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Resumen

Las enfermedades transmitidas por mosquitos, como el dengue y la malaria,
plantean importantes cargas para la salud mundial. Desafortunadamente, los
meétodos de control actuales basados en los insecticidas y el mantenimiento del
medio ambiente no han logrado eliminar la carga de la enfermedad. Se buscan
soluciones escalables, desplegables y basadas en la genética para reducir el riesgo
de transmision de estas enfermedades. Se han  desarrollado
bacterias Wolbachia que bloquean patégenos, o estrategias de control de mosquitos
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basadas en la ingenieria del genoma, incluidos los impulsores genéticos, para
abordar estos problemas, ambos requieren la liberacion de mosquitos modificados
en el medio ambiente. Aqui, revisamos los ultimos desarrollos, similitudes notables
y distinciones criticas entre estas tecnologias prometedoras y discutimos sus
futuras aplicaciones para el control de enfermedades transmitidas por mosquitos.

Introduccion

Aproximadamente la mitad de la poblacién mundial esta en riesgo de contraer
enfermedades transmitidas por mosquitos, con la mayor carga para las poblaciones
socioeconémicamente desfavorecidas. La urbanizacién, la globalizacion, el cambio
climatico y los cambios en el uso de la tierra han contribuido a la reaparicién y
expansion de las enfermedades transmitidas por mosquitos. Por ejemplo, la
incidencia del dengue se ha multiplicado por mas de 30 en los ultimos 50 afios y los
brotes de chikungunya, fiebre amarilla y malaria han aumentado en tamafo y
frecuencia desde 2014. La epidemia del virus del Zika (ZIKV) 2015-2016 en América
Latina y el Caribe también dio lugar a cientos de miles de infecciones, lo que resulté
en trastornos socioeconémicos a gran escala. Se espera que las interrupciones de
la cadena de suministro debidas a la pandemia de la enfermedad por coronavirus de
2019 aumenten el nimero de muertes relacionadas con la malaria en el Africa
subsahariana también en 2020-2021.

Existe una necesidad critica de enfoques seguros y sostenibles para reducir la carga
de los patégenos transmitidos por mosquitos. Las estrategias comunes de control
de mosquitos con insecticidas quimicos y gestion ambiental solo son
moderadamente efectivas, en parte debido a la resistencia derivada de cambios
fisiolégicos (por ejemplo, resistencia a los insecticidas) y de comportamiento (por
ejemplo, los mosquitos cambian sus tiempos de alimentacion de sangre en
respuesta a los mosquiteros). Las intervenciones quimicas también tienen efectos
no deseados en los insectos no objetivo, incluidos los polinizadores.

Recientemente se ha producido una expansion en el desarrollo de tecnologias de
control genético, que involucran mosquitos modificados disefiados con el objetivo
de lograr la supresién de la poblacién (fig. 1A), o modificacién de la poblacién
(Fig. 1B). Las estrategias de supresién incluyen la técnica de insectos estériles (SIT),
la técnica de insectos incompatibles (IIT) y varias tecnologias basadas en
transgenes, incluidos los impulsos genéticos. En las estrategias de modificacion de
la poblacién, los mosquitos resistentes a los patégenos («refractarios») estan
disefiados para ser liberados en poblaciones silvestres, donde pueden propagar sus
modificaciones hereditarias para prevenir la transmisiéon de patogenos. Los
ejemplos incluyen el uso del hereditario bloqueador de
patégenos Wolbachia (recuadro 1) y varias tecnologias transgénicas. En esta
revision, comparamos y contrastamos las intervenciones de control de mosquitos
dirigidas a la supresion o modificacion de la poblacidn, destacando los desarrollos
recientes en el uso de mosquitos infectados por Wolbachiay las estrategias
transgénicas.
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A Wolbachia y enfoques basados en transgenes para la supresion de la poblacion. Los
machos infectados por Wolbachia pueden suprimir las poblaciones de mosquitos a través
de los efectos de IC en el embridon temprano. Para evitar que las hembras fértiles
infectadas por Walbachia escapen de la etapa de clasificacion por sexo, se incluye una
etapa de irradiacion para hacerlas estériles. Utilizando enfoques basados en transgenes,
los mosquitos pueden disefiarse para inducir letalidad en la etapa inmadura o adulta del
ciclo de vida. En los enfoques de supresion, la reduccion del nimero de mosquitos se
traducira en una reduccioén de la transmision de patogenos. B Wolbachia y enfoques
basados en transgenes para la modificacion de la poblacion. Varios estudios han
demostrado las capacidades de bloqueo de patogenos de Wolbachia. Esta caracteristica
se puede utilizar para modificar las poblaciones de mosquitos para la resistencia a los
patogenos. Como las hembras infectadas por Wolbachia también tienen ventajas de
manipulacion reproductiva (debido a la IC), el bloqueo de patogenos puede propagarse
por todas las poblaciones de mosquitos salvajes. En los enfoques basados en transgenes,
se pueden disefiar estrategias para inhibir la replicacion de un patogeno especifico a través
del mecanismo deseado (ARN, sobreexpresion de vias inmunitarias innatas, etc.). Cuando
se vinculan a un impulso genético, estas estrategias podrian propagarse a través de las
poblaciones de mosquitos. Tanto Walbachia como los enfoques basados en transgenes
buscan mantener la poblacién de mosquitos. Las flechas representan las liberaciones de
mosquitos. Las multiples flechas en el enfoque IIT de Wolbachia indican que se necesitan
multiples liberaciones para lograr la supresion. Para simplificar, los enfoques SIT, pgSIT,
RIDL y fsRDIL se mencionan como ejemplos en el panel A debido a su requisito de
multiples versiones. Estos enfoques no utilizan Wolbachia, a pesar de estar bajo esta
categoria en la figura. Virus MAYV mayaro, virus CHIKV chikungunya, virus DEL
DENV delngue, virus WNV del Nilo Occidental, virus ZIKV Zika.
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Recuadro 1 Wolbachia indujo la incompatibilidad citoplasmatica (IC). Las hembras



infectadas por Wolbachia transmiten Wolbachia a sus crias a través del citoplasma de
huevo. Si se acopla a los machos no infectados de Wolbachia, la incompatibilidad entre
el esperma y el 6vulo (IC unidireccional) da lugar a una descendencia no viable. En
presencia de dos cepas de Wolbachia, los emparejamientos entre hembras infectadas por
Wolbachia y machos o machos no infectados infectados con una cepa diferente de
Wolbachia (IC bidireccional) conducen a la muerte de la descendencia. Las crias viables
se generan a partir de hembras infectadas por Wolbachia cuando se aparean con machos
no infectados o machos infectados con la misma cepa de Wolbachia, pero los machos
infectados por Wolbachia solo producen descendencia viable cuando se aparean con
hembras infectadas con la misma cepa de Wolbachia.

Enfoques basados en Wolbachia para el control de mosquitos

Wolbachia es un parasito reproductivo intracelular de artrépodos y nematodos, que se
encuentra naturalmente en muchas especies de insectos. Transmitida verticalmente de madre
a descendencia, Wolbachia maximiza su transmision manipulando la reproduccion del
huésped a través de la feminizacion, la partenogénesis, la matanza masculina, la
incompatibilidad citoplasmatica (IC) y aumentando la aptitud del huésped con o sin
manipulacion reproductival. A través de IC, las hembras infectadas por Wolbachia producen
descendencia viable infectada por Wolbachia cuando se aparean con machos no infectados o
machos infectados con la misma cepa de Wolbachia. Sin embargo, los machos infectados
por Wolbachia solo producen descendencia viable cuando se aparean con hembras infectadas
con la misma cepa de Wolbachia (véase la figura en el recuadro 1). Por lo tanto, aunque los
machos son esencialmente callejones sin salida para la transmision de Wolbachia, pueden
reducir la produccion reproductiva de las hembras no infectadas, dando a las hembras
infectadas por Wolbachia una ventaja reproductiva relativa y permitiendo la propagacion a
las poblaciones. Curiosamente, algunas especies vectoriales importantes, incluido Aedes
aegypti, estan naturalmente libres de Walbachia. Por lo tanto, para utilizar Wolbachia para el
control, se debe introducir hereditariamente una cepa de Wolbachia para establecer una
colonia infectada por Wolbachia.

Supresion de la poblacion basada en Wolbachia

Wolbachia 11T es un enfoque de supresion de la poblacion mediante el cual los mosquitos
macho infectados con Wolbachia se liberan en una poblacion salvaje que carece de esa cepa
de Wolbachia. El apareamiento entre machos infectados por Wolbachia y hembras silvestres
da lugar a descendencia no viable. Multiples liberaciones solo para hombres a lo largo del
tiempo pueden suprimir/eliminar las poblaciones de mosquitos y potencialmente interrumpir
la transmision de enfermedades (fig. 1A). Las cepas ideales para Wolbachia IIT deben tener
una alta penetrancia de esterilidad en los apareamientos entre los machos infectados
por Wolbachiay las hembras salvajes (idealmente 100%) y deben garantizar una
competitividad de apareamiento similar entre los machos infectados por Wolbachia y los
salvajes. Varias cepas de Wolbachia que satisfacen estas condiciones se han transfectado con
€xito en mosquitos Aedes, Anopheles 'y Culex.

A pesar de los avances, varios inconvenientes del IIT limitan su sostenibilidad a largo plazo.
El IIT requiere liberaciones multiples y frecuentes de un gran numero de mosquitos machos
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perfectamente clasificados por sexo. El esfuerzo y los recursos necesarios para implementar
el IIT en una escala necesaria para interrumpir la transmision de enfermedades pueden no ser
sostenibles en muchas 4areas. Las liberaciones accidentales e involuntarias de hembras
infectadas por Wolbachia en la poblacion pueden comprometer el 11T, ya que las hembras
infectadas por Wolbachia son fértiles tanto con machos infectados como no infectados
(recuadro 1) y, por lo tanto, su descendencia hereda la infeccién. Con el tiempo a medida
que Wolbachia se propaga, Wolbachia se vuelve mas abundante, incluso fijo, lo que hace que
la cepa de Wolbachia sea obsoleta para el IIT debido a la compatibilidad entre las hembras
infectadas y los machos liberados. De hecho, los recientes ensayos de Wolbachia IIT en
Singapur para suprimir las poblaciones de 4e. aegypti se vieron comprometidos por el rapido
establecimiento de la cepa de Wolbachia en el campo como resultado de liberaciones
accidentales incluso de una fraccion extremadamente pequenia de las hembras (estimaron que
solo se liberaron tres hembras)2. En particular, este estudio empled las tecnologias de
clasificacion sexual mas avanzadas disponibles en la actualidad3, pero aun no estuvo a la
altura de las eficiencias de clasificacion sexual necesarias para evitar el establecimiento
de Walbachia en la poblacion2.Estos resultados sugieren que es poco probable que las
tecnologias del IIT de Wolbachia por si solas sean fructiferas para la supresion sostenida a
largo plazo de la poblacidn, particularmente en poblaciones mas pequefias donde la liberacion
no intencional de menos mosquitos infectados por Wolbachia puede conducir a un
establecimiento mas rapido de IIT en la poblacion. Sin embargo, si las cepas IIT se establecen
en las poblaciones, sus propiedades de bloqueo de patogenos aun pueden reducir la
transmision de la enfermedad y, por lo tanto, seguir siendo beneficiosas para los programas
de control de enfermedades (consulte «modificacion de la poblacion basada en Walbachia«).

Para superar el establecimiento de la cepa Wolbachia 11T, el ensayo de Singapur también
utiliz6 un enfoque combinado de IIT y esterilizacion de radiacion de dosis bajas para lograr
una supresion sostenida de la poblacion2. Este enfoque combinado IIT-SIT también se
implemento6 anteriormente en un pequefio ensayo de campo con Aedes albopictus (fig. 1A)'y
garantiza que las hembras infectadas por Wolfbachia liberadas de forma no intencional sean
estériles, evitando la transmision materna de Wolbachia a sus crias y manteniendo la fidelidad
de la cepa. Si bien este proceso de esterilizacion basado en la radiacion puede comprometer
la aptitud fisica, se ha utilizado durante muchos afios en programas SIT, en los que la
radiacion se utiliza para generar descendencia estéril a través de la generacion de dafios
cromosdmicos o mutaciones letales. No obstante, sigue habiendo preguntas criticas sobre si
este enfoque es ideal debido a los impactos de la radiacion en la aptitud fisica y, posiblemente,
en la competencia vectorial5. La competencia de vectores posterior a la irradiacion no se
abordd en ninguno de los estudios, pero el tratamiento con radiacion podria aumentar la
competencia vectorial de las mujeres liberadas al impactar en la densidad o transmision
de Wolbachia, o al inducir mutaciones en la propia Wolbachia, que posiblemente podrian
afectar sus capacidades de bloqueo de patdogenos u otras funciones inmunitarias naturales en
el vector5. Cuando las poblaciones de mosquitos ya estan infectadas con otra cepa
de Wolbachia, como es el caso de Ae. albopictus, por ejemplo, es probable que no sea
necesario acoplar IIT y SIT. Esto se debe a la IC bidireccional, por la que ambas direcciones
de una cruz son incompatibles (recuadro 1), lo que puede suprimir con éxito las poblaciones
al tiempo que conserva una alta aptitud masculina y una baja competencia vectorial5. La
sostenibilidad a largo plazo de este enfoque combinado de IIT y SIT se ve aun mas
complicada por la falta de datos sobre la recuperacion de la poblacion después de la
intervencion. Ciertamente, la combinacion de los dos enfoques también aumentara los costes
asociados con la implementacion de estas tecnologias. En particular, la menor aptitud de los
machos irradiados infectados por Wolbachia liberados2puede aumentar la cantidad y
frecuencia de las liberaciones necesarias para lograr una supresion significativa de la
poblacion. Estas consideraciones, junto con datos mas a largo plazo y a mayor escala, son
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fundamentales para evaluar la sostenibilidad y escalabilidad de estos enfoques combinados
para un control eficaz de la enfermedad.

Modificacion de la poblaciéon basada en Wolbachia

Los enfoques de modificacion de la poblacion para el control de enfermedades tienen como
objetivo modificar las poblaciones de vectores para albergar factores hereditarios que reducen
o bloquean la transmision de patogenos. Sorprendentemente, se ha demostrado
que Walbachia reduce naturalmente la transmision de multiples arbovirus (es decir, el
dengue, el Nilo Occidental, el chikungunya, el Zika y el Mayaro) e incluso el parasito de la
malaria, Plasmodiumé6,7,8. Los estudios han sugerido que Wolbachia puede bloquear los
patogenos al competir por los acidos grasos, regular los microARN del huésped o regular al
alza las vias de respuesta inmunitaria innatas9, o puede interactuar directamente con el ARN
viral para limitar la infeccion, diseminacion y transmision de patdogenosl0. El mecanismo
preciso para la actividad de transmision de antipatogenos de Wolbachia sigue sin estar claro,
pero se plantea la hipotesis de que se debe a la activacion de la inmunidad del huésped
asociada a Wolbachia o a la competencia entre el virus y Wolbachia por los recursos
celulares11. Ambos mecanismos podrian interferir con la replicacion del virus, pero estas
interacciones son complicadas, variando segun el huésped, la cepa de Wolbachiay el
patogeno.

Los ensayos de campo de la modificacion de la poblacion basada en Wolbachia en Australia
demostraron que las tasas de infeccion por Wolbachia alcanzaron hasta el 90 % a las 11
semanas posteriores a la liberacion inicial de mosquitos hembra infectados por Wolbachial2y
redujeron con éxito la transmision del dengue en las ciudades de Cairns y Townsville13. Las
altas tasas de infeccion por Wolbachia se mantuvieron durante 6 meses después de la
liberacion en Yogyakarta, Indonesia, endémica del virus del dengue (DENV), donde se
liberaron adultos o huevos infectados por Wolbachia durante 20 o 24 semanas,
respectivamentel4y, lo que es mas importante, dieron lugar a una reduccion significativa de
la incidencia de dengue en el Las altas tasas de infeccion de Wolfbachia (>80%) también se
mantuvieron durante mas de 2 afios después de la liberacion en Kuala Lumpur, Malasia,
Malasia,”'*y recientemente en Brasil, donde también se observaron reducciones
significativas en la incidencia de dengue, Zika y chikungunya en las areas de intervencion
de Wolbachial9. En general, las estrategias de modificacion de la poblacion basadas
en Wolbachia parecen requerir menos liberaciones que las estrategias de IIT y permiten la
liberacion de ambos sexos de mosquitos infectados por Wolbachia, lo que permite la
persistencia a largo plazo en el medio ambiente (fig. 1B). Si bien estos esfuerzos son
emocionantes, ;cuan estables son evolutivamente las caracteristicas de bloqueo de patdogenos
de Wolbachia? ;Qué sucede cuando el virus, el mosquito o el propio Wolbachia evolucionan
con el tiempo? ;Se descompondran las capacidades de bloqueo de patéogenos? Si es asi,
(como se resolverd esto? Estas son solo una minoria de preguntas abiertas que merecen una
exploracion futura.
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Recuadro 2 El gen impulsa la herencia sesgada de modificaciones genéticas. Por
herencia mendeliana normal, se espera que se herede un alelo transgénico con una
frecuencia del 50 %. Los impulsos genéticos, por otro lado, convierten los alelos
heterocigotos para el transgén en homocigotos, aumentando asi la frecuencia de los alelos
del transgén a >50%, y a veces >90% en la descendencia albergando los disefios de
accionamiento genético mas eficientes. Los impulsos genéticos no solo sirven como una
forma de introducir transgenes mas rapidamente en una poblacion, sino que debido a los
costos de aptitud de los transgenes y a la seleccion positiva para el alelo de tipo salvaje,
es probable que también sean necesarios para mantener la mayoria de los transgenes en
una poblacion. Sin impulsos genéticos, la mayoria de los transgenes simplemente no
alcanzarian una frecuencia poblacional lo suficientemente alta como para tener un
impacto significativo en la transmision de la enfermedad.
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