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Género Clostridium

1. INTRODUCCION.

RO (.

Las bacterias que constituyen el género Clostridium son bacilos "/\— \:.’,,//\‘ /_\’_
gram-positivos (Fig 1), esporulados y anaerobios estrictos. Los clostridios ; |"/| ,; ‘:ré’._ i-
forman parte de la flora del hombre y de los animales y se encuentran '_‘,:\",- ’\‘\> ':
ampliamente difundidos en el terreno a causa de la alta resistencia a los i ,\’ : \{\TL

agentes externos que les proporcionan las esporas.
Figura 1. Clostridium botulinum
al microscopio.

La amplia distribucion de los clostridios en la naturaleza provoca que contaminen heridas
con elevada frecuencia pero, al carecer de poder invasivo, los casos de infecciones clinicas son
escasos.

Las especies mds importantes, de interés clinico, ejercen su accién patégena mediante
toxinas elaboradas por ellas mismas que, en algunos casos, tienen un elevadisimo poder téxico.
Entre las eubacterias, los clostridios producen mas toxinas proteicas que ningun otro género de

bacterias.

De acuerdo con los cuadros clinicos que producen, los clostridios se pueden dividir asimismo
en cuatro grupos:

1. Clostridios neurotéxicos: Generan toxinas que ejercen su accién nociva en el tejido
nervioso. Ejemplos: C. tetaniy C. botulinum.

2. Clostridios histotdxicos. Son aquellos que producen dafio en multiples tejidos gracias a
sus toxinas. Los mas importantes son C. perfringens, C. novyi, C. septicum, C. bifermentans y C.
histolyticum.

3. Clostridios enterotoxicos: Producen enterotoxinas, proteinas de cadena simple no
ramificada muy resistentes al calor, por lo que son capaces de resistir a las medidas higiénicas
habituales. Como ejemplos de estos clostridios encontramos C. perfringens (tipo Ay C) y C. difficile

4. Clostridios piogenos. Dan lugar a cuadros purulentos, a menudo de etiologia
polimicrobiana. Son procesos idénticos a los producidos por otras bacterias anaerobias, con las que
suelen estar asociados. En este tipo de infecciones, las toxinas no desempefian papel patogénico

alguno. Las especies aisladas mas frecuentemente son C. perfringens y C. ramosum.
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Figura 2. C. perfringes, C. tetani, C. difficile

Este capitulo esta centrado en las neurotoxinas producidas por patégenos del género Clostridium.

El botulismo y el tétanos son enfermedades de humanos y animales que se caracterizan por
desdérdenes neuroldgicos especificos. Estas enfermedades se conocen desde la antigliedad.

El tétanos se caracteriza por una paralisis espasmaddica generalizada, que suele tener un
desenlace fatal por colapso cardiaco e insuficiencia respiratoria. Incluso en caso de que el enfermo
supere la fase aguda, las secuelas neuronales son permanentes.

El botulismo, por el contrario, da lugar a una pardlisis fldccida que conlleva debilidad
muscular y dificultad en los movimientos. Se acaba por perder el control de los musculos
voluntarios. La mortalidad por botulismo, aunque elevada, es inferior a la del tétanos y es causada

por paralisis de los musculos respiratorios.

La neurotoxina botulinica (BoNT) y la neurotoxina tetanica (TeNT) causan todos los
sintomas del botulismo y del tétanos, respectivamente. La patologia de los clostridios
neurotoxigénicos es el modelo mas sencillo de patogenicidad bacteriana. Una bacteria produce una

toxina que induce todos los desdrdenes especificos de la enfermedad y la muerte.

1.1. El botulismo en animales

El botulismo afecta fundamentalmente a animales salvajes (y también domésticos); ademas,
las epidemias de botulismo se pueden expandir con rapidez, pudiendo producir la intoxicacién de

cientos de miles de animales en pocos dias (Figura 3).
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Figura 3. Distribucién geografica de los casos sospechosos de botulismo humano (n = 35) enviados al Centro

Nacional de Microbiologia (Instituto de Salud Carlos Ill) para su estudio durante el periodo 2010-2011

El ciclo de transmisién de los clostridios toxigénicos en la naturaleza comienza con el
crecimiento de las formas vegetativas en material en descomposicion y la liberacion de BoNTs via
autolisis. El material organico infectado es ingerido por invertebrados insensibles a BoNT, tales
como los gusanos, almejas y distintas larvas. Cuando estos invertebrados son ingeridos por peces,
pajaros y otros animales vertebrados, que son sensibles a la toxina, les producirdan pardlisis v,
eventualmente, les causaran la muerte (Fig. 4). Los cadaveres se convertirdn ahora en un nicho
adecuado para, por un lado, el crecimiento de la bacteria, y por otro, el desarrollo de larvas de
invertebrados. Hay que tener en cuenta que muchos vertebrados tienen en su microbiota intestinal
C. botulinum neurotoxigénico. Como resultado, se puede producir la muerte de muchos animales
vertebrados a partir de un foco de infeccién. Ademas, el consumo de los caddveres por animales

carrofieros puede contribuir a la expansién del botulismo.
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Figura 4. Botulismo en animales. Principalmente afecta a animales domésticos y salvajes, y comienza con el
crecimiento de Clostridium toxigénico en material anaerdbico en descomposicién, seguido de la liberacién de la toxina.
Este material infectado es consumido por invertebrados insensibles a la neurotoxina botulinica, los cuales diseminan la
bacteria y la toxina a vertebrados. Los cadaveres de animales intoxicados proporcionan un ambiente anaerobio que
permite la proliferacién de la bacteria. La deposicion de huevos de insectos conduce al crecimiento de muchas larvas
intoxicadas, que seran comidas por pajaros o peces, generando un ciclo que puede involucrar rapidamente a muchos

otros peces y pajaros. Modificada de Rossetto et al. (2014)

1.2. El botulismo en humanos

El botulismo en humanos es mucho mas raro que en animales. Se distinguen cinco formas

de enfermedad, de acuerdo con la ruta de entrada de la toxina (Fig. 5).

El botulismo alimentario se produce como consecuencia de la ingestién de alimentos
contaminados con BoNT (frecuentemente alimentos enlatados). La toxina es capaz de resistir el

ambiente proteolitico del tracto gastrointestinal hasta llegar al intestino, donde va a ser absorbida.
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Figura 5. Botulismo en humanos. Hay 5 formas, las dos mas comunes son la alimentaria, que ocurre por la
ingestion de alimentos que contienen BoNT, normalmente conservas, y la infantil, causada por la ingestion de
alimentos contaminados con esporas que germinan en el tracto gastrointestinal. En el intestino infantil, la bacteria
tiene potencial para proliferar debido a la baja competencia de la microbiota residente, ya que es menos robusta en los
nifios. Las otras tres formas de botulismo humano son mas raras e incluyen el botulismo inhalatorio (transmision por
aerosoles), iatrogénico (causado por la inyeccidon de dosis clinicas excesivas de BoNT), y por la contaminacion de
heridas. La toxina cruza el epitelio intestinal mediante transcitosis y entra en la circulacién general, alcanzando de
manera general los terminales nerviosos colinérgicos. Esto provoca una pardlisis flacida, sintoma clinico de la

enfermedad. Modificada de Rossetto et al. (2014)

El botulismo infantil, que afecta a niflos menores de 1 afo, es producido por
contaminaciones alimentarias en las que hay esporas de Clostridium. Como la microflora de los
nifos pequeros esta pobremente desarrollada, las esporas de C. botulinum pueden germinar y dar
lugar a una poblacién productora de toxinas en el intestino. Puede ser causa de muerte subita. La
colonizacién de los nifios ocurre con mayor frecuencia que en los adultos debido a que el
microbiota de los nifios es menor y el clostridio toxigénico encuentra menos competencia

microbiana.



Género Clostridium

En el botulismo alimentario o en el infantil, las BoNTs cruzan la barrera intestinal y llegan a
la circulacién. Su blanco son los terminales nerviosos colinérgicos, en los que van a producir la

paralisis (Fig. 5).

El botulismo adquirido por heridas es el resultado de la contaminacion de tejidos por
esporas, y se produce fundamentalmente en personas que se inyectan drogas. El botulismo
iatrogénico ocurre en personas que han sido expuestas a cantidades excesivas de BoNTs en
tratamientos cosméticos o terapéuticos.

En estos dos tipos de botulismo, frente a los relacionados con contaminaciones
alimentarias, se requiere menor cantidad de toxina, dado que no precisa ser absorbida por via
intestinal. Estudios en animales indican que, para producir la enfermedad, se requiere entre 100-
1000 veces menos toxina cuando esta es inoculada directamente en la circulacidon que cuando se
administra de forma oral.

Por ultimo encontramos el botulismo inhalatorio, que se produce cuando la toxina entra
por la via respiratoria.

El botulismo alimentario y el botulismo infantil son las formas mas frecuentes de botulismo

en humanos, mientras que las otras formas se producen de forma muy infrecuente (Fig 6).
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Figura 6. Distribucidon de los casos sospechosos, de los casos positivos directos e indirectos (pacientes con
clinica de botulismo y determinaciones de laboratorio negativas incluidas en episodios de brote con pacientes

positivos), y de los tipos detectados en Espafia (Fuente: CNM del ISCIll).
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2. CARACTERISTICAS DE LAS NEUROTOXINAS.

Las neurotoxinas tetdnica y botulinica son las sustancias mas téxicas conocidas: la LDsg en
ratdn de preparaciones altamente purificadas esta entre 0,1y 1 ng/kg.

Bloquean la liberacion de neurotransmisores tanto en el sistema nervioso periférico (BoNT)
como en el central (TeNT).

Esta tremenda potencia deriva de dos caracteristicas esenciales de estas toxinas
bacterianas:

1. Su absoluta neuroespecificidad. Al concentrar su acciéon sobre un ndmero limitado
de células, cuya completa funcionalidad es esencial para la supervivencia de los
vertebrados, las neurotoxinas conducen a la muerte del animal con una cantidad
minima de moléculas tdxicas. La base de su especificidad celular reside en los
receptores sobre los que actlan, que se encuentran presentes Unicamente sobre las
células neuronales.

2. Su actividad catalitica intracelular. Las neurotoxinas clostridiales son enzimas que

actuan en el citosol de la neurona sobre proteinas blanco muy concretas.

3. ASPECTOS ESTRUCTURALES DE LAS NEUROTOXINAS CLOSTRIDIALES.

Todas las neurotoxinas clostridiales son sintetizadas como cadenas polipeptidicas inactivas
de 150 kDa con una secuencia "leader" y asi son liberadas presumiblemente mediante lisis
bacteriana.

Las proteasas bacterianas o tisulares rompen estas toxinas y generan las neurotoxinas
activas bicatenarias compuestas de una cadena pesada (H, 100 kDa) y una cadena ligera (L, 50 kDa)
unidas por un puente disulfuro (Fig. 7, Fig. 8). El puente disulfuro desempefia un papel critico en la

penetracion celular, y su rotura mediante reduccién suprime la toxicidad de la neurotoxina.
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Figura 7. Esquema de la estructura y mecanismo de activacion de las neurotoxinas de Clostridium. Esas
toxinas son sintetizadas como un Unico polipéptido inactivo de 150 kDa compuesto por 3 dominios de 50kDa cada uno,
los cuales tienen diferentes papeles en la intoxicacion de la célula nerviosa. Estos tres dominios estdn conectados por
lazos sensibles a proteasas. La toxina comienza a ser activa una vez se produce el corte proteolitico selectivo, llevado a
cabo por varias proteasas, lo que genera dos cadenas. El dominio Hc es responsable de la union celular. La cadena L
bloquea la neuroexocitosis gracias a la actividad Zn-endopeptidasa especifica para tres componentes del aparato

neuroexocitico.

El dominio L es la parte catalitica, responsable del bloqueo de la neuroexocitosis. El dominio
Hn, los 50-kDa N-terminales de la cadena H, parecen estar implicados en la traslocacion al interior
celular. El domino Hc, los 50-kDa C-terminales de la cadena H, es responsable de la unién
neuroespecifica. En este dominio existen varios sitios de uniéon a oligosacaridos, lo que sugiere que
los receptores para TeNT y BoNTs van a contener carbohidratos.

Una vez que la neurotoxina esta dentro de las células nerviosas tiene lugar la reduccion del

puente disulfuro y la liberacion de la actividad asociada a la cadena L, que actua blogqueando la

neuroexocitosis.

a BoNT/Al

I 1

Figura 8. Estructura de moléculas BoNT aisladas y

formando el complejo. (a) Estructura cristalina de BoNT/A1,

110A
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b Complejo BONT/AL-NTNHA/AL {3 £y también esta presente en BoNT/B1 y BoNT/E1. (b) Estructura
cristalina de BoNT/A1 formando un complejo con la proteina
NTNHA/A1, la cual se ha sugerido que protege a la toxina de
proteasas y otros agentes dafinos que la toxina encuentra en
el ambiente ex vivo y en el tracto gastrointestinal. (c)
Estructura del precursor del complejo toxina (PTC), el cual
contiene el heterodimero anterior acomplejado a PTC/A1.
Hay 6 proteinas HA33, 3 HA17 y 3 HA70 en cada complejo.

PTC/Al forma tres ramas que tienen un pequefio contacto

proteina-proteina con NTNHA/A1, pero no con la toxina. Esta
estructura sugiere que la funcién de las proteinas
120A  hemaglutininas en la unién al epitelio intestinal es facilitar la
absorcion de la toxina, en lugar de proteger a BoNT del
ataque de proteasas. Modificada en base a Rossetto et al

(2014).

110A

El gen codificante para la BoNT se encuentra junto al gen codificante para la proteina
NTNHA (“non-toxic non-haemagglutinin”). Se ha visto que ambas proteinas NTNHA y BoNT se
pliegan de una forma muy parecida e interaccionan entre ellas como si fueran dos manos
entrelazadas (Fig. 8). Se ha sugerido que la funcién de la proteina NTNHA podria ser la de proteger
a BoNT en su transito intestinal u en otros ambientes inhdspitos. También se ha sugerido que

puede contribuir a una mejor absorcion intestinal.

3.1. Estructura de la cadena L.

La cadena L estd compuesta de alrededor de 450 aminodcidos, su numero preciso depende
de los serotipos y del sitio exacto de rotura. Las cadenas L de TeNT y BoNTs presentan segmentos
homodlogos. El segmento mas conservado esta localizado en la mitad de la cadena L y consta de 19
residuos (Fig. 9). Contiene el motivo de unidn a Zinc His-Glu-Xaa-Xaa-His de las zinc-
endopeptidasas, incluyendo el residuo glutdmico directamente involucrado en catdlisis. Las
histidinas estan involucradas en la coordinacién con el Zn, lo que sugiere que este 4tomo juega un

papel catalitico en lugar de estructural.
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Clostrodium produce una variedad de Zn endopeptidasas, vy, ciertas observaciones apuntan a
especular que sus neurotoxinas han surgido por fusion de un gen codificante para una
metaloproteasa con la de una proteina altamente especifica para la uniéon a la membrana
presinaptica. La actividad metaloproteasa, situada en la cadena L, podria entonces ser liberada
dentro de la célula neuronal y actuar sobre un enlace peptidico especifico de un componente que

interviene en el control de la liberacion de neurotransmisores.
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Figura 9. Estructura esquematica de las neurotoxinas de Clostrodium y comparacion de secuencia de sus
segmentos ricos en histidina con el motivo de unién a Zn de metaloendopeptidasas. Las neurotoxinas son producidas
como una sola cadena, que es cortada posteriormente por proteasas en un loop expuesto para generar las dos cadenas
activas de la toxina. La cadena H puede ser ademas cortada con pepsina generando el fragmento Hc de 50Kda. El
segmento mds conservado de la secuencia de BoNT/A/B/C/D y E y de TeNT, localizado en la parte central de la cadena

L, alineado y muestra el motivo de unién a Zn de metaloproteasas de la matriz.

4. MECANISMO DE ACCION DE LAS NEUROTOXINAS.
Tanto la toxina tetdnica como la botulinica son inhibidores potentes de la liberaciéon de

neurotransmisores.

4.1. Actividad metaloproteinasa.

La TeNT y las BoNTs son zinc-endopeptidasas especificas para componentes proteicos del
aparato neuroexocitico. Esta capacidad de inhibir la liberacién de neurotransmisores se debe a que
estas toxinas son capaces de cortar algunas de las proteinas implicadas en la fusidon de vesiculas

sinapticas con la membrana.
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Existen siete serotipos de BoNTs, designados con las letras desde la A hasta la G, mientras
que solo existe un serotipo de TeNT. TeNT y BoNT/B, /D, /F y /G actuan sobre el mismo blanco
intraneuronal, ellas rompen VAMP (“vesicle-associated membrane protein”), también llamada
sinaptobrevina, una proteina de membrana de las vesiculas sinapticas. Como variacion, BoNT/A, /C
y /E actuan sobre proteinas de la membrana presindptica: BONT/A y /E rompen SNAP-25, mientras

que el serotipo /C rompe la sintaxina (Fig. 10).
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TRENDS in Mcrobiciogy

Figura 10. Esquema de la accion de BoNT. (I) BoNT se une al receptor en la superficie neuronal, y (I1), es seguidamente
internalizada a través de endocitosis. (Ill) Tras la acidificacién endosomal, (IV) la cadena L endopeptidasa se transloca al citosol, (V)
donde corta el sustrato SNARE. Dependiendo del serotipo particular de la toxina, las dianas estardan en la membrana plasmatica
(sintaxina, SNAP-25) o en la vesicula sinaptica (VAMP). El corte de esas proteinas bloquea la formacién del complejo SNARE, conduce
a la inhibicion de la liberacion del neurotransmisor y sus efectos neurotéxicos. Se indican ademas los inhibidores de la accién de

BoNT en los diferentes pasos. Adaptada de Mollaaghababa Hakami et al. (2010)

VAMP, SNAP-25 y sintaxina, junto a otras proteinas citosdlicas, forman un complejo
multiproteico 20S (conocido como SNARE) y se ha propuesto que este complejo multiproteico
media el transporte de vesiculas y su fusidn en la terminal sinaptica. Aunque estas neurotoxinas
pudieran actuar sobre otras proteinas, VAMP, SNAP-25 y sintaxina son los blancos principales de la
actividad intraneuronal de estas neurotoxinas in vivo, y su rotura proteolitica esta unida al bloqueo

de la liberacidon de neurotransmisores.
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Aunque TeNT y BoNTs son proteasas con especificidad de secuencia en su corte, producen
el corte tras reconocer la estructura terciaria de sus blancos mas que la secuencia primaria. Esto se
deduce del hecho de que en varios casos las neurotoxinas rompen un enlace peptidico y dejan
intactos idénticos enlaces en otras partes de la secuencia de la proteina blanco.

En resumen, las neurotoxinas producidas por los clostridios y responsables del tétanos y el
botulismo forman un nuevo grupo de zinc-endopeptidasas que poseen una serie de propiedades

peculiares:

a) Se producen como precursores inactivos que son activados mediante proteolisis

especifica seguida por reduccién de un enlace disulfuro.

b) Actuan en el citosol celular y son muy especificas en términos de proteina blanco y del
enlace peptidico que rompen.
c) Rompen la molécula blanco plegada pero no hidrolizan péptidos que contengan el sitio de

roturay, por ello, son mas bien proteinasas conformacionales que proteinasas secuenciales.

5. UNION, INTERNALIZACION Y TRANSPORTE DE LAS NEUROTOXINAS.

Aunque muchos de los detalles quedan aun por ser determinados, se acepta que las
neurotoxinas clostridiales interaccionan con receptores de membrana y son translocados dentro
del citosol donde actuan bloqueando la liberacién de neurotransmisores.

Las BoNT alcanzan las terminales nerviosas en la unidon neuromuscular (Figs. 11y 12), donde
se une a la membrana neuronal, se mueve al citoplasma del terminal axénico y actua bloqueando la

transmisién sindptica excitatoria (bloquea la liberacién de acetilcolina), conduciendo a la paralisis

flacida.

Alimento con i

la toxina Placa |'

)
neuromuscular |

Motoneurona

Médula espinal 1 |

)

Figura 11: Entrada al organismo de la BoNT.
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La TeNT también es tomada por las terminaciones nerviosas en la unidn neuromuscular
pero no actua en ese sitio (Figs. 11 y 12). En cambio, TeNT es transportada en un compartimento
vesicular dentro de axones motores durante una distancia considerable, quizds 1 m, hasta el cuerpo
de las neuronas motoras dentro de la cuerda espinal. Alli, la toxina sale de la motoneurona, siendo
liberada al espacio intersinaptico entre motoneurona y neurona inhibidora, penetra en esta ultima
y bloquea la liberacién de neurotransmisores. Asi, TeNT parece actuar preferencialmente sobre las
sinapsis inhibitorias, causando desinhibicién motora, lo que conduce a una paralisis espasmica. En

aquellas sinapsis en las que actla, la

IMPULSO Musculo
lmvowm’Amo extensor

, toxina sale de su compartimento
Musculo

flexor membranoso y actla en el citosol para

bloquear la liberacion del

neurotransmisor.

Médula
espinal

Figura 12: Entrada al organismo de la TeNT
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Figura 13: Vista esquematica de una motoneurona de mamiferos y - ) \ .
una interneurona inhibitoria. Se muestran los sitios de accion de la toxina del I. ' o
tétanos (TeNT, verde) y la toxina botulinica (BoNT, azul) junto a su ruta
especifica de trafico intracelular. En la unidon neuromuscular, BoNTs son
internalizadas en compartimentos endosomales sinapticos, uno de los cuales 4 Motoneurena
podria coincidir con vesiculas sindpticas. :

Por el contrario, TeNT sigue una via de transporte retrégado dentro
de la motoneurona, en el que intervienen microtubulos (marrén) vy
microfilamentos de actina (rojo).

Neurotoxing

Las cruces rojas indican los sitios preferenciales donde las toxinas internalizada

inhiben la liberacidn de neurotransmisores. Adaptado de Lalli et al (2003).
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5.1. Receptores para neurotoxinas.

En su entrada, estas neurotoxinas parasitan el proceso fisioldgico de reciclado de vesiculas
sindpticas. De hecho, las toxinas se unen a la cara interna de las vacuolas sinapticas durante su
exposicion al medio externo, y son internalizadas mediante endocitosis vesicular (Fig. 15).

TeNT y BoNTs se unen a polisialogangliésidos (PSGs), muy abundantes en la membrana
presindptica de las neuronas; en cambio, las toxinas muestran una actividad reducida en neuronas
en las que la sintesis de gangliésidos ha sido inhibida. La interaccidon es de muy alta afinidad; asi,
por ejemplo, las toxinas BoNT tienen afinidades en el rango nM para los disialo (GD1b) y trisialo-
ganglidsidos (GT1bs).

Sin embargo, su absoluta neuroespecificidad y la falta de competicidon en la unién entre
TeNT y BoNTs hacen improbable que los polisialogangliésidos sean los Unicos reconocidos en la

superficie de la neurona.

Se ha propuesto un modelo de "receptor dual" que propone que las neurotoxinas
interaccionan con ambos los ganglidsidos y una proteina. El complejo de neurotoxina-ganglidsido,
formado primero, interaccionaria con un receptor proteico especifico para cada toxina individual.
La formacién de este complejo trimérico conduciria a la internalizacidn de la neurotoxina.

De acuerdo con el modelo de receptor doble, se han identificado proteinas que pudieran ser
los co-receptores especificos para las neurotoxinas clostridiales. Asi, se ha identificado que tras la
unidn a los PSGs, BONT/B y BoNT/G se unen al dominio, situado en la cara luminal de la vesicula

sindptica, de sinaptotagmina (Syt). Por su parte,

]

MODELS DE RECEPTOR DUAL
BoNT/A, BoNT/E y BoNT/F se unen a dominios MODELO DE RECEPTOR DUAL

luminales de la proteina transmembrana SV2 de Ia m BalX/AJN/ ¥ m

vesicula sindptica (Fig. 15).
Curiosamente, el dominio de unién de la P8Gs | PAGs ’
region C-terminal de BoNT/A (dominio HC) es
homoélogo al factor de crecimiento de fibroblastos i s { ok ’
(FGF), haciéndolo un posible ligando para el receptor
“~ FGFR3 (seten)

(FGFR). Se ha visto que el FGFR3 tiene una alta
Fig. 14 Diferentes receptores para cada toxina en el

afinidad por este serotipo en células neuronales, y la , o
proceso de internalizacién

union provoca la fosforilacion del receptor de la

misma forma que lo haria el ligando nativo.
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Asi, Syt y SV2 son proteinas integrales de la membrana de la vesicula sindptica y exponen los
sitios de unidn a las BoNT al lumen de la vesicula sindptica (Fig. 15). Por tanto, contrario a lo que
ocurre con los PSGs, estos receptores no estdn expuestos en la superficie de las terminales
nerviosas, y sélo estaran accesibles para la toxina tras la fusién de las vesiculas sinapticas con la
membrana presinaptica. En ese momento, la toxina interacciona con su receptor y se va a servir del

proceso endocitico subsiguiente para entrar en la célula y producir su intoxicacion.
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Figura 15: Union y trafico de BoNT en terminales nerviosas. La intoxicacion empieza con la unién del extremo
C-terminal del dominio HC a un receptor PSG, presente en la membrana presindptica, seguido de la unién a un receptor
proteico (Syt o SV2) que esta localizado dentro de la vesicula sindptica exocitada o en la membrana presinaptica (paso
1). La estructura cristalina de la BoNT/B unida a PSG y Syt se muestra en la parte inferior izquierda, y la estructura
cristalina de BoNT/A unida a PSG y SV2 en la parte inferior derecha. La BoNT es luego endocitada dentro de la vesicula
sindptica (paso 2) donde va a localizar la bomba protdn ATPasa vesicular, implicada en la re-captura del
neurotransmisor. Debido a la acidificacidn de la vesicula, BONT resulta protonada, lo que favorece la translocacion de la
cadena L a través de la membrana vesicular (paso 3) al citosol. La cadena L es liberada del dominio HN por la accién del
sistema tiorredoxina reductasa-tiorredoxina (TxR-Trx; los enlaces S-S se muestran en naranja). La actividad
metaloproteasa de BoNT/B,/D,/F,/G cortan VAM, la actividad de BoNT/A y /E cortan SNAP25 y BoNT/C corta ambas
moléculas (paso 4), dando como resultado la inhibicion de la liberacion de neurotransmisores y su consecuente

neuroparalisis. Adaptado de Rossetto et al (2014).
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Para que la toxina alcance su blanco, las proteinas SNARE en el citosol de las células
nerviosas, la cadena L debe ser translocada al citosol. La principal fuerza que va a facilitar la
translocacion de la cadena L es el gradiente transmembrana de pH, generado por la bomba protén-
ATPasa que interviene en la recaptura de los neurotransmisores (junto a iones H*) dentro de las
vesiculas sinapticas, lo que ocurre poco después de la liberacidn de los mismos por exocitosis. De
hecho, cuando se utilizan inhibidores especificos de la ATPasa, no se produce la intoxicacion de los
terminales nerviosos por las BoNTs. Asi, estas toxinas neurotoxigénicas han evolucionado para
explotar dos procesos fisiolégicos fundamentales que ocurren en los terminales nerviosos: la
endocitosis de las vesiculas nerviosas (para entrar en las vesiculas) y el rellenado con
neurotransmisores de las vesiculas sinapticas (para introducir la metaloproteinasa de la cadena L
en el citosol). La exposicion de la toxina al medio acido de los endosomas induce un cambio
conformacional en la cadena pesada (H) que conduce a su insercién en la membrana endosomal.
Como consecuencia se va a formar un canal por donde va a ser traslocada la cadena L al

citoplasma, donde ésta va a llevar a cabo su accién (Fig. 16 y 17).

Figura 16. Representacion de una chaperona molecular

dirigida por una diferencia de pH en endosomas. El canal HC (naranja)

Endosoma

previene la agregacién del cargo LC (cyan) en el lumen acidico del
endosomal, mantiene la conformacidon desplegada o parcialmente
plegada durante la traslocacion y libera a LC después de replegarse al
pH neutro citosélico. En este ciclo, el canal HN estd ocultado por LC

durante el transito y se abre tras completarse los dos ultimos pasos

anteriores.
LC desplegada El puente disulfuro entre HC y LC estd representado en verde,
disulfuro
y los signos + y — se refieren a la polaridad del potencial de membrana
Citosol

(reductor) en los endosomas. Adaptada de Montal (2010)
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Por tanto, la traslocacidon de la cadena L por el dominio HC es estrictamente dependiente de:
- Un gradiente de pH, acido en el interior y neutro en el citosol.
- Un gradiente redox, oxidante en el endosoma y reductor en el citosol. Es en este
compartimento donde varios experimentos apuntan a la reduccion del puente disulfuro de
la toxina por el sistema Trx, haciéndola asi competente para atacar su blanco.

- Un potencial transmembrana positivo en el interior del endosoma.

BoNT/A

@

BoNT insertada
en membrana

-5-5- Membrana

LC desplegada

5 min 8.5 min 9 min 10 min
-100mV

5pA

20ms

PSG SytorSV2

Figura 17. Secuencia de eventos en la translocacion de la cadena L de BoNT a través del canal de conductancia
del dominio HC de la toxina. Paso (1) insercion de la holotoxina BoNT/A en la membrana; esta es representada por su
estructura cristalina (PDB 3BTA). Luego, hay una representacién esquematica de la BONT/A insertada en membrana

durante un evento de entrada (2), una serie de transferencias (3) y (4), y un evento de salida (5), bajo las condiciones
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del endosoma. Los segmentos de corrientes de canal tipica, a 100 mV, se muestran bajo la correspondiente
interpretacién para cada paso. Cy O hacen referencia al estado cerrado o abierto, respectivamente. (b) Pasos sugeridos
antes de la insercidn en la membrana de la proteina. El proceso comienza con la unidon de BoNT a sus dos receptores
(residuos catidnicos en azul, anidnicos en rojo). La acidificacidn de la vesicula sindptica produce la protonacién de algun
residuo de glutamato o aspartato, que tienen altos valores de pKa (circulos amarillos), los cuales son agrupados en una
cara de la toxina. Esta misma cara también contiene el puente disulfuro (naranja) y un segmento que le proporciona a
la toxina alta propension a insertarse (marrén). La cara parcialmente protonada con carga positiva es atraida por la
superficie anidnica de la membrana, y la toxina colapsa en ella. En ese momento, es posible que las a-hélices del
dominio HN se rompan en fragmentos mas cortos (derecha), los cuales son insertados en la bicapa lipidica para formar

el canal iénico. Adaptada de Montal (2010)

Una cuestion intrigante es cdmo la cadena ligera, una vez en el citoplasma, evita ser degradada.
Se piensa que el dominio HN de la toxina protege a esta cadena del ambiente acidico en el
endosoma, de las chaperonas en el citosol y la libera en una conformacidn activa enzimaticamente
para acceder a sus sustratos.

Ademas, algunos serotipos de BoNT presentan una gran longevidad, que puede llegar hasta 12
meses, como en el caso de BoNT/A, tiempo durante el cual van a estar inhibiendo la liberacién de
neurotransmisores. Esta caracteristica también es muy importante en cuanto a la aplicacién de

estas toxinas en tratamientos clinicos (ver mas abajo).

6. SIGNIFICADO EVOLUTIVO DE LAS NEUROTOXINAS.

Una de las cuestiones planteadas es cual puede ser la razén que ha llevado a la producciéon de
unas toxinas tan potentes. La razén se puede encontrar en las siguientes lineas argumentales:
e Los clostridios son bacterias anaerobias estrictas y en los animales, en situacién normal, no
existen zonas anaerobias que favorezcan el desarrollo de los clostridios. Asi, con la muerte

rapida del animal se obtienen las condiciones necesarias para el desarrollo de las bacterias.
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7. METODOS DE PREVENCION Y VACUNAS.

Las esporas de los clostridios son ubicuas y muy resistentes. Se encuentran en abundancia
en el suelo, el material bioldgico en descomposicion, etc. Asi, la contaminacién de alimentos y
heridas por esporas es frecuente. En determinadas condiciones ambientales (humedad, abundancia
de nutrientes y falta de oxigeno), las esporas germinan en las células vegetativas; y lo contrario, la
exposicidon al oxigeno, la falta de agua o de nutrientes, dispara la esporulacién. Las heridas permiten
la penetracidon de las esporas y la germinaciéon de C. tetani (rara vez de C. botulinum) y la
produccién de toxinas. Las manifestaciones clinicas tardan de dos a cuatro semanas en aparecer.
Otra forma frecuente de contaminacidon se da en paises subdesarrollados al cortar el corddn

umbilical de los neonatos con material sin esterilizar.

7.1 Tétanos.

Se ha observado que la inactivacién de estas toxinas con formaldehido hace que éstas
pierdan sus efectos téxicos pero mantengan su capacidad para estimular una respuesta inmunitaria
protectora. Esta vacuna, conocida como la vacuna antitetdnica, es uno de los productos mas

difundidos de la industria biotecnoldgica (Fig. 18).

ESTADO VACUNAL HERIDA LIMPIA HERIDA DE RIESGO ‘
Esquema completo: Vacuna antitetdnica si la ultima dosis fue >
ultima dosis < 10 aiios 5 afios
Esquema completo: Vacuna antitetdnica + Ig especifica
Vacuna antitetdnica
ultima dosis > 10 afios antitetanica
Esquema incompleto o Vacuna antitetdnica (3 ~ Vacuna antitetanica (3 dosis) + Ig especifica
desconocido dosis) antitetanica

Figura 18. Plan de vacunas contra el tétanos (Fuente: http://es.slideshare.net/lucho1225/presentacin-vacunas-internos)

Por otra parte, se estd investigando en la utilizacidon de nano-bilosomas como una vacuna
potencial contra el tétanos y la hepatitis B. Los bilosomas (Fig 19) son vesiculas bicapa construidas a
partir de agentes tensioactivos no idnicos combinados con sales biliares, las cuales pueden

estabilizar la vesicula en el tracto gastrointestinal evitando la desestabilizacion de la membrana.
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La inmunizacién oral aparece como una eficiente alternativa para esta doble vacuna, y los
nano-bilosomas, que contienen HBsAG y TeNT, ayudan a solventar el problema de la digestion,
pues altas dosis producen altos niveles de anti-HBsAg-lgG y anti-TeNT-IgG, ademads de cantidades

de IgA en las secreciones mucosas.

A
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i, Sntigeno e Figura 19. Representacion de  bilosomas
i C ’ , - estabilizando el efecto de vesiculas orales que contienen
. proteinas. (A) Vesicula liposomal rota antes de llegar a las
Liposoma convencional ! .
g - células M. (B) Bilosomas intactos con el antigeno ofrecen
Sales biliares . ., , . L . .
proteccién ademds de continuar su transito hacia las células
! M.
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La prevencion del desarrollo de la enfermedad en individuos con heridas contaminadas se
lleva a cabo con la inoculaciéon de inmunoglobulinas procedentes de individuos inmunes, con el
objeto de impedir que las toxinas alcancen sus células blanco, las neuronas. Ante un caso serio de
esta enfermedad se puede recurrir al uso terapéutico del I\/Ig+2, el cual reduce la necesidad de
medicamentos para controlar la rigidez muscular y la inestabilidad cardiovascular, pero no reduce
la mortalidad. Sin embargo, esta terapia puede causar graves efectos adversos, tales como

debilidad muscular, pardlisis e hipotension.

7.2 Botulismo.

El desarrollo del botulismo sigue una via distinta. Generalmente este microorganismo
prolifera en carnes y vegetales conservados en anaerobiosis (Fig 20). La intoxicacién se va a
producir al consumir alimentos contaminados con la neurotoxina, ya producida por el crecimiento
de Clostridium. Dependiendo de la dosis, el periodo de incubacidon puede variar entre 12 y 72 h.
Actualmente, la incidencia de esta enfermedad se ha conseguido eliminar practicamente gracias a
la mejora de los métodos de conservacidon y envasado. Sin embargo, sigue siendo un riesgo
asociado a la conservacién casera o familiar de alimentos (carnes curadas, vegetales enlatados,

etc.).
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Figura 20. Vias caseras de adquisicién de la toxina botulinica.

Cuando se produce la infeccion, el tratamiento que se aplica consiste fundamentalmente en
tres pasos:
- Tratamiento ventilatorio de soporte adecuado.
- Eliminacién de microorganismos del tracto digestivo: administracién de metronidazol o
penicilina.
- Aplicacién de la antitoxina botulinica trivalente frente a las toxinas A, B y E, serotipos que

afectan a humanos principalmente.

En cuanto a la prevencidn del botulismo, existe una vacuna pero se utiliza en muy pocas
ocasiones, dado que su eficacia no se ha evaluado correctamente y se han demostrado efectos
secundarios negativos. Anticuerpos especificos antitoxina pueden ser usados para prevenir y tratar
el botulismo eliminando la toxina de la circulacion pero su entrada a las neuronas encuentra ciertas
dificultades, por lo que su uso es limitado. Algo similar ocurre al utilizar pequeias moléculas
inhibitorias como tratamiento post-intoxicacién. Deben bloquear la actividad metaloproteasa de la
cadena L en el nervio terminal a la vez que deben no ser tdxicas y capaces de cruzar la membrana
plasmatica de las células nerviosas. Sin embargo, el desarrollo de estos agentes es complicado
debido a la complejidad de la unién de la cadena L a su sustrato. A pesar de los intensos esfuerzos
en varios laboratorios, pocas moléculas han pasado, en neuronas en cultivo, el estado de inhibicidon

de las toxinas.
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A principios de este afo ha aparecido una alternativa: el sistema de expresion 293E fue
usado para expresar el dominio Hc de BoTN/B como una proteina recombinante soluble para
evaluacién de una vacuna experimental. Los resultados del experimento demostraron que se
podian producir altos niveles de la proteina BHc recombinante secretada, la cual era
especificamente inmuno reconocida por anti-BoNT/B y mostraba actividad de unidén a gangliésidos,

generando una efectiva protecciéon inmune contra esta toxina.

8. LAS TOXINAS DE CLOSTRIDIUM COMO AGENTES TERAPEUTICOS.
8.1 BoNT.

=> Desérdenes neuromusculares.

En particular, la toxina botulinica, la sustancia biolégica méas conocida, es utilizada para el
tratamiento de muchos desdrdenes neuromusculares en humanos caracterizados por
contracciones musculares involuntarias, causadas por una hiperfuncién de las terminales
colinérgicas (Fig 21).

Desde la aprobacién de la toxina botulinica tipo A por parte de la “US Food and Drug
Administration” en diciembre de 1989 para tres desdrdenes (estrabismo, “blepharospasm” vy
espasmo hemifacial), el nUmero de indicaciones ha crecido enormemente y actualmente también
se emplea para tratar otros desdrdenes tales como temblores, migraias y otros dolores de cabeza
causados por tensidn muscular. La remarcable utilidad terapéutica de la toxina botulinica radica en
su habilidad para inhibir, de formas especifica y poderosa, la actividad muscular involuntaria

durante un periodo prolongado.

EFECTO
TERAPEUTICO

TOXINA
BOTULINICA

ndirecto Directo
Relajacion Vasodilatacién Efectodirecto nhibidor de hﬂﬁg:’]::icéindie
muscular ) en SNC receptor TRPV1

Figura 21. Efecto terapéutico de BoNT en desérdenes neuromusculares.
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El nimero de sindromes que se pueden beneficiar del tratamiento con BoNT esta
aumentando. Ademds, se estd investigando la posibilidad de utilizar esta toxina para tratamientos
de ciertas alteraciones del sistema nervioso central. De hecho, cuando de forma experimental se
administra ahi, las BoNTs pueden también bloquear la liberacién de otros neurotransmisores,

incluyendo glutamina, glicina, noradrenalina, dopamina, serotonina y neuropéptidos.

=>» Desoérdenes urogenitales y dolor.

La primera vez que se usé BoNT/A en urologia, su inyeccidon en los esfinteres uretrales de
pacientes con disinergia detrusor-esfinter resulté en una reduccién de la resistencia uretral y una
mejor eficiencia de la miccién. Posteriormente, se ha aprobado el uso de inyecciones de esta toxina
para tratar casos de vejiga hiperactiva idiopatica en adultos. Otras indicaciones para las que los
urélogos han aplicado inyecciones BoNT/A incluyen la cistitis intersticial, hipersensibilidad de la
vejiga y el sindrome de dolor pélvico crénico.

Por otra parte, debido al éxito del tratamiento con BoNT en desérdenes que causan dolor, datos
en animales han proporcionado evidencias para una variedad de mecanismos que explican los

efectos analgésicos de la toxina A.

Por ultimo, cabe destacar los ultimos avances en la ingenieria genética de neurotoxinas (Fig 22).
Los éxitos terapéuticos de BoNT resultan de su inhibicién especifica y potente de la liberacion de
neurotransmisores de las neuronas colinérgicas periféricas combinado su duracion durante meses.
La utilidad clinica de la neurotoxina, sin embargo, es restringida por su rango limitado de células
diana y su estrecha ventana terapéutica. Los avances en el entendimiento de su estructura y el
desarrollo de proteinas recombinantes nos aportan nuevas capacidades terapéuticas,

encontrandose algunas de ellas actualmente en el ambito preclinico y clinico.

- Especificidad de sustrato.

- Localizacién membrana plasmatica.

- Modificacion epitopos inmunes.

- Modificacién de mecanismos de
autoproteolisis.

Figura 22. El potencial para la
ingenieria de los dominios de la

neurotoxina botulinica.
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8.2 TeNT.

La enfermedad meningococal invasiva es una infeccién seria que ocurre a nivel mundial,
causada por la bacteria N.meningitidis. En Europa en 2012 (no asi en EEUU) se aprobd el uso de una
vacuna conjugada, con los serogrupos A, C, W e Y de meningococos y la toxina del tétanos. Esta
vacuna se ha demostrado de manera consistente que proporciona una adecuada inmunogenicidad

desde la edad de 12 meses, con una seguridad aceptable y su inmunidad es de larga duracion.
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