediante un sistema toxina-antidoto (8). En observaciones
citologicas de C.pipiens se sugirid que una toxina depositada durante la maduracion del
esperma podria ser la responsable de evitar el desarrollo de los embriones, dando lugar a los
defectos que se producen en la IC, a no ser que fuesen “rescatados” por un antidoto. A partir de
varios estudios, se descubrieron los genes cidA y cidB y su implicacién en la induccion y rescate
de la IC. Estos genes se pueden expresar de forma transgénica en machos no infectados de
Drosophila, que cuando se cruzan con hembras no infectadas se induce la IC de la misma
manera que ocurre de forma natural entre machos infectados con Wolbachia y hembras sanas
(7). Por un lado, el gen cidB codifica una enzima desubiquitinasa (DUB), que elimina la
ubiquitina de las proteinas. La ubiquitina es un pequefio polipéptido que modifica
postraduccionalmente diversas proteinas y tiene muchas funciones, entre otras la de marcarlas

-5-



Este trabajo tiene una finalidad docente. La Facultad de Farmacia y el/la Tutor/a no se hacen responsables de la informacion contenida en el mismo.

para ser destruidas por el proteasoma (9). La proteina cidB se produce por Wolbachia durante
la espermatogénesis e induce los defectos en la cromatina paterna que se producen en la IC,
pero no se conocen sus posibles dianas moleculares (8,9). En cuanto a la funcion de cidA, no
esta tan clara, pero probablemente codifique el antidoto, siendo el factor de rescate que revierte
los defectos de la cromatina paterna y permite que se produzca la embriogénesis de forma
normal. Se puede comprobar que en la cepa Lavar de Wolbachia la proporcion de expresion de
cidA es superior que en otras cepas, lo que podria estar relacionado con la menor induccion de
IC que tiene lugar en esta cepa (7,8). Existe una evidencia que respalda esta funcion de cidA,
ya que en levaduras se ha observado que previene de la toxicidad de cidB (9) y si se expresa en
hembras transgénicas no infectadas de Drosophila y estas se cruzan con machos infectados, no
se produce la IC debido a que cidA se expresa en la oogénesis e impide el efecto toxico de cidB

(8).
2.2.2 Androcidio o muerte de los machos.

En algunas especies de artropodos se da esta alteracion en la que los machos mueren antes de
que se produzca la eclosion de los huevos, en una etapa temprana del desarrollo embrionario.
Este mecanismo produce un aumento de la disponibilidad de alimento para las hembras
supervivientes, favoreciéndose las poblaciones de hembras y la transmisién de la bacteria, ya
gue son las hembras las Unicas capaces de transmitirla. Debido a esto, se piensa que Wolbachia
tiene que tener la capacidad de diferenciar el sexo ya que mata a los embriones macho de forma
selectiva, desconociéndose los mecanismos por los que esto ocurre (4,10).

2.2.3 Partenogénesis.

La partenogénesis es una estrategia menos comun que principalmente tiene lugar en especies
de artropodos en los que los machos se desarrollan a partir de huevos no fertilizados, como es
el caso de algunas especies de avispas (1,10). Aungue no es tan habitual, es de los mecanismos
mas eficaces de Wolbachia. Se trata de un tipo de reproduccion en el que no se producen machos
a partir de los huevos no fecundados, sino que las hembras infectadas sélo producen hijas a
partir de huevos no fecundados. Esto da como resultado una progenie formada solamente por
hembras que estan infectadas y estas a su vez produciran sucesivas generaciones de hembras
infectadas. Esta estrategia asegura la transmision de la infeccién a toda la poblacion (4,10).

2.2.4 Feminizacion.

El fendmeno de feminizacion se basa en que un macho genético se convierte en una hembra,
completamente funcional. Esto permite que un gran porcentaje de la descendencia sean
hembras, facilitando la transmision de la infeccion. Esta feminizacion ha sido descrita
principalmente en isdpodos y algunos insectos. Se ha propuesto que Wolbachia inhibe los genes
que determinan la masculinidad y la diferenciacion de la glandula androgénica, y de esta forma
los machos pasan a ser hembras (4,10).

2.2.5 Interaccion de Wolbachia con otros patdgenos.

Existe evidencia de que algunas cepas de Wolbachia pueden interactuar con patdgenos como
los virus del dengue, chikungunya, zika, West Nile; y parasitos como el protozoo Plasmodium
spp, entre otros (2).

Algunos estudios indican la capacidad de Wolbachia de disminuir la transmision de este tipo
de virus a traves de los mosquitos. Se ha demostrado que la cepa wMel es capaz de bloquear la
transmision de virus como el del dengue, zika y chikungunya. (11).

-6-



Este trabajo tiene una finalidad docente. La Facultad de Farmacia y el/la Tutor/a no se hacen responsables de la informacion contenida en el mismo.

Aunque todavia no se conoce la razon por la que esto ocurre, se han sugerido varios mecanismos
para explicar el posible proceso de inhibicion de la replicacion viral como la competencia por
acidos grasos como el colesterol entre el hospedador y el virus, la modificacién del miRNA
(12), pequefias moléculas de ARN que regulan la expresion genica post-traduccional (13), o la
induccion del sistema inmune del hospedador, se han sugerido como factores que podrian
disminuir la replicacion del virus. En un estudio reciente, se ha propuesto que el bloqueo de la
replicacion de virus como el del dengue y el West Nile, se debe a la degradacion de su RNA en
presencia de Wolbachia. Se observd que esta inhibicidn no tiene que ver con la alteracion de la
unién ni la internalizacion del virus, pero se descubrid que se acumulan fragmentos de la regién
3’ del RNA viral que inhiben la actividad de la enzima celular XRN1, encargada de su
degradacidn. En presencia de Wolbachia, pero por mecanismos todavia por dilucidar, se reduce
la inhibicién de la enzima, aumentando la degradacién del RNA viral y, por tanto, se bloquea
su replicacion, aunque este quiza no sea el inico mecanismo responsable de ello (12).

En el caso de Plasmodium, se ha sugerido que en mosquitos del género Anopheles algunas
cepas de Wolbachia como wAIbB, serian capaces de inhibir este parasito por medio de la
produccién de un ambiente de estrés oxidativo (14).

Tanto en el caso de los virus, como de Plasmodium, se debe tener en cuenta la posibilidad de
aparicion de resistencias de estos patdgenos a la inhibicion producida por Wolbachia (4,14).

2.3 Wolbachia en nematodos

Dentro del grupo de los nematodos, Wolbachia tiene mayor importancia en las filarias. La
mayoria de estos nematodos son hospedadores de esta bacteria. En los afios 70, se observo la
presencia de unas estructuras de tipo bacteriano similares a rickettsias o clamidias en varios
nematodos filariales mediante microscopia electronica. Afios después, en 1994, se puso en
marcha el Filarial Genome Project, financiado por la OMS, que permitio, entre otros proyectos,
redescubrir a Wolbachia. El estudio mediante gendémica y secuenciacién de cONA de Brugia
malayi, detectd secuencias que parecian bacterianas, y que en un principio se consideraron
contaminantes. Poco después, se comprobd que estaban relacionadas con las Rickettsiales, y
mas concretamente, que pertenecian a Wolbachia, que habia sido indentificado como el
endosimbionte de Dirofilaria immitis (15). Actualmente, esta bacteria se ha identificado en la
gran mayoria de especies de nematodos filariales como Brugia spp, Wuchereria bancrofi,
Onchocerca volvulus, Dirofilaria immitis y Mansonella perstans (2,15).

La relacion entre Wolbachia y las filarias es de mutualismo y, como en los artrépodos, se
transmite por via materna. Se tiene evidencia de que las filarias aportan a la bacteria
aminoacidos necesarios para su crecimiento y, de la misma forma, Wolbachia presenta rutas
metabdlicas necesarias para la sintesis de nutrientes esenciales para el hospedador, como el
grupo hemo, la riboflavina y el flavin adenin dinucleétido (FAD) (2,5). De hecho, cuando se
eliminan estas bacterias de las filarias mediante tratamientos antibi6ticos, se puede observar
que esto provoca retraso en el crecimiento, esterilidad y muerte de los gusanos adultos (5,16).
Gracias a la secuenciacion del genoma y transcriptoma de diversas filarias del género
Onchocerca, se ha sugerido que esta bacteria también podria tener una funcién defensiva y
antibacteriana y, ademas, es posible que lleve a cabo funciones similares a las de las
mitocondrias, proporcionando energia y metabolitos (6).

Otro aspecto importante de la presencia de Wolbachia en los nematodos filariales es su estrecha
relacién con la patogénesis de las enfermedades que producen estos nematodos parasitos en el
hombre y otros mamiferos, como la filariasis linfatica y la oncocercosis, transmitidas por
vectores como moscas y mosquitos (Simulium, Chrysops, Anopheles, Aedes, Culex, ...) (2,17).
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La proporcion de Wolbachia en las filarias varia durante sus diferentes estadios. En la forma
larvaria L4, fase en la que la filaria penetra en el hombre e invade, tiene lugar la mayor
concentracion de Wolbachia, lo que se relaciona en las filariasis con la evasion del sistema
inmunitario. Cuando se liberan las bacterias y sus productos, ya sea al matar los nematodos
mediante tratamientos filaricidas o por procesos de secrecion y excrecion, se estimula la
respuesta inmune innata y adaptativa. Esto se debe a la interaccion de la bacteria con
macrdfagos, células dendriticas y neutrofilos a través del reconocimiento de los receptores Toll
2y 6, respuesta que se ha atribuido a la proteina de superficie de Wolbachia. El aumento de la
concentracion de la bacteria en sangre se traduce en un aumento de reacciones adversas, TNFa,
neutrofilos, citoquinas proinflamatorias y péptidos antimicrobianos, siendo esta respuesta la
responsable del dafio que se produce en los tejidos parasitados. Para evidenciar esto, se realizd
un experimento in vitro exponiendo a células inmunitarias a extractos solubles de filarias que
contienen Wolbachia de forma natural y a extractos de especies de filarias que no contienen
Wolbachia (Loa loa) o de filarias que han sido tratadas con antibi6ticos para eliminar las
bacterias. En el primero de los casos se producia un potente aumento de la respuesta
proinflamatoria. A demas, en modelos murinos de queratitis por oncocercosis, se demostrd que
la presencia de la bacteria era necesaria para el desarrollo de la inflamacién mediada por
neutrofilos y de la opacidad de la cérnea (2,5,16).

2.4 Wolbachia desde el punto de vista socioecondémico, sanitario y ambiental.

Las enfermedades infecciosas transmitidas por vectores entre las que se encuentran, entre otras,
las producidas por los virus como el dengue, zika, chikungunya, West Nile o la fiebre amarilla,
parasitos como Plasmodium, las filarias, e incluso algunas bacterias, presentan gran incidencia
a nivel mundial, sobre todo en paises en vias de desarrollo, y, por tanto, suponen un gran
problema de salud publica en todo el mundo.

Las enfermedades producidas por filarias como la filariasis linfatica y la oncocercosis afectan
a cientos de millones de personas de méas de 80 paises. Aunque la mortalidad de estas
enfermedades no es muy alta, son una causa de gran morbilidad y de discapacidad, ya que
pueden producir ceguera o deformidades que dificultan la capacidad laboral de los afectados,
lo que tiene una gran repercusion econémica. Ademas, la OMS las clasifica como enfermedades
desatendidas o NTDs (neglected tropical diseases). Esta situacion se debe, principalmente, a
que la inversion e interés por parte de las empresas farmacéuticas y los paises desarrollados
para la investigacion y desarrollo de nuevos tratamientos es escaso (17). En el caso del dengue,
zika, chikungunya, malaria o la fiebre amarilla, entre otras, son enfermedades que también
afectan mayoritariamente a paises en vias de desarrollo, muchas de ellas con gran tasa de
mortalidad y un gran porcentaje de la poblacién expuesta (2).

Ademas, hay que tener en cuenta el posible impacto debido al cambio climatico y la
globalizacion, que ha hecho posible que vectores que no estaban presentes en determinadas
zonas ahora lo estén, como es el caso del mosquito tigre (Aedes albopictus) en Europa, que es
vector de virus como el del zika y el dengue (18). Todo esto implica una gran problematica y,
por tanto, la necesidad de poder prevenir la transmision de las enfermedades que portan
controlando los vectores y disponiendo de tratamientos. Debido a que estas enfermedades
afectan mayoritariamente a paises donde los sistemas sanitarios son precarios y los tratamientos
y vacunas son escasos, el estudio del papel de Wolbachia tanto en los vectores de transmision
como en los paréasitos filariales, es clave en el desarrollo y la aplicacion de nuevos métodos
para el control y tratamiento de estas patologias.
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3 OBJETIVOS

Los principales objetivos que se pretenden lograr en este trabajo son:

e Estudiar las relaciones entre Wolbachia y los seres vivos de interés (artropodos y
nematodos filariales).

o Explicar los diferentes métodos de control de vectores de transmision de enfermedades
basados en el uso de Wolbachia.

e Conocer las terapias anti-Wolbachia para el tratamiento de las filariasis, la busqueda de
nuevas dianas farmacoldgicas relacionadas con esta bacteria y el desarrollo de nuevos
farmacos.

4 MATERIAL Y METODOS

Para la realizacion de este trabajo se ha llevado a cabo una revisién bibliogréfica a partir de la
busqueda de diferentes articulos cientificos a través de bases de datos como PubMed y Google
Académico, ademas de la consulta de libros sobre microbiologia.

5 RESULTADOS Y DISCUSION

5.1 Control de vectores de enfermedades infecciosas

Durante los ultimos afios se han intentado controlar las poblaciones de mosquitos transmisores
de enfermedades de diferentes maneras. El método més habitual para el control de estos insectos
es el uso de insecticidas, ademas de otras medidas como la eliminacion de los criaderos y las
medidas de proteccion personal (repelentes, mosquiteras, uso de ropa adecuada, etc.). Pero la
aparicion de resistencias por parte de los mosquitos a los insecticidas y la toxicidad que estos
pueden producir en otros organismos, unido a el aumento de la invasividad de algunas de estas
especies de mosquitos, hacen que estas medidas sean insuficientes para controlar sus
poblaciones e impedir la transmision de enfermedades, por lo que son necesarios nuevos
métodos para el control de estas plagas (11,19).

Aqui es donde Wolbachia juega un papel fundamental. Sus caracteristicas especiales como la
capacidad para manipular la reproduccién de sus hospedadores, aumentar la resistencia de
algunos de estos a determinados virus y parasitos productores de enfermedades y su presencia
en un gran porcentaje de las especies de insectos, hacen de esta bacteria una herramienta muy
interesante para el control de las poblaciones de mosquitos y para la prevencion de las
enfermedades que transmiten (6).

Se han estudiado y puesto en practica varias técnicas basadas en el uso de Wolbachia como
agente de control biol6gico, entre las que destacan la estrategia del Reemplazo Poblacional y
la Técnica del Insecto Incompatible.

5.1.1 Estrategia del Reemplazo Poblacional

La estrategia del Reemplazo Poblacional se ha centrado sobre todo en el control de poblaciones
de mosquitos que son vectores del virus del dengue. EI mosquito Aedes aegypti es el principal
vector de este virus, pero no porta Wolbachia de forma natural. A partir de diferentes
investigaciones, se consigui6 infectar esta especie con cepas de Wolbachia extraidas de otros
insectos, como la cepa wMel de D. melanogaster. Con esta cepa se consiguio una infeccion
estable del mosquito que redujo su esperanza de vida y, también, demostrd importantes
propiedades anti-dengue, siendo capaz de bloquear al virus y de inducir la incompatibilidad
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citoplasmica, lo que facilita una rapida propagacion de la infeccion. El objetivo de esta técnica,
por tanto, es sustituir las poblaciones de mosquitos nativas por mosquitos con una determinada
cepa de la bacteria que les confiere unas caracteristicas interesantes para la prevencion de las
enfermedades que transmiten (Figura 3) (4,20).

Periodo de liberacién

En el aﬁo 2011 Se reaIIZé Ia‘ prlmera Poblacién de Se liberan mosquitos hembra y macho Wolbachia se establece en la
prueba en Austral ia. Se I I beraron mosquitos salvaje infectados con Wolbachia poblacion de mosquitos salvaje
mosquitos A. aegypti infectados con la
cepa wMel de Wolbachia en ecosistemas
naturales, con el objetivo de que la
infeccion se propagase a toda la |---------f- " T oo
poblacion.  Se  realizaron  varias -
liberaciones de mosquitos, 10 en total, | = -
durante 9-10 semanas en 2 zonas > P
(Yorkeys Knob y Gordonvale) cercanas | = =
a la ciudad de Cairns, en el noroeste
australiano. Durante el tiempo que duro
el estudio, se monitorizo la presencia de
Wolbachia en los mosquitos, para lo
que se colocaron trampas de donde se obtenian las larvas que se analizaban mediante PCR para
comprobar la presencia de Wolbachia. Semanas después de que las liberaciones cesaran, se
observé que la presencia de Wolbachia en los mosquitos Ilegd a niveles cercanos al 90% en
ambas localizaciones, lo que demostré que era posible modificar las poblaciones naturales de
mosquitos y asi reducir su capacidad de actuar como vectores de enfermedades (20). Dos afios
mas tarde, en 2013, se recogieron datos en las mismas zonas y se observo que la infeccion de
Wolbachia se mantenia en los mosquitos y se transmitia perfectamente a la descendencia. Los
resultados que se obtuvieron, sugieren gue una vez que la invasién con los nuevos mosquitos
se realiza con éxito, esta infeccion se mantiene en el tiempo y, por lo tanto, este podria ser un
método efectivo para controlar las poblaciones de estos vectores (22). Basandose en estos
resultados, se estan llevando a cabo proyectos a nivel mundial como el World Mosquito
Program (antes llamado Eliminate Dengue Program), el cual aplica esta técnica en diferentes
lugares del mundo donde el dengue es una enfermedad endémica, como Australia, Brasil,
Colombia, México, Indonesia, India, Vietnam, etc. En algunos de estos paises se realizaron
liberaciones de prueba, gracias a las que se observo que esta cepa de mosquito con Wolbachia
podia ser implementada en diferentes ambientes, obteniéndose datos que indicaban que la
transmision local de dengue disminuyd significativamente, no detectdndose casos de la
enfermedad hasta la fecha. Dado el éxito de esta iniciativa, se sugirié que Wolbachia podria ser
capaz de bloquear también el virus del zika, ya que este virus esta bastante relacionado con el
del dengue y comparten vectores de transmision, lo que se demostré en estudios de laboratorio.
A partir de estos resultados, se han puesto en marcha proyectos piloto en Brasil, Colombia y
Vietnam, que en los proximos afios podran dar mas informacion sobre el impacto que tiene este
proyecto en la transmision de arbovirus (23).

P Mosquitos sin Wolbachia Mosquitos infectados con Wolbachia

Figura 3. Representacion de la estrategia de Reemplazo
Poblacional. Basado en (21).

Esta técnica también se ha propuesto para controlar poblaciones de mosquitos transmisores de
la malaria pertenecientes al género Anopheles. Este género de mosquitos tampoco esta infectado
por Wolbachia en la naturaleza. Aunque se ha conseguido la transinfeccion de algunas especies
en el laboratorio, se han encontrado problemas para conseguir infecciones con cepas que se
puedan transmitir verticalmente y sean estables (4). En el mosquito Anopheles stephensi, se
consiguio una infeccion estable con la cepa wAIbB de Wolbachia. Esta cepa es capaz de inducir
la IC y demostro una alta tasa de transmision vertical, ademas de conferir resistencia a
Plasmodium falciparum. Esto hace que el uso de esta especie de mosquito pueda ser interesante
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para llevar a cabo proyectos de reemplazo poblacional, similares a los del dengue. Pero el
control de los vectores de la malaria es mucho méas complejo, ya que se transmite por varias
especies, y por ahora, esta técnica de reemplazo poblacional solo seria aplicable en zonas
endémicas donde solo actle Anopheles stephensi (4,14).

5.1.2 Técnica del Insecto Incompatible

La Técnica del Insecto Incompatible (TII) también se basa en el uso de Wolbachia para
controlar plagas de mosquitos. Este método consiste en la liberacion al medio ambiente de
mosquitos macho infectados con una determinada cepa de la bacteria. Estos mosquitos al
aparearse con las hembras salvajes inducen la incompatibilidad citoplasmatica impidiendo que
haya descendencia y disminuyendo la poblacién de mosquitos (4) (Figura 3). Es muy similar
ala Técnica del Insecto Estéril (TIE), que se basa en la cria de machos del insecto que se quiere
controlary la aplicacion sobre estos de radiacion con la finalidad de esterilizarlos. Estos machos
esteriles se liberan al medio y competirdn con los machos salvajes para aparearse con las
hembras pero no tendran descendencia, por lo que el nimero de individuos de la poblacion
disminuira (24).

Para la aplicacion de esta técnica, hay que tener en cuenta que se han de cumplir una serie de
condiciones. La cepa que se libere debe tener una alta tasa de IC para que no haya descendencia
entre los machos liberados y las hembras silvestres, la competitividad de estos machos liberados
tiene que ser igual o superior a la de los machos silvestres, y se debe tener certeza de que la
aplicacion de la técnica no conlleva dafios en el ecosistema en el que se aplica. Hay que destacar
laimportancia de liberar solo machos, ya que si se liberasen también hembras se podria producir
un reemplazo de la poblacion y, ademas, estas son las responsables de picar a los humanos y
transmitir las enfermedades; por tanto, los métodos de determinacién del sexo de los insectos
tienen que ser lo suficientemente eficaces (4).

En 2018, se aplico esta técnica en la ciudad de Miami, donde los casos de zika habian
aumentado en los Gltimos afos y las medidas para el control de los vectores eran insuficientes.
En esta zona, el principal vector de este virus es el mosquito Aedes aegypti que, como ya se ha
mencionado en la técnica anterior, en la naturaleza no esta infectado por Wolbachia. Mediante
la infeccion artificial, se desarrollé una linea de mosquitos de esta especie (WB1), infectados
con la cepa de Wolbachia wAIbB, proveniente de Aedes albopictus. Esta linea WB1 mostrd
altos niveles de herencia materna, los apareamientos entre los machos de WB1 y hembras
salvajes de A. aegypti tenian un alto nivel de IC y la competitividad de estos machos no se vio
reducida. Todo esto hizo que esta linea fuese adecuada para usarla con el objetivo de la
supresion de A. aegypti mediante la TII. Para realizar el experimento se seleccionaron dos zonas
de la ciudad con caracteristicas similares, una seria la zona tratada y otra la no tratada, ademas
la zona tratada a su vez se dividia en un area central y un area circundante. Se monitorizaron
ambas zonas mediante la instalacion de trampas. Las medidas que se realizaron incluian el
namero de huevos, el nimero de machos y hembras adultos, la proporcion de eclosion de los
huevos y el estado de la infeccion por Wolbachia en los mosquitos. Como resultado de este
estudio de campo se observo que, a pesar de las limitaciones, se obtuvo una disminucion
considerable de la poblacion de mosquitos, con un maximo de 78% de reduccion al comparar
el nimero de hembras de A. aegypti entre la zona central (tratada) y la zona no tratada, lo que
se relaciona con una disminucidn del porcentaje de eclosion de huevos. También se detectd
cierta influencia de la inmigracion de mosquitos que sobre todo afect6 al area circundante, en
la que la reduccién de la poblacion de hembras fue menor que en el area central. Esta
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disminucion del numero de hembras_ tuvo lugar  Técnica del Insecto
durante todo el periodo en el que se liberaron los Incompatible
machos WB1, pero tras finalizar la liberacion, el P

) ., Machos con la cepa Hembras con la cepa
porcentaje de eclosion de huevos en la zona central — rativa ce woechia nativa ce Wolbachia
volvio al mismo nivel que el de la zona no tratada T\ e /€

(19) 7 - S N Mosquitos macho

) ; ;. ’ /'7"\ infectados con una
En zonas como las islas, donde, debido a su 7 7 e T et ibermios
aislamiento, el control de los mosquitos es mas 2 2 & 5 enlanaturaleza

facil ya que el efecto de la inmigracion de estos es
menor, también se han realizado estudios basados

. -y Je - ays Los machos de laboratorio
en la aplicacion de esta técnica. En Tahiti, un s s se cruzan con las hembras
laboratorio ha conseguido erradicar casi por M
completo estos insectos en una pequefa isla. En
este caso, el mosquito que se queria controlar es >< P
Aedes polynesiensis, que si estd infectado por bR ines
Wolbachia de forma natural, por lo que es posible
usar machos mfec_tados_por otra cepa de Wplpachla < T
que sea capaz de inducir la IC. Debido al éxito que 3 € o e
se ha observado en estos ensayos, se planea

aplicarlo a mas zonas del Pacifico (25). Figura 3. Esquema de la aplicacion de la TII.

En China, se ha llevado a cabo otro estudio basado Modificado de (25).

en la combinacion de la TIl y la TIE. La TIE se ha usado con éxito para la eliminacion de
algunas plagas de insectos con importancia agricola y veterinaria, pero no se ha llegado a aplicar
en mosquitos debido a que la radiacién que se emplea con el fin de esterilizar a los machos
también disminuye su competitividad y capacidad de supervivencia. Lo que se propuso con la
combinacion de estas dos técnicas es aprovechar, por un lado, la infeccion con una cepa de
Wolbachia capaz de inducir la IC, y por otro, usar la radiacion a dosis bajas para esterilizar las
posibles hembras que pueden “contaminar” la linea de mosquitos machos creada en laboratorio,
con el objetivo de evitar el reemplazamiento poblacional. Para esto, se infectaron mosquitos
Aedes albopictus (infectados con wAIbA y wAIbB de forma natural) con una cepa de Wolbachia
proveniente de Culex pipiens, wPip, dando lugar a la linea HC. Esta linea demostrd cumplir con
los requisitos para poder ser usada en esta técnica. Los mosquitos macho se liberaron en dos
islas fluviales de la ciudad de Guangzhou, la ciudad china con més proporcién de transmision
de dengue. Estas liberaciones de mosquitos se llevaron a cabo durante dos afios, llegando a
eliminar casi por completo las poblaciones de estos. Ademas, se observd que la cepa wPip,
junto con las cepas nativas de Aedes albopictus, reducen la transmision de arbovirus, por lo
tanto, si se produce accidentalmente un reemplazo de la poblacion, podria llegar a ser
beneficioso (26).

Recientemente, se ha desarrollado un nuevo método para la produccion y distribucién de
machos de Aedes aegypti infectados con Wolbachia. Este método incluye la cria, separacion
por sexo y liberacion, de una forma automatizada y que permite la aplicacion de técnica a gran
escala. A partir de esto, se aplicé la Tll en tres zonas del condado de Fresno, California, durante
26 semanas. Este estudio ha mostrado bueno resultados en la supresion de las poblaciones de
mosquitos, lo que demuestra que la eficiente produccion de mosquitos machos infectados con
Wolbachia permite un buen control de las poblaciones salvajes a mayor escala que trabajos
previos. En las zonas de tratamiento se lleg6 a un maximo del 95% de supresion de las hembras,
a su vez el numero de larvas, huevos y el porcentaje de eclosién de huevos, disminuyeron
considerablemente. Todos estos datos demuestran una fuerte supresion de las poblaciones de
Aedes aegypti en dichas zonas. Se debe tener en cuenta, como ha sucedido en otros estudios, la
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necesidad de volver a aplicar la TIl cada temporada para poder mantener esta supresiéon. En
otros estudios, problemas como la alta proporcién de mosquitos hembra en las poblaciones
liberadas, el bajo rendimiento en la produccion de los mosquitos y la menor competitividad de
estos, han limitado el éxito de las medidas aplicadas. En este caso, la clasificacion sexual méas
precisa y la esterilizacion de las pupas femeninas con dosis bajas de radiacién han permitido
evitar estos problemas. La monitorizacion de las zonas tratadas durante los proximos afios sera
clave para obtener informacion sobre la rapidez con la que resurgen las poblaciones de
mosquitos y permitird probar si liberaciones mas pequefias pueden sostener la supresion en
estas zonas (27).

5.2 Control de otros artrépodos

El interés de Wolbachia en relacion con los artrépodos se ha centrado principalmente en los
mosquitos. Pero existen otros enfoques que sugieren que esta bacteria podria servir para
controlar poblaciones de otros artropodos. A su vez, se han descubierto algunas bacterias que
podrian tener una utilidad similar a la de Wolbachia.

Se ha observado que en las chinches (Cimex lectularius) se encuentra presente el supergrupo F
de Wolbachia. Se demostrd que este endosimbionte tenia una relacion mutualista nutricional
con Cimex lectularius, lo que difiere del resto de los artrépodos en los que se habia observado
un parasitismo reproductivo. Se observd que la eliminacion de Wolbachia producia retraso en
el crecimiento y esterilidad en las chinches (15). Los efectos de la eliminacion de Wolbachia
podian ser contrarrestados con la suplementacion de vitamina B (16), por lo tanto, se deduce
que Wolbachia suministra esta vitamina a Cimex lectularius (4). Debido a esto, Wolbachia
también se ha propuesto como un posible método de control de las chinches (6). Aunque estos
insectos no son vectores de enfermedades, se han encontrado patégenos humanos en la
superficie de su cuerpo y en sus heces, y pueden producir problemas como reacciones en la piel
y anafilaxis, por lo que suponen un problema de salud publica. Pero todavia se necesitan mas
estudios sobre esta relacion para poder aplicar técnicas de biocontrol basadas en Wolbachia
(4).

Otro caso es el de las moscas tsetse (Glossina spp), los vectores de los protozoos (Tripanosoma
brucei) que producen la tripanosomiasis humana africana. Wolbachia también se encuentra en
estas moscas y se ha demostrado que puede inducir una fuerte IC en especies como Glossina
morsitans. Este descubrimiento ha permitido proponer el uso de Wolbachia para el control de
las poblaciones de estas moscas. Ademas, las moscas tsetse tienen otra bacteria simbionte
(Sodalis glossinidus) que al ser cultivable hace posible la aplicacién de la paratransgénesis, es
decir, la modificacion de esta bacteria con el fin de que produzcan sustancias que confieran
resistencia a los tripanosomas 0 que sean nocivas para estos. Estas bacterias modificadas se
podrian introducir en las poblaciones de Glossina spp gracias a la IC inducida por Wolbachia,
con el objetivo de acabar con la transmision de la tripanosomiasis (4).

En recientes estudios, se ha descubierto otro microorganismo que podria tener utilidad en los
mosquitos del género Anopheles. Como ya hemos mencionado, estos mosquitos son los
vectores de Plasmodium spp, el protozoo responsable de la malaria. En estas investigaciones se
ha observado la presencia de un microsporidio (un tipo de hongo intracelular presente en
animales) no patogénico (Microsporidia MB) en poblaciones silvestres de Anopheles arabiensis
en Kenia. Estos microsporidios se pueden transmitir por via materna y tienen un estilo de vida
similar al de Wolbachia. En este caso, la infeccion con Microsporidia MB se ha relacionado
con una menor transmision de Plasmodium. Se ha observado que las hembras trasmiten la
infeccion con gran eficiencia y esta no interfiere en la aptitud de los mosquitos. Los mecanismos
por los cuales se produce este efecto protector frente a Plasmodium todavia no estan claros,
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aunque podrian estar relacionados con el aumento de la expresion de genes vinculados a la
digestion y lainmunidad. Todas estas caracteristicas hacen que este microsporidio sea de interés
para su uso como una herramienta de bloqueo de la transmision de la malaria, siendo un posible
candidato para estrategias de reemplazamiento poblacional (28).

5.3 Wolbachia como diana farmacoldgica en las filariasis

La estrecha relacion de Wolbachia con la patogénesis de las filariasis, junto con la relacion
mutualista de Wolbachia y las filarias, sugiere que la eliminacion de esta bacteria podria ser
atil para conseguir eliminar estos parasitos.

Desde la OMS, se han realizado proyectos como el “Programa para la eliminacion de las
fiariasis linfaticas”, cuyo objetivo era erradicar esta enfermedad para el afio 2020, lo cual,
todavia no se ha conseguido. En 53 paises donde esta enfermedad es endémica se han llevado
a cabo administraciones de farmacos en masa (MDA) con el fin de parar la transmision. Estos
programas de MDA han demostrado tener un mejor balance coste/efectividad que la deteccion
y tratamiento de los individuos infectados. La interrupcion de la transmision que se quiere
lograr con estos tratamientos solo se puede conseguir si se trata a toda la poblacion en riesgo
en un periodo suficientemente largo que asegure que las microfilaremias sean lo
suficientemente bajas como para bloquear la transmisién (17).

En estos programas, el tratamiento convencional de la filariasis se basa en el uso de albendazol
combinado con ivermectina o dietilcarbamazina para la filarisasis linfatica, y de ivermectina
para la oncocercosis. Estos farmacos son microfilaricidas, es decir, afectan a las microfilarias
pero no a los gusanos adultos (29). Las filarias adultas pueden permanecer en los humanos mas
de 10 afos, pudiéndose aparear en el hospedador dando lugar a microfilarias, lo que permite la
continuacion de la transmision. Por tanto, la falta de eficacia de estos tratamientos sobre los
gusanos adultos, la necesidad de administracion de varias dosis de estos farmacos durante
largos periodos de tiempo (aproximadamente 17 afios en la oncocercosis y 5 afios en la LF), el
riesgo de aparicion de resistencias a la ivermectina, unido al hecho de que en los ultimos 20
afios no se han desarrollado nuevos farmacos con buenos perfiles de seguridad y eficacia para
tratar estas enfermedades, hacen necesaria la busqueda de nuevos farmacos con la capacidad
de matar o esterilizar permanentemente a las filarias adultas (15,29).

En los dltimos afos, la investigacion de nuevas alternativas terapéuticas para el tratamiento de
las filariasis se ha centrado en Wolbachia como un objetivo filaricida (16).

5.3.1 Antibioticoterapia anti-Wolbachia

Eliminar Wolbachia de las filarias repercute en estas y en los humanos parasitados (2), como
ya se ha explicado. En estudios preclinicos, el enfoque basado en el uso de antibidticos ha
demostrado que causa toxicidad embrionaria, retraso en el desarrollo y la muerte de las filarias
adultas, ademas de que tiene un importante potencial macrofilaricida y ayuda a la disminucion
de la carga microfilaria (29).

Las tetraciclinas muestran efectividad frente a las Rickettsiales, por tanto, también son efectivas
contra Wolbachia (2). Esta es la principal clase de antibioticos que se usa frente a esta bacteria,
y dentro de estas, principalmente la doxiciclina (16). La forma en que estos antibidticos afectan
a Wolbachia no se conocio hasta que un estudio transcriptomico y protedbmico demostré que
habia respuestas en todo el genoma de Wolbachia a la doxiciclina, causando el deterioro del
metabolismo de la bacteria (29). En la Figura 5 se detalla su diana y su mecanismo de accion.
El primer ensayo clinico con doxiciclina en humanos se realiz6 en Ghana, con el objetivo de
usar este antibidtico para tratar la oncocercosis. En este estudio se administraron 100 mg/dia de
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doxiciclina durante 6 semanas, observandose una eliminacion del 90% de Wolbachia. Tras 4-6
meses, la embriogénesis se interrumpio y los pacientes a los que se les administrd una dosis
adicional de ivermectina (IVM) mostraron una amicrofilaremia sostenida, en comparacion a los
que no se les administrd (5). Este ensayo probd que se produce la esterilizacion de las filarias a
largo plazo, durante més de 1 afio y medio tras el tratamiento (29). En este pais se realiz6 otro
estudio aleatorizado, de doble ciego y controlado con placebo. En este estudio se administrd
una dosis de 200 mg/dia de doxiciclina durante 4 o 6 semanas, o una dosis de 100 mg/dia
durante 5 semanas. El tratamiento de 6 semanas mostro un efecto macrofilaricida de mas del
60%, mientras que los tratamientos de 4 y 5 semanas mostraron un efecto del 50%. Ademas, se
observo que las filarias hembras que estaban vivas y se extrajeron de los oncocercomas eran
estériles. Se demostr6 que este efecto macrofilaricida y esterilizador se debia a la doxiciclina
en un estudio paralelo en Camerun, en el que se administro doxiciclina en monoterapia sin dosis
de IVM posteriores (5).

La doxiciclina también ha demostrado su utilidad frente a la filariasis linfatica. En un ensayo
clinico aleatorizado, se administré este antibidtico durante 3 semanas obteniendo una reduccion
significativa de la carga microfilarial e induciendo una amicrofilaremia maés efectiva, si se
compara con el albendazol o la ivermectina, por hasta dos afios. Ademas, la gravedad de los
linfedemas disminuyd con este tratamiento, por lo que se puede deducir la utilidad de la
doxiciclina para mejorar los sintomas clinicos. Otros estudios han comparado la doxiciclina con
la amoxicilina en pacientes con y sin infeccion activa de LF, obteniéndose una menor
progresion de la enfermedad con la doxiciclina. Hay que tener en cuenta que el tratamiento de
la LF es mucho mas corto que para la oncocercosis, posiblemente debido a que en la primera
las filarias se encuentran en los ganglios linfaticos y en la segunda en la piel, donde la
biodisponibilidad de los antibidticos es menor. La mejora observada en la LF, incluso para
pacientes sin infeccion activa, y el hecho de que la eficacia de otros microfilaricidas como el
albendazol y la IVM no esta determinada para LF, hace que el tratamiento con doxiciclina deba
ser considerado para este tipo de filariasis (29).

Farmaco Diana Mecanismo de accién Contraindicaciones Estado actual
Doxiciclina Subunidad Blogueo de la sintesis de proteinas Embarazo y nifios Estudios clinicos en
ribosomal 30S por el bloqueo de la unién del menores de 9 afios humanos
aminoacil-tRNA al ribosoma
Rifampicina RNA Inhibicidn de la RNA polimerasa Desconocidas Estudios clinicos en
polimerasa humanos
Moxifloxacino DNA girasa Inhibicién de la DNA girasa y de la Embarazo y nifios Estudios clinicos en
replicacién celular humanos
Coralopironina A RNA Bloqueo de la sintesis de RNA Desconocida Estudios preclinicos
polimerasa
Rapamicina bTOR Inhibicidn de bTOR, el cual controla  Embarazo Estudios preclinicos
la autofagia
Globomicina LspA Acumulacién de pro-lipoproteinas Desconocida Estudios preclinicos
en la membrana citoplasmatica
Berberina FstZ Blogueo de la citocinesis bacteriana  Desconocida Estudios preclinicos
Succinil acetona ALAD Blogueo de la ruta de sintesis del Desconocida Estudios preclinicos
grupo hemo

Figura 4. Resumen de los compuestos en estudio para la terapia anti-Wolbachia. Basado en (29).

bTor: diana de la rapamicina en Brugia malayi; LspA: peptidasa sefial de lipoproteina; FstZ:

filamenting temperature-sensitive protein Z. ALAD: acido aminolevunilico deshidratasa.
Estos tratamientos han sido bien aceptados en las comunidades afectadas y los costes han sido
relativamente econdémicos. Tampoco se han observado resistencias a la doxiciclina en la
filariasis, siendo mucho menor el riesgo de resistencias en este antibiotico en comparacion con
otros como las penicilinas y fluoroquinolonas. A pesar de esto, hay varios inconvenientes que
dificultan su implementacion en los programas de MDA (29). La principal contraindicacion de
este antibidtico esta en su uso en mujeres embarazadas o en periodo de lactancia y en nifios
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menores de 9 afios (16). La doxiciclina, en el feto y los nifios, tiene el potencial de unirse al
calcio en los huesos y dientes en desarrollo, lo que puede dar lugar a depositos en los huesos y
manchas e hipoplasia dental (29).

Debido a los inconvenientes y contraindicaciones en la implementacion del tratamiento con
doxiciclina, se ha estudiado la efectividad de otros antibiéticos frente a las filariasis. En estudios
in vitro con azitromicina, se observé que se inhibia parcialmente la muda de la filaria Brugia
malayi. En posteriores ensayos en humanos, no se observo efectividad por parte de este
antibidtico. Por otro lado, la rifampicina, un antibiotico de amplio espectro que es seguro para
nifios y embarazadas, ha demostrado resultados positivos en estudios en humanos. Ademas, en
combinacion con albendazol ha mostrado un efecto sinérgico que permite el acortamiento del
tratamiento. Aunque el uso de este antibiotico puede estar limitado por la posibilidad de
aparicion de resistencias cruzadas con Mycobacterium spp (29). Aun asi, es un tratamiento que
podria ser interesante en los casos en los que no se puede usar doxiciclina (16), pero se necesitan
mas estudios que prueben su seguridad, eficacia e idoneidad para usarlo en programas de MDA
(29).

Otros nuevos compuestos, como la minociclina y la coralopironina A, han mostrado resultados
prometedores. La minociclina es una tetraciclina semisintética de amplio espectro, en ensayos
in vitro se ha observado que es mucho mas potente que la doxiciclina y rifampicina, y en
ensayos en modelos murinos y en humanos ha mostrado una mayor deplecién de Wolbachia 'y
mayor porcentaje de esterilizacion que la doxicilina. Aun asi, es un antibiotico que también esta
contraindicado en embarazadas y nifios, y del que aln se necesitan mas estudios para validar su
eficacia. Por otro lado, la coralopironina A es un compuesto obtenido de la myxobacteria
Coralococcus coralloides. Se ha demostrado la eficacia de este compuesto in vivo e in vitro,
pero son necesarios mas estudios para determinar la eficacia en el tratamiento de pacientes con
filariasis (29). Estos y otros antimicrobianos (Figura 5), estan en estudio actualmente.

5.3.2 Busqueda de nuevas dianas y farmacos anti-Wolbachia

Los analisis comparativos genémicos, transcriptomicos y proteémicos, han permitido conocer
mejor las bases moleculares y metabdlicas del mutualismo entre Wolbachia y las filarias, lo que
ha hecho posible el descubrimiento de nuevas dianas farmacoldgicas (16), como algunos de los
antibiéticos mencionados en el apartado anterior. EI Unico genoma completo de Wolbachia
proveniente de una filaria del que disponemos es el de Wolbachia endosimbionte de Brugia
malayi. Aunque también se han publicado en las bases de datos algunos fragmentos del genoma
de filarias que contienen Wolbachia y de otras que no contienen a la bacteria (Loa loa). Esta
informacidn nos permite realizar estudios comparativos entre diferentes especies de filarias, y
entre estas y las bacterias endosimbiontes (15).

Se observo que en el genoma de Wolbachia endosimbionte de B. malayi habia mucha menos
densidad de genes funcionales que en otras bacterias y una perdida considerable de rutas
metabolicas. En comparacion, por ejemplo, B. malayi carece de los genes necesarios para la
sintesis de FAD Yy riboflavina, mientras que Wolbachia si es capaz de llevar a cabo esa ruta.
Esto ocurre con otras rutas metabdlicas, estando incompletas en uno de los organismos, ya sea
en la bacteria o en la filaria, lo que podria explicar la relacion mutualista (15).

La necesidad de encontrar nuevos compuestos que sean activos contra Wolbachia para tratar
las filariasis y que se puedan aplicar en programas de MDA, ha llevado al desarrollo de
proyectos como el A-WOL Consortium (5). En este proyecto se han realizado rastreos, mediante
ensayos basados en células, ensayos in vitro con nematodos e in vivo con modelos filariales, de
compuestos quimicos, pequefias moléculas, combinaciones de farmacos aprobados por la FDA,
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librerias de antimicrobianos y de compuestos de origen natural y sintético, etc. El principal
objetivo es establecer tratamientos para la filariasis que estén dirigidos contra Wolbachia, con
la finalidad de que se puedan aplicar en programas de MDA, ademas de optimizar la terapia
individual y la administracion basada en la comunidad para un uso mas restrictivo (15). Gracias
a esto se han identificado varios compuestos que podrian ser prometedores.

Una de las rutas de biosintesis que parecen ser interesantes en esta simbiosis entre Wolbachia
y las filarias, es la de la sintesis del grupo hemo. EI grupo hemo es un cofactor esencial para
una gran variedad de proteinas como los citocromos, las hemoglobinas, las peroxidasas y las
catalasas. Todas estas proteinas intervienen en diferentes procesos biolégicos que son
fundamentales, como el metabolismo oxidativo y el transporte electronico. En el genoma de
Wolbachia estan presentes los genes para la biosintesis del grupo hemo, excepto el gen que
codifica la protoporfirindgeno IX oxidasa, como ocurre en otras bacterias Gram negativas. Por
otro lado, las filarias, como Brugia malayi, no disponen de esta ruta por lo que el grupo hemo
lo tienen que obtener de Wolbachia o del medio. Se ha observado que, si se elimina Wolbachia,
se ven afectados varios procesos del nematodo, lo que podria deberse a la ausencia de grupo
hemo. Esto sugirié el uso de inhibidores de la sintesis del grupo hemo como la succinil acetona
(Figura 5) y la N-metil-mesoporfirina, cuyas dianas farmacoldgicas son dos enzimas que
intervienen en la sintesis del grupo hemo, el acido aminolevulinico deshidratasa (ALAD) y la
ferroquetalasa (FC), respectivamente. Como resultado del tratamiento con estos farmacos se
observo la reduccion de la movilidad de las filarias adultas y las microfilarias. Se ha observado
que estas enzimas tienen diferencias significativas con sus analogos humanos, y ademas, sus
caracteristicas bioquimicas y su sensibilidad por los inhibidores hacen de esta ruta una
interesante diana farmacoldgica (15,30).

Este tipo de analisis comparativos también se han llevado a cabo para identificar diferencias
entre los procesos presentes en humanos y los presentes en Wolbachia, con el objetivo de
descubrir nuevas dianas farmacoldgicas, como es el caso de la glicolisis. En humanos, el tltimo
paso de esta ruta lo lleva a cabo la piruvato quinasa, mientras que en Wolbachia lo realizada la
piruvato fosfato diquinasa (PPDK), una enzima que no esta presente en los mamiferos. Por esta
razon también se ha tenido en cuenta esta enzima en los rastreos del A-WOL (30).

A partir de las librerias de compuestos antiinfecciosos, se ha identificado un macrolido con
actividad contra Wolbachia, la tilosina A. Es el Gnico macrélido con esta actividad y que ha
demostrado su efectividad en ensayos in vitro y en modelos murinos de filariasis. Debido a su
baja biodisponibilidad por via oral, se modifico la estructura quimica obteniendo compuestos
analogos que mostraron una mayor biodisponibilidad y potencia frente a Wolbachia. Dicha
molécula, a la que se ha denominado A-1574083, ha mostrado un prometedor perfil de
seguridad preclinico y un periodo de tratamiento mucho mas corto comparado con las
tetraciclinas. Aun se necesitan mas datos para conocer adecuadamente la relacién entre las dosis
y la duracion del tratamiento, lo que es fundamental para aplicar este tratamiento en programas
de MDA (31).

Existen lineas de investigacion que se han centrado en la busqueda de alternativas para la
prevencion de las filariasis, como son las vacunas. En un estudio se observd que ratones
inmunizados con una unica proteina de Wolbachia mostraban una fuerte resistencia, aunque no
completa, a la infeccion por filarias (6). La busqueda de vacunas anti-filariales podria ser un
campo de estudio de gran interés para la lucha contra estas enfermedades.
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6 CONCLUSIONES

El avance en el conocimiento de la biologia de Wolbachia ha supuesto la apertura de un
interesante campo de estudio que, en un futuro préximo, podria tener un gran impacto en la
salud de millones de personas. Wolbachia ha demostrado que puede ser una herramienta Gtil en
la eliminacion y prevencion de enfermedades producidas por artropodos v filarias. En el caso
de artrépodos, por su capacidad para modificar poblaciones de vectores transmisores de
enfermedades viricas y parasitarias y, en el de las filarias, a través del uso de antibidticos para
la eliminacion de Wolbachia que, debido a su mutualismo, induce la muerte de estos parasitos.

A pesar de los buenos resultados, aln se necesita:

1. Una mayor comprension de los procesos moleculares que estan implicados en
a. el proceso de incompatibilidad citoplasmatica en artropodos,
b. larelacion de simbiosis entre Wolbachia y las filarias,
con el objetivo de mejorar y ampliar las aplicaciones de Wolbachia y entender su
relacion con los organismos a los que infecta.

2. Llevar a cabo maés estudios que permitan conocer mejor las técnicas de control de
vectores y su impacto, asi como su aplicacion en otros artropodos, frente a otros
patdgenos (virus, protozoos) y el uso de diferentes cepas de Wolbachia.

3. Encontrar nuevos farmacos con actividad frente a Wolbachia que sean seguros,
efectivos, baratos, se puedan administrar de una forma sencilla y permitan la reduccion
de la incidencia de las filariasis.

Para cumplir estos objetivos es fundamental aumentar el interés y la financiacion de la
investigacion de estas enfermedades que, principalmente, afectan a paises desfavorecidos.
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