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1. Introduccion.

Este capitulo tiene como objetivo describir la patogénesis del antrax (en inglés) o
carbunco (en espafiol). La palabra “antrax” deriva del griego “anthrakos”, que significa
carbon, y hace referencia a la cicatriz caracteristica que se observa en la forma cutinea
de la enfermedad. La palabra carbunco, utilizada en espafiol, también refleja esta misma
caracteristica.

El ataque postal con esporas de Bacillus anthracis sufrido por algunos ciudadanos
de Estados Unidos, ocurrido poco tiempo después de los ataques terroristas del 11 de
septiembre de 2001, sacé a la luz publica la peligrosidad de este patégeno y su posible
uso en el desarrollo de armas bioldgicas. Se enviaron cartas con esporas a politicos de
EEUU, en total cinco personas murieron y otras seis personas enfermaron gravemente
antes de lograr recuperarse. Como consecuencia, el gobierno estadounidense ha
establecido sistemas de deteccion de agentes biologicos en el correo ordinario ademas de
tratamientos de irradiacion con radiacién gamma.

Epidemias de carbunco se han descrito desde tiempos muy remotos como los
egipcios y posteriormente los griegos. La primera descripcion clinica del carbunco
cutaneo se dio por Maret, en 1752 y Fournier en 1769.

B. anthracis ha sido siempre una bacteria famosa. Fue la primera en asociarse
inequivocamente con la produccion de una enfermedad infecciosa, gracias al minucioso
trabajo de Robert Koch, que le sirvid para sentar asi las bases de lo que hoy conocemos
como “postulados de Koch”. Louis Pasteur la atenuo6 cultivandola a 42°C, y prepar6 asi
la segunda vacuna de la historia, con lo que se gand la gratitud de los ganaderos franceses.
A ¢l debemos el término de “vacuna” que propuso en honor de Edward Jenner. La vacuna
gue actualmente se emplea para humanos consiste en un filtrado de cultivo de una cepa
atenuada de B. anthracis absorbido en sales de aluminio como adyuvante. El principal
componente antigénico es PA (antigeno protector).

La utilizacion de la vacuna en animales domésticos, cuyo uso se generalizé en los
afios 1930, condujo a una disminucion de los casos en humanos, que son actualmente
muy raros. Sin embargo, en 1979, un escape de esporas de un laboratorio en la extinta

Unidn Soviética, causd 96 casos de carbunco inhalatorio en humanos.



B. anthracis es un bacilo gram-positivo capaz de producir endosporas resistentes
al calor, alta presion, la radiacion ionizantes, luz ultravioleta y a agentes quimicos (Fig.
1). Las esporas son capaces de sobrevivir por periodos largos de tiempo en el suelo (por
décadas); cuando encuentran un ambiente permisivo, las esporas restablecen el
crecimiento vegetativo. Asi el ciclo ecolégico comienza cuando las esporas ingeridas por
los herbivoros germinan dentro del hospedador y se transforman en la forma vegetativa,
éstas se multiplican y expresan los factores de virulencia, matando al hospedador. Los
bacilos que son excretados por los animales moribundos o en los animales muertos van a

esporular en contacto con el oxigeno.

Figura 1. Bacillus anthracis en forma de espora (izquierda) y de bacilo o forma vegetativa
(derecha). (Fuente: https://phil.cdc.gov/Details.aspx?pid=10123 y

https://www.sciencephoto.com/media/798637/view/bacillus-anthracis-rod-prokaryote-sem

respectivamente)

B. anthracis es un patdgeno obligado pues so6lo es capaz de crecer cuando se
encuentra en el interior del hospedador. Por otro lado, dado que la bacteria no puede ser
transmitida desde un individuo infectado hasta otro posible hospedador, la muerte del
hospedador y la subsiguiente formacion de esporas en el suero parece ser un mecanismo
desarrollado por B. anthracis para diseminarse.

El antrax es principalmente una enfermedad de herbivoros, aunque todos los
mamiferos, incluyendo los humanos, son susceptibles. También algunas especies de aves,
reptiles y anfibios son susceptibles en diferentes grados. Herbivoros salvajes, como el
elefante y el hipopdtamo son especialmente vulnerables. Las principales areas endémicas

son el Africa sub-sahariana y Asia central y del sur.


https://phil.cdc.gov/Details.aspx?pid=10123
https://www.sciencephoto.com/media/798637/view/bacillus-anthracis-rod-prokaryote-sem

El carbunco se controla hoy en dia mediante la vacunacion de los animales, de
modo que los casos en humanos son poco frecuentes.

En su forma natural, la enfermedad es iniciada al introducirse las esporas en el
cuerpo a través de una pequefia herida, la picadura de un insecto, o, mas raramente, al
comer la carne de animales contaminados o por la inhalacion de esporas del aire.

Aunque rara en humanos, existen tres formas de la enfermedad, principalmente
entre aquellos que estan en contacto directo con animales o sus productos (Fig. 2). Estas
son: cutanea, gastrointestinal e inhalatoria (pulmonar). El &ntrax cutaneo es la forma mas
comun de la enfermedad (95% de los casos) y se produce por la infeccion a través de un

corte en la piel.
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Figura 2. Ciclo infeccioso de Bacillus anthracis (Figura inspirada de Turnbull (2002))




El carbunco gastrointestinal se adquiere por el consumo de alimentos
contaminados, normalmente productos carnicos, en éste caso la infeccion ocurre a través
del intestino. Los nddulos linfaticos mesentéricos se hinchan y producen hemorragias.
Cursa con una mortalidad superior al 50%.

La tercera forma, la mas mortal, es el antrax pulmonar, que se adquiere por
inhalacidn de las esporas suspendidas en el aire. Sin embargo, esta forma de transmision
es muy rara dada la tendencia de las esporas a flocular como los copos de nieve, al menos
que se recubran con moléculas cargadas, lo que les permitiria dispersarse en forma de
aerosol, como ocurridé en los ataques bioterroristas de 2001 en USA. En el antrax
pulmonar o inhalatorio, las esporas son tomadas por los macréfagos alveolares o por las
células dendriticas locales y transportadas hasta los nddulos linfaticos. Aqui las esporas
germinan y las bacterias se multiplican, alcanzando las circulaciones linfatica y
sanguinea, causando una rapida bacteremia y toxemia. En este momento el paciente
experimenta sintomas graves que incluyen fiebre, edema pulmonar que provoca disnea
(dificultad de respirar) y cianosis (coloracion azulada de la piel causada por una pobre
oxigenacion de la sangre). Cuando aparecen estos sintomas, la evolucion es muy répida
y un tratamiento con antibioticos ya no va a resultar efectivo, con lo que normalmente se
va a producir la muerte de la persona afectada.

En el carbunco cutaneo, aproximadamente de 3 a 5 dias después de la entrada de
B. anthracis a través de una lesion en la piel, se desarrolla un pequefio granulo o papula.
En los 2-3 dias siguientes, el centro del grano se ulcera, liberdndose las bacterias
contenidas en su interior, al tiempo que se activa una necrosis celular que terminara
generando una costra, seca y negra, pero firmemente adherida a la piel. El aspecto de la
costra es la razon de su nombre (del griego anthrakos, carbdn). Las lesiones son
acomparfiadas por un edema importante. Esta forma se diagnostica facilmente y puede ser
tratada con la administracion de antibidticos.

Una cuarta forma, al alza en los ultimos afios, y preocupante en cuando a la clinica,
es la infeccion por la inyeccion de drogas con agujas no estériles. En este caso se podria
pensar que la infeccion se desarrollaria de forma similar a la cutanea. Sin embargo, dado
que la via de entrada es por una inyeccién intravenosa, la bacteria alcanza rapidamente
muchos Organos y tejidos, causando entre otras cosas acumulacion de sangre y
hemorragias cerebrales. Ademas, la inflamacidn y costra formada alrededor del punto de

entrada de la bacteria, que permite identificar la infeccion y aplicar el tratamiento
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adecuado, puede no llegar a producirse. En el punto de infeccidn, se observa una urticaria
que desaparece a las pocas horas.

Cualquiera que sea la ruta de infeccion, las esporas son tomadas por los
macrdfagos y transportadas a los nédulos linfaticos locales mas préximos al sitio de
inoculacion. Es posible que la germinacion de la espora pueda ser disparada dentro del
hospedador a través de sefiales especificas del patégeno. Concomitante al proceso de
germinacion, se comienzan a expresar los genes de las toxinas. La forma vegetativa
encapsulada se forma en unos 30 min. Esta forma debe escapar del macrofago para
multiplicarse en el torrente sanguineo, donde lo hace con gran rapidez (Fig. 3).

Segun se va multiplicando el bacilo y la capacidad de fagocitosis es sobrepasada,
la infeccion progresa hasta los nodulos méas proximos y asi sucesivamente hasta que el
bacilo llega al torrente sanguineo, donde alcanza elevadas concentraciones (>108 por ml).
Asi, aunque B. anthracis es un patogeno extracelular, parece no obstante requerir de una

etapa intracelular para iniciar la infeccion.
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Figura 3. Aspectos de la patogénesis del antrax en humanos. En los sitios de infeccion se producen
las esporas, que se toman por los macrdéfagos donde germinan, se transportan al nédulo linfatico mas
préximo, donde la bacteria se multiplica y la infeccion progresa llegando al torrente sanguineo.
(Figura inspirada de Dixon et al. (1999)).




2. Plasmidos de virulencia y expresion génica coordinada.

pX02

lef cya acpA

atxA

S (TEMPERATURA dep capA capC capB J

Figura 4. Representacién esquematica de los plasmidos y genes de virulencia de B. anthracis
junto con los principales genes y factores del medio implicados en la regulacién de la expresion

de dichos plasmidos. (Figura de creacion propia)

B. anthracis se caracteriza por poseer dos plasmidos de virulencia, pXO1 que
incluye los genes codificantes para el complejo de las toxinas y pXO2 que codifica para
las proteinas responsables de constituir una capsula protectora alrededor del bacilo (Fig.
4)

2.1. Componentes de la envuelta

B. anthracis posee alrededor de su membrana celular una serie de capas que le
confieren proteccion frente al sistema inmunitario. En contacto con la membrana celular
se encuentra la pared de peptidoglicano propia de bacterias gram positivas. Alrededor de
esta capa de peptidoglicano se encuentra una capa denominada capa-S (S-layer, la S viene

de Surface) y rodeando a esta capa-S, se encuentra la capsula de poliglutdmico (Fig. 5).



Figura 5. Tincion negativa de B. anthracis donde pueden observarse las diferentes capas que
componen la envuelta. cm: membrana celular, pg: peptidoglicano, s: capa-S, c: capsula. (Figura
obtenida de Koehler., 2013).

La capa-S, realmente, es un conjunto de capas con estructura paracristalina de
origen proteico y que rodean toda la célula. Las proteinas que constituyen dicha capa (en
B. anthracis) son Sap y EAL. Se han asociado numerosas funciones a esta capa y se ha
sugerido gque podria actuar como factor de virulencia.

Rodeando a esta capa S se encuentra la capsula, que es sintetizada por las enzimas
codificadas en genes presentes en el plasmido pXO2. Se ha observado que dicha capsula
puede anclarse tanto en presencia como en ausencia de la capa-S, lo que indica que se une
directamente a la pared de peptidoglicano (Fig. 6). La capsula es una estructura de acido
poli-D-glutdmico que rodea a la bacteria. Se piensa que la capsula desempefia un papel
en el establecimiento de la infeccion al proteger a las células bacterianas frente a la
fagocitosis y proteinas antibacterianas del suero. La carga negativa, que la capsula de
poli-D-glutamico provee a la superficie bacteriana, sirve como escudo antifagocitico, ya
que las celulas del hospedador también poseen un exceso de cargas negativas,
estableciéndose una repulsion electrostatica que dificulta la interaccion entre ambos tipos
celulares. De hecho, la eliminacion del operon encargado de la sintesis de esta capsula

conduce a la generacion de bacterias con un grado minimo de virulencia.
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Figura 6. Representacion esquematica de la estructura de la envuelta de B. anthracis en ausencia

(izquierda) y presencia (derecha) de la capsula. (Figura obtenida de Koehler, 2013).

2.2. pX01y pX02

Los principales genes de virulencia de B. anthracis han sido identificados y
clonados. Estos se encuentran en dos grandes plasmidos que codifican, cada uno, para el
complejo de la toxina (pXO1) o de la capsula (pX02) (Fig. 4).

El plasmido de la toxina, pXOL1, tiene 182-kb en el que se encuentran 143 fases
de lectura abierta. Contiene los genes que componen el complejo de la toxina, es decir,
cya (que codifica por el factor edema, una adenilato ciclasa), lef (codifica para el factor
letal), pag (codificante para el antigeno protector) y sus reguladores transcripcionales. En
este plasmido también se encuentra el operon gerX, un grupo de genes implicados en la
germinacion (paso de la forma espora a la forma vegetativa). Resulta llamativo el hecho

de que todos estos genes se concentran en una region de 40-kb, que esté flanqueada por

dos elementos repetidos invertidos.
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Figura 7. Proceso de formacion de la capside. En la parte superior, genes asociados a la formacion de la capside
de B. anthracis presentes en el plasmido pX02. En la parte inferior, los pasos utilizados por el patégeno para la

formacion de la capside. [Basado en Figura 2 del articulo de Pavan et al. (2011)]

El plasmido de la capsula, pX02, tiene 97-kb, donde se han identificado 85 fases
de lectura abierta, y contiene los genes encargados de la biosintesis capsular. Las enzimas
responsables de la sintesis de la capsula se encuentran codificadas en el operdn
capBCADE.

Como sustrato para la sintesis de la capsula se utiliza el glutamato y ATP. La
sintesis tiene lugar en dos etapas: primero se sintetiza el polimero en el citoplasma, que
depende de las enzimas CapB y CapC, y luego se transporta a través de la membrana
celular, donde intervienen CapA y CapE. Finalmente, la proteina CapD, que es una vy-
glutamil transferasa localizada en el espacio periplasmatico, se encarga de anclar el
poliglutamato al péptidoglicano (Fig. 7).

2.3. Requlacidn de la expresion.

Uno de los reguladores principales de la expresion de estos genes es el regulador
positivo AtxA (Anthrax toxin activator), cuyo gen esté localizado en el plasmido pXOL1.
En esta regulacion también estan implicadas las proteinas AcpA y AcpB codificadas por
el plasmido pXO2. Estas proteinas comparten similitud de secuencia con AtxA, pero sus
efectos reguladores son algo diferentes.

La regulacion principal es llevada a cabo por AtxA, que puede regular la expresion

de genes presentes tanto en pXO1, como en pXO2, mientras que AcpA y AcpB parecen
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tener un papel mucho mas secundario, aunque igualmente necesario, regulando
Unicamente al plasmido pXO2. Existen otros genes reguladores como abrB que posee un
efecto regulador negativo sobre ambos plasmidos y es importante para determinadas fases
de crecimiento.

La activacion transcripcional de los genes de virulencia es inducida por sefiales
especificas del hospedador. In vivo, las sefiales que estimulan la induccién de los genes
de virulencia son la temperatura del cuerpo y los niveles sanguineos/tisulares de
COz2/bicarbonato. EI CO2/bicarbonato controla la expresion de los genes de ambos
plasmidos. En dicho proceso estan implicados diferentes mecanismos relacionados con
el regulador atxA. Bajo condiciones de induccion, la bacteria secreta las toxinas como
proteinas individuales.

3. El complejo toxina antrax.

Los dos complejos de toxinas se denominan “agresinas”, y cada una es
responsable de las presentaciones clinicas de la enfermedad. La toxina del edema (EdTx)
es una adenilato ciclasa que induce la acumulacion de fluidos y edema, caracteristico del
antrax cutaneo. La toxina letal (LeTx) es la responsable del “shock” y la muerte por antrax
sistémico.

Ambas, EdTx y LeTx, siguen el modelo general de estructura de toxinas, donde
la actividad enzimatica (dominio A) y la actividad de union al receptor celular (dominio
B) se mantienen como estructuras separadas. Las toxinas antrax se clasifican
adicionalmente como “toxinas binarias”. Las toxinas binarias son toxinas A-B donde las
partes Ay B son codificadas por genes separados.

El sistema antrax es inusual en cuanto a que EdTx y LeTx utilizan la misma
proteina B para unirse y entrar en las células hospedadoras. Por tanto, se requieren tres
proteinas para componer dos toxinas. EdTx estd constituida por la combinacion del
antigeno protector (PA) y el factor de edema (EF). LeTx estd compuesta por PA y el
factor letal (LF). PA es el componente responsable para la union a la célulay la liberacién
de EF y LF en el citoplasma. Individualmente ninguna de estas proteinas es toxica, pero

se combinan en pares para formar la toxina letal y la toxina edema.
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3.1. El antigeno protector (PA).

Fue asi nombrado por su capacidad para conferir inmunidad protectora
experimental frente al reto con B. anthracis. Ahora se sabe que es el componente central
de las toxinas antrax. Como se indica arriba, su funcion es la de liberar las proteinas
enzimaticas EF y LF en el citosol de las células hospedadoras.

PA tiene 764 aminoéacidos, incluyendo un péptido sefial de 29-residuos para la
exportacion. La proteina madura tiene 82,7 kDa. La region C-terminal (residuos 595-735)
es la responsable de unidn al receptor.

El antigeno protector va a estar codificado por el gen pag A, que va a dar lugar a
una proteina plegada en 4 dominios:

El primer dominio (1-249) va a ser el encargado de la unién a los factores EF y
LF. Se trata de una secuencia de aminoacidos que fija establemente 2 iones de calcio,
permitiendo la unién a estos factores. Tanto LF como EF van a presentar secuencias
homdlogas de 250 aminodcidos en sus regiones Nt equivalentes que van a permitir la
unién a PA, lo que supone que van a tener una unién competitiva por el antigeno
protector.

Presenta ademas una region que va a poder ser cortada por tripsina (in vitro) o
proteasas celulares (in vivo) permitiendo asi la rotura entre PA20 y PA63, necesario para
la entrada de la célula en la célula hospedadora. Este es el sitio de activacion proteolitica.

El segundo dominio (250-487) es un barril Beta que presenta en su estructura un
lazo (loop) flexible que va a estar implicado en la insercion del PA en la membranay la
formacion del poro en el endosoma para permitir el paso del factor EF o LF al citoplasma
celular. Se ha visto que mutaciones en residuos correspondientes al segundo dominio
previenen la formacion del poro y consecuentemente la translocacion de estos factores al
citoplasma

El tercer dominio es el mas pequefio, y es el encargado de la oligomerizacion de
PAG3.

El cuarto dominio es el encargado de la interaccidén con el receptor, TEM8 o

CMG2. Se ha visto que deleciones de la region C terminal de esta proteina causan una
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reduccion en la interaccion de PA con el receptor y por lo tanto disminuyen

considerablemente la entrada (Fig 8).
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Figura 8: Representacion esquematica de los dominios que conforman los componentes de las
toxinas, PA, LF y EF respectivamente. Se indica debajo de cada dominio la funcidn.

[Basado en la Fig 1 del articulo (Brossier & Mock, 2001) y Fig 4 y 5 del articulo de Pavan et al.
(2011)]

Ademas, se han encontrado homdélogos de PA en otras especies de Bacillus como
B. cereus y B. thuringiensis, estando en todos los casos implicadas en el proceso de
translocacion de toxinas al citosol de la célula huésped.

Ademas, se han realizado ensayos en los que se utiliza PA como medio de
insercion de moléculas. Para ello se ha utilizado el dominio de union a PA del factor letal,
al que se le ha afiadido un epitopo correspondiente a Listeria monocytogenes, permitiendo
en presencia de PA su introduccion en las células y la activacion del sistema inmunitario

3.2. El factor edema (EF): adenilato ciclasa.

En 1982, Leppla fue el primero en demostrar que el factor EF era un enzima. La
inyeccion intradermal de EF, en combinacion con PA, da lugar al edema experimental
que se observa durante las infecciones cutaneas de antrax.

La forma madura de EF contiene 767 residuos (peso molecular 88,8 kDa). Existe
un péptido sefial de 33 residuos que es retirado durante la secrecion. Existe una homologia
de secuencia entre las regiones N-terminales de EF (1-300) y LF (1-250), que son las
responsables de la unién a la parte PA. Adicionalmente, existe homologia entre la regién

265-570 de EF y las regiones cataliticas de la adenilato ciclasa.
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EF es una adenilato ciclasa cuya actividad catalitica es totalmente dependiente de
la presencia de los cofactores citoplasmaticos eucariéticos calmodulina y, en
consecuencia, iones calcio. Sin embargo, la homologia de secuencia con las adenilatos
ciclasas de mamiferos es baja.

La EF va a estar compuesta por varios dominios. Asi, en la regién N terminal, se
encuentran los aminoécidos implicados en la unién a PA63, comunes a la toxina LF.

En la region C terminal del EF se encuentra el sitio catalitico y el dominio de
union a calmodulina. Cuando el factor EF interacciona con calmodulina, se produce un
cambio conformacional que conduce a la activacion de este factor (Fig 8).

La conversion por EF del ATP celular a cAMP es responsable de los efectos de la
EdTx. Se piensa que la homeostasis del agua puede ser alterada por el cCAMP celular.
EdTx induce aumentos en los niveles de CAMP que pueden alcanzar las 1000 veces, lo
que supone la utilizacion del 20-50% de las reservas celulares de ATP. Aumentos en
cAMP van a activar a la protein-quinasa A (PKA), que va a fosforilar a los canales de
agua (acuaporinas), lo que va a favorecer la entrada de agua dentro de las células. Asi, la
alteracion de la homeostasis del agua conduce a la aparicion de un abultamiento o edema
que se observa en los pacientes con antrax.

Ademas de su efecto sobre la homeostasis celular de agua, PKA también tiene
efectos sobre diversas vias de sefializacion celular. Asi, también se ha visto que los niveles
aumentados de CAMP (y activacion de PKA) en leucocitos pueden disminuir la respuesta
inmunoldgica del hospedador mediante la inhibicién de la proliferacion de los linfocitos,
la fagocitosis, la produccién de radicales libres y la liberacion de citoquinas
proinflamatorias. Asi, EF parece ser una herramienta que le permite a B. anthracis
sobrevivir al sistema de defensa del hospedador durante la infeccion.

El factor edema, a diferencia del factor letal, va a permanecer unido a la membrana
del endosoma y va a llevar a cabo su funcion mediante la exposicion de sus dominios

cataliticos al citosol.
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3.3. El factor letal (LF).
El factor letal es una metaloproteasa dependiente de Zn, que presenta en su forma

madura 776 aminoacidos y un peso molecular de 90-kDa.

El LF, cuando se inyecta junto con PA en animales de experimentacion, causa
hipotension, “shock” y muerte, reproduciendo los sintomas observados en las formas
diseminadas de las infecciones agudas de antrax. Por tanto, se piensa que es LF el factor
principal responsable de la letalidad de la infeccion antrax.

El tiempo de muerte debido a la inoculacion de LeTx varia dependiendo de las
especies de experimentacion. La mayoria sucumben entre 20 y 72 horas, aunque una cepa
particular de rata (Fisher 344) muere tras 38-45 min después de la inoculacion intravenosa
de la toxina. Estudios con macr6fagos han mostrado que la cepa BALB/c de ratones es
también muy susceptible a la toxina LT (similar a las ratas Fischer), mientras que los
macrofagos de la cepa C57BL/6 de ratdn o de las ratas Lewis son mas resistentes a la
toxina.

Al contrario que EF, que actda en la mayoria de las celulas, LF es especialmente
activo en macrofagos, matandolos en 1-2 horas.

LF se produce como una proteina acida de 809 aminoéacidos, de los que los 33
aminoacidos N-terminales son removidos durante el proceso de secrecion.

Las evidencias disponibles indican que el dominio catalitico de LF se encuentra
en la region C-terminal, entre los residuos 594 al 776, en el cuarto dominio (Fig 1). Las
evidencias disponibles indican que el dominio catalitico de LF se encuentra en la region
C-terminal, entre los residuos 594 al 776, en el cuarto dominio (Fig 8). Existe cierta
homologia de secuencia de la region 686-708 de LF y los sitios activos de varias zinc
metaloproteasas. La region incluye el motivo consenso -H-E-x-x-H-, donde los residuos
de Histidina (H) estan implicados en la coordinacién del ién Zn, y el residuo de acido
glutamico (E) actia como nucleofilo durante la hidrdlisis. La mutacion de alguno de estos
aminodcidos conduce a la inactivacion de la toxina.

Recientemente, se ha reportado que LF rompe el extremo aminoterminal de las
quinasas de protein-quinasas activadas por mitégeno (MAPKKSs, mitogen-activated
protein kinase kinases) Mek1 y Mek2, gracias a la interaccion a través del dominio 2 de
la proteina (Fig 8). Recientemente, se ha reportado que LF rompe el extremo
aminoterminal de las quinasas de protein-quinasas activadas por mitdgeno (MAPKKSs,

mitogen-activated protein kinase kinases) Mek1 y Mek2, gracias a la interaccion a través
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del dominio 2 de la proteina (Fig 8). Esto probablemente conduce a la interrupcion de
vias de sefializacion intracelular, aunque la cascada de eventos que siguen a la rotura esta
por dilucidar. Las lineas de macrofagos resistentes al efecto litico de la LeTx y los
macrofagos peritoneales aislados de cepas de ratones insensibles a LeTx son sin embargo
sensibles a la actividad proteasa de LF sobre las MAPKKS. Esta discrepancia indicaria
que otros blancos citosélicos estan implicados en la citotoxicidad.

Estudios recientes han puesto de manifiesto que la susceptibilidad de los
macrdfagos a LT esté asociada a polimorfismos en un Unico gen: Nirpl en ratas y Nlrplb
en ratones. Nlrplcodifica para la proteina NLRP1 (nucleotide oligomerization domain
(NOD)-like receptor (NLR) protein), que es un componente del inflamasoma, un
complejo multiproteico responsable de la activacion de la caspasa-1.

Asi, las proteinas NLRP1 de rata 0 NLRP1b de raton, presentes en cepas sensibles
a LT, resultan cortadas en su extremo N-terminal por LF, provocando la activacion de los
inflamasomas, lo que a su vez va a promover una rapida muerte del macréfago por un
proceso conocido como piroptosis, ademas de la secrecién de TNF alfa e IL-1beta que
causa destruccion celular. En cambio NLRP1/NLRP1b de cepas resistentes no son
cortadas por LT y sus macrdfagos no experimentan piroptosis en presencia de la toxina.

Sin embargo, aun los ratones de las cepas resistentes terminan muriendo en unos
dias por procesos independientes de la destruccion de los macréfagos, lo que sugiere que
el efecto de la toxina sobre otros tipos celulares también contribuye a la letalidad de la
toxina LT.

3.3.1 Activacion del inflamasoma

Lo que ocurre en concreto es que esta toxina va a cortar al factor NLRP1 en su
region N-terminal liberando 33 aminoacidos que se piensa actian como una regién
inhibidora, seguido de un corte auto-proteolitico en el dominio FIIND. Esto causa una
activacion del inflamasoma. Cuando existen altos niveles de LF, el dominio CARD de
NLPR1 se va a asociar al dominio CARD de la pro-caspasal, lo que va a permitir la
maduracion de ciertas citoquinas y la activacion del proceso de piroptosis (independiente

de la auto-protedlisis de la caspasa 1) (Fig 9).
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Figura 9. Accion del factor letal sobre la proteina NLPR1. De izquierda a derecha, corte proteolitico
de la toxina LF seguido de un corte auto proteolitico, asociacion de la proteina a la caspasa 1 a través
del dominio CARD y activacion de la caspasa 1. Esto causa un proceso de piroptosis y la produccion
de ciertas citoquinas inflamatorias.

[Basado en Figura 1 del articulo de Pavan et al (2011) ]

Por otro lado, cabe indicar que los macréfagos humanos no experimentan
piroptosis inducida por LT.

3.4: Otro factores de virulencia

Existen otros factores de virulencia que van a contribuir al crecimiento y
desarrollo de la bacteria. Estos constituyen posibles dianas terapéuticas para el
tratamiento del antrax.

3.4.1: Factores quelantes de Fe

B. anthracis presenta un crecimiento rapido y alta capacidad de dispersion,
necesitando un alto aporte de Fe para mantener esta alta proliferacion. Con esta finalidad,
la bacteria va a producir una serie de moléculas (sider6foros) que le captar hierro del
hospedador.

El patégeno va a producir 2 tipos de siderdéforos: la Antraquelina/Petrobactina que
va a ser liberada tras la infeccion y la Bacilibactina/Antrabactina, que se libera horas mas
tarde. La pretrobactina es necesaria para la virulencia y crecimiento de B. anthracis, y no
es detectada por la siderocalina del hospedador, que en condiciones normales actiia como
defensa frente a sider6foros.

Asi se ha planteado que el blogueo de esta petrobactina serviria para limitar la

replicacion del patogeno.
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3.4.2: Lipoproteina MntA

Se trata de una lipoproteina de membrana que va a actuar como un factor de

virulencia, a través de la captacion de manganeso que favorece el crecimiento. La
delecion del gen que codifica para esta proteina provoca defectos en el crecimiento,
mayor sensibilidad frente a estrés oxidativo y una atenuacion en la produccion de toxina

letal.

4. Entrada de las toxinas antrax en las células hospedadoras.

Durante el crecimiento bacteriano y diseminacion en el hospedador, la expresion
de las tres proteinas de las toxinas se regula por las sefiales ambientales tales como la
temperatura fisioldgica y las concentraciones de CO02. Las toxinas son secretadas al
torrente sanguineo y transportadas a varias células del cuerpo. Son los efectos de estas
toxinas sobre las células blanco los que van a dictar el resultado de la enfermedad.

4.1. Unidn a receptores

Experimentos de mutagénesis quimica sobre células CHO, hasta seleccionar unas
celulas resistentes a la entrada de la toxina, sirvieron para identificar el receptor para la
toxina antrax. Una vez que se demostrd que las células carecian de receptores para PA,
éstas fueron transfectadas con una genoteca de cDNAs y se seleccionaron aquellas células
que habian recuperado la sensibilidad a las toxinas antrax. A la proteina codificada por el
cDNA aislado en las células sensibles se le denomind ATR (“antrax toxin receptor’). Un
andlisis de la secuencia permitié comprobar que correspondia al producto del gen TEM8
(tumor endotelial marker 8), cuya expresion se habia descrito que estaba aumentada en
células endoteliales asociadas con céancer colorrectal. ATR es una proteina
transmembrana tipo I, de funcién desconocida, que posee un dominio integrina
extracelular. Se ha demostrado que este dominio integrina es el sitio de interaccién con
la toxina.

También se ha visto que PA se une a la proteina de morfogénesis de capilares
CMG-2. TEM8 y CMG2, también se les conoce como ATR1 y ATR2, respectivamente.
Ambas son proteinas transmembrana de tipo I, presentan un dominio VWA, dominio de
tipo inmunoglobulina con una sola hélice transmembrana y una cola citoplasmatica.
Aunque este dominio esta altamente conservado entre CMG2 y TEMBS, la diferencia de
afinidad del antigeno protector por CMG2 es 10 veces mayor en cultivo celular y 1000

veces mas en cultivo.
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El dominio VWA (von Will-ebrand factor A) es responsable de la unién a PA
ademas de la unién a sus ligandos naturales. CMG2 une coldgeno IV, laminina y
fibronectina, mientras que TEMS interacciona con colageno I, coldgeno VI y gelatina.
Sin embargo, las funciones fisioldgicas de estas proteinas no son conocidas. Mutaciones
en la proteina CMG2 estan asociadas a una enfermedad autosomica recesiva denominada
sindrome de fibromatosis hialina (HFS, hyaline fibromatosis sindrome), que se
caracteriza por la aparicion en la piel de multiples nddulos subcutaneos y una hipertrofia
gingival, causados por una excesiva deposicion de proteinas extracelulares. Mutaciones
en el gen TEM8 humano produce una alteracion autosémica recesiva conocida como
sindrome GAPOQO, que es el acrénimo de los sintomas que muestran las personas afectadas:
retraso en el crecimiento (growth retardation), alopecia, pseudoanodoncia (fallo en la
erupcion de los dientes) y progresiva pérdida de vision (optic atrophy). Estudios
histoldgicos han puesto de manifiesto la existencia de un exceso de deposicion de
proteinas de la matriz extracelular en muchos tejidos. Dados los sintomas, y teniendo en
cuenta que TEM8 y CMG2 intervienen en la internalizacion mediada por receptor de la
toxina antrax, se ha especulado que estas proteinas podrian servir como receptores
fisioldgicos para la captura y degradacion de proteinas extracelulares con el objetivo de
mantener una correcta homeostasis en el mantenimiento de la matriz extracelular.

El empleo de ratones “knockout” para CMG2 o para TEMS ha permitido deducir
que CMG2 es el receptor mas relevante para la toxina antrax. Asi, los ratones nulos para
CMG?2 son resistentes a la infeccion por B. anthracis y los efectos de las toxinas LT y
ET. En cambio, los ratones nulos para TEM8 mantienen susceptibilidad tanto a la
infeccion por la bacteria como a la toxicidad de las toxinas.

TEMS8 y CMG2, que se expresan en muchos tipos celulares, interaccionan con la
proteina relacionada con el receptor-LDL LRP-6, lo que resulta esencial para la
endocitosis del complejo toxina. Esto se concluyé como resultado de la busqueda de
proteinas del hospedador necesaria para la accion de la toxina. Se report6 como un
correceptor necesario para la letalidad en células de mamiferos. Sin embargo, estudios
genéticos posteriores desmienten esta conclusion, en células embrionarias fibroblasticas
nulas para LRP6, y otros tipos celulares con un knock-down de sus niveles, se ve que la
toxina se internaliza de forma normal y presentan la misma sensibilidad a las toxinas. El

knockout para LRP6 hace a los ratones inviables, por lo que estudios del papel de LRP6
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in vivo en la patogénesis de las toxinas no son posibles. Estos resultados evidencian que
el papel de LPR permanece como un tema controvertido.
4.2. Activacion de PA.

La activacion proteolitica de PA es una etapa requerida para la oligomerizacion y

la insercion en membrana. Se piensa que la rotura de PA ocurre en la superficie de la
célula blanco después de la union al receptor, probablemente por accién de la proteasa
del hospedador furina. Furina es una proteasa eucariotica responsable del procesamiento
post-traduccional de muchos precursores proteicos. Aunque es principalmente una
enzima del trans-Golgi, furina también ha mostrado actividad en la superficie de células.
El sitio de corte se encuentra en la region 163-168 que contiene el motivo -R-K-K-R-.
Como resultado de esta accion se libera de la célula un fragmento N-terminal de 20-kDa
(regién 1-167, conocida como PA2o), quedando el resto unido a la célula (se le conoce
como PAe3). Esta rotura proteolitica es fundamental para la accion de las toxinas, pues
estudios en los que se ha delecionado el motivo proteolitico se obtiene un PA que
mantiene su capacidad de unién a receptor, pero incapaz de ser internalizada en las
células. Parece ser que la region N-terminal de PAss, es decir PAzo, €s un impedimento
estérico para que se produzca la oligomerizacion de la toxina.

Aunqgue inicialmente se penso6 que PA era procesado una vez unido a su receptor
en la superficie celular, estudios posteriores han mostrado que PA puede ser procesado
por proteasas del plasma e incluso se ha demostrado la existencia de oligémeros de PAes3

circulantes (Fig. 10).
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Figura 10. Procesos alternativos de procesamiento y oligomerizacion de PA. Panel a) union de PA

(antigeno protector, 83 kDa) y procesamiento por furina, con la liberacion de PA20 y oligomerizacion
de PA63. Panel b) Corte de PA83 por proteasas de suero, liberacion de PA20 y (1) union de PA63 al

receptor y oligomerizacion (2) de PA63 en suero y union a receptor. (Figura de creacion propia).
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4.3. Oligomerizacion de PA.

La rotura proteolitica de PA se requiere para la formacion de heptameros u
octameros de PAs3. La oligomerizacion de PAss causa un agrupamiento de receptores en
microdominios de membrana resistentes a detergentes (lipid rafts o balsas de lipidos). La
alteracion de los lipid rafts formados tras la oligomerizacion llevaria a un fallo en la
internalizacion. La localizacion en los rafts lipidicos se determina por la palmitoilacion
en la cola citosolica de TEMS, y de alterarse, se internaliza rapidamente interfiriendo con
un correcto proceso de incorporacion de las toxinas.
4.4.Unionde EFy LF.

Después del procesamiento por furina sobre la superficie de las células y la

liberacion de PA2o, PA es capaz de unir EF y LF. Se ha estimado que una vez que se
forma el heptdmero de PAss, éste puede unir hasta tres moléculas de LF y/o EF, y cuatro
en los octameros. Ambos tipos de toxinas pueden unirse simultaneamente al mismo
heptamero. Cada cadena de toxina interacciona con dos cadenas de PAss, lo que explica
la estequiometria.

4.5. Internalizacién.

La entrada de los complejos LeTx y EdTx en la célula ocurre por endocitosis
mediada por receptor en vesiculas recubiertas de clatrina. En este proceso son importantes
varias modificaciones postraduccionales en el receptor. Entre ellas se encuentra la
fosforilacién de residuos de tirosina por Src o Fyn, quinasas celulares, en respuesta a la
union del antigeno protector. Este paso no es crucial para la formacion del oligémero,
pero si para su entrada en la célula. A continuacion, y solo si se ha dado la fosforilacion,
se da una ubiquitinacion de las colas de los receptores. Para ello, se da la union de B-
Arrestina 2 a las colas fosforiladas de los receptores, y B-Arrestina 2 recluta a una E3
ubiquitina ligasa.

La acidificacion del endosoma, un fendmeno celular normal, es un prerrequisito
para la translocacion de la toxina antrax desde la membrana endosomal al citosol. A pH
acido, el pre-poro se convierte en un poro al insertarse en la membrana, lo que permite la
translocacion de LF/EF al citosol. Si el antigeno protector estd unido a TEMS, la
disociacion y formacion del poro puede ocurrir en pasos anteriores, en endosomas
tempranos, mientras que para CMG2, el umbral de pH es menor, necesitando llegar al

endosoma tardio para realizarse el poro.
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De manera alternativa a la entrada por la membrana plasmatica, se ha visto otra
forma por la que EF y LF pueden llegar al citoplasma de la célula y llevar a cabo su
accion. Este seria el caso de las esporas que son fagocitadas por macrofagos, germinan
en el fagolisosoma donde producen las toxinas. La translocacion al citoplasma depende
de la formacién del poro de PA en la membrana y es condiciona por la presencia del

receptor de las toxinas.

En la figura 11 se ilustra el proceso de internalizacion de las toxinas.
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Figura 11. Modelo de internalizacion de las toxinas de Bacillus anthracis. (Figura inspirada de
Pavan et al. (2011))

4.6. Antitoxinas.

El miedo a que este patdgeno, u otros similares, puedan ser empleados en ataques
indiscriminados contra la poblacion civil, ha llevado a incrementar la investigacion sobre
moléculas capaces de contrarrestar los efectos que las toxinas de este patdgeno producen.
En los casos de carbunco en humanos, el tratamiento con antibioticos es sélo efectivo si
se administra antes de la aparicién de sintomas, posiblemente porque en este momento la
densidad bacteriana en sangre es muy grande (>108/ml) y se ha alcanzado un nivel letal
de toxinas. Los antibioticos s6lo son activos frente a las esporas germinadas, por lo que

se recomienda el uso de antibioticos por un periodo de 60 dias en personas que hayan
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inhalado esporas, para evitar los efectos de una germinacion tardia de algunas esporas.
Ante la sospecha de exposicion a las esporas, se recomienda una profilaxis consistente en
la administracion de 500 mg de ciprofloxacin (2 veces al dia) o doxiciclina (100 mg, 2
veces al dia).

Ademas, como consecuencia de la identificacion del receptor para la toxina
antrax, se han abierto nuevas posibilidades en los campos de estudio de la patogénesis del
carbunco, del desarrollo de antitoxinas y de la biologia del cancer. En la figura 12 se
muestran las estrategias seguidas para desarrollar posibles antitoxinas.

Un tipo de estas antitoxinas lo constituyen anticuerpos que reconocen el sitio de
union de la toxina a los receptores de la superficie celular. Asi, se ha visto que anticuerpos
humanos frente a PA que bloquean la unién al receptor impiden de forma efectiva la
muerte inducida por LeTx en roedores. En 2012, en Estados Unidos se licencio para el
tratamiento del carbunco inhalatorio un producto denominado Abthrax (Raxibacumab),
gue contiene un anticuerpo monoclonal humano frente a PA.

Por otro lado, también se ha visto que anticuerpos frente a EF pueden ser efectivos
para bloquear el efecto de la toxina, al impedir que este factor interaccione con PA y sea
internalizado.

Otra alternativa que se esta estudiando es el desarrollo de versiones solubles de
los receptores de las toxinas, que se unirian a las toxinas, impidiendo, en consecuencia,
que las toxinas se unan a los receptores en la superficie de las células. Asi se ha visto que
un fragmento de ATR, consistente en el dominio integrina, bloquea la intoxicacion de
celulas CHO en cultivo.

El requerimiento de la rotura de PA para la oligomerizacion es otro punto sobre el
que se esta investigando para desarrollar antitoxinas. Asi, se ha visto que el hexa-D-
arginina, un inhibidor de furina, bloquea la rotura de PA en sistemas con células en cultivo
y disminuye la letalidad de LeTx en estudios con ratas.

Por otro lado, se ha preparado una forma dominante negativa de PA (DN-PA).
Esta forma tiene varios residuos mutados en el dominio que esta implicado en la
translocacion de la toxina. En consecuencia, esta forma es incorporada en heptameros de
PA sobre la superficie de las células blanco pero su presencia impide la translocacion de
EF y LF. Ademas, es de destacar que la sola incorporacion de una molécula DN-PA es

suficiente para destruir la funcion del heptamero.
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Finalmente, indicar que se estan buscando inhibidores especificos de la actividad
de las toxinas. Asi, como consecuencia de una busqueda sistematica sobre una coleccion
de compuestos quimicos se ha identificado una sustancia (llamada NSC12155) que se une
al sitio activo de LF e inhibe la muerte mediada por LeTx de células en cultivo. También
se han investigado y encontrado inhibidores para la adenilato ciclasa de EF, como es el
adefovir dipivoxil, un analogo de ATP que se une al EF con una afinidad mucho mayor
que el ATP, con quien compite (Fig. 12).

T DArg N

Anticuerpos — ' Anticuerpos
anti-PAs %“ ? l\ﬂ H:mIJLLf}zf

YN D.
?

Furina
PA y 4 S N

CMG2 R P2 " '\

" AN/ W\ \
Pequenas ) H* He | ‘
moléculas \\ H* /]
\( T |\ |Analogos de \

sustrato A\ H* V4
/ , .
A. Receptores F. Inhibidor —
solubles de PA: \ Corte de Dominante
\ MAPKK y Negativo de PA E.
NRLP1

Figura 12. Mecanismos de accion de las antitoxinas. A. Receptores solubles que desplazan la unién
del PA (antigeno protector) al receptor de la membrana. B. Anticuerpos especificos anti-PA. C.
Inhibidores de la furina. D. Anticuerpos especificos contra EF (Factor Edema) y LF (Factor Letal). E.
Inhibidor dominante negativo que evitan la translocacion de la toxina. F. Inhibidores especificos de la
actividad de las toxinas. (Figura modificada de Rainey & Young (2004)).

4.7. Cambios en el receptor ANTXR2/CMG2 a lo largo de la evoluciéon

El acercamiento de los humanos a los animales con el motivo de la caza, conllevo
a que entraran en contacto con patégenos a los que previamente los humanos no habian
estado expuestos. De esta forma, los patdgenos causan cambios evolutivos en el
hospedador. Estudiando el efecto de las toxinas sobre el sistema inmunitario, se observa
que cuando los linfocitos T CD4+ son expuestos a las toxinas, se da una inhibicién de su

activacion (medida a través de los niveles de IL2). Ademas, se observa la expresion de
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CMG2 o el receptor de antrax 2, ANTXR2, y se ve que sus niveles de expresién son 8
veces menores en las células inmunitarias humanas comparadas con los primates no
humanos. También se ven reducidos en monocitos CD14+ y otros tipos celulares,
viéndose los niveles reducidos en 10 veces, comparando con macacos, como linfocitos
B, linfocitos CD8+ y monocitos. Este cambio permitiria hacer a las células inmunitarias
menos susceptibles a la accion de las toxinas y, por tanto, permitiria al organismo poder
organizar una respuesta inmunolégica contra B. anthracis, de forma mas eficaz.

Aun asi, no se ve una reduccion en la expresion del receptor en ningun otro tejido,
concluyendo que este cambio se vio limitado al sistema inmunitario y ocurri6 durante la
diversificacion temprana entre humanos y otros primates. Ademas, se observa que la
expresion de ANTXR2 era menor en dos poblaciones africanas, Batwa y Bakiga, de las
regiones de los grandes lagos de Africa y los territorios de Ruanda y Uganda,
respectivamente. Esto indicaria que la expresion diferencial con respecto al macaco
Rhesus en este caso, se dio antes de que las poblaciones humanas se expandieran y
salieran de Africa.

Dentro de las poblaciones humanas, se ve que la expresion de ANTXR2 varia en
el orden de una magnitud entre los humanos, asociados a variantes genéticas que adn
existen entre las poblaciones humanas. Se considera un modelo de evolucion en el cual,
B. anthracis seria endémico en Europa durante el neolitico y se repartiria por el resto del
mundo, a medida que se daba la colonizacion del resto de territorios. Las poblaciones
europeas muestran mas resistencia, relacionandose con el locus de ANTXR2 y un
polimorfismo alélico (SNP) presente en él.

Asi de forma conjunta, la evidencia de una reduccion en los niveles de ANTXR2
en las células inmunitarias, ademés de la modificacion del locus de ANTXR2 en
poblaciones europeas, sugiere una evolucién compleja conducida por la seleccién de
ANTXR2.

4.8 PAy el proceso de entrada de las toxinas como herramienta para distintos tratamientos

Dado el procedo Unico de entrada de las toxinas en la célula, y el conocimiento
que se tiene del mismo, se han planteado otros usos del antigeno protector.

Algunos ejemplos, son el uso del antigeno protector como vehiculo para la
translocacion de siRNAs al citoplasma de células eucaridticas, siendo un procedimiento

eficiente y de baja toxicidad. Se ha planteado también su uso para la translocacién de
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polipéptidos no candnicos, es decir, polipéptidos con aminoacidos cuyas cadenas laterales
han sido modificadas.

Por otro lado, se ha visto una sobreexpresién del receptor TEM8 en la
angiogénesis tumoral, por lo que se podria utilizar el antigeno protector para administrar
terapias anti-angiogénicas de manera especifica. Dado que el receptor se expresa en
muchos tejidos, el proceso se debe afinar para evitar efectos secundarios. Ademas, el
antigeno protector debe ser cortado para su activacién, por lo que, para aumentar la
especificidad de su accion, se han desarrollado modificaciones para obtener moléculas de
antigeno protector que Unicamente puedan ser cortadas por metaloproteasas,
sobreexpresadas en determinados tipos de cancer.

Por tanto, aunque estas aplicaciones parecen prometedoras, se debe afinar la
especificidad de los tratamientos, para asi disminuir la toxicidad, ya que in vivo, aunque
eficientes, a estas aproximaciones aun les falta precision.

5. Accion de la toxina LeTx sobre el macréfago.

En 1986, Friedlander descubrid que los macrofagos eran, entre una variedad de
células testadas, las Unicas que eran matadas por la accién de LeTx. El tropismo de LeTx
por los macrofagos no es meramente debido a la presencia de receptores Unicos en su
membrana, dado que los receptores de PA se encuentran en la mayoria de los tipos de
células, y la toxina EdTx es capaz de aumentar los niveles de cCAMP en muchos tipos de
células. Asi, dado que PA media la entrada de EF y LF en las células, las explicaciones
para la especificidad de accion de la toxina LeTx serian:

1. Los macrofagos tienen un blanco intracelular Unico para las actividades
proteoliticas de LF.

2. Los macréfagos poseen una via Unica de procesamiento o cambio de LF de una
forma “silente” a una “activa”.

Cierta linea experimental indicaba que eran los mismos macréfagos los
responsables de las patologias inducidas por LeTx. Mediante la inyeccién de silice (SiOz2),
que es selectivamente toxico para macrofagos tanto in vitro como in vivo, se puede
eliminar esta poblacién en animales de experimentacion. Cuando son fagocitadas por los
macrofagos, las particulas de silice rompen las membranas lisosomales, provocando la
liberacion de los contenidos lisosomales y la destruccion de la célula. En el experimento,

se encuentra que los animales tratados con silice son 100% resistentes a LeTx (mientras
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que los animales control sobreviven menos del 10%). La sensibilidad a la toxina puede
ser restaurada en los animales tratados con silice mediante la inyeccion de macrofagos.

Existen diversos experimentos que indican que la muerte de los macréfagos
inducida por LeTx parece ser debida a una gran produccion de radicales libres de oxigeno
(02, H202 y OH). La incubacion de macréfagos en cultivo con LeTx promueve la
produccion de altos niveles de estos radicales hasta niveles que el macréfago no puede
soportar. La citdlisis puede ser bloqueada por varios antioxidantes capaces de difundir a
través de membranas como el B-mercaptoetanol, el ditiotreitol y el dimetilsulféxido.
Estos Gltimos reactivos no inhiben la actividad de la toxina EdTX, lo que indica que actdan
en etapas posteriores a la internalizacion de la toxina.

Un apoyo adicional fue obtenido al observar que ciertas lineas de macrofagos de
ratén, deficientes en su habilidad para producir radicales libres de oxigeno, resultan
insensibles a los efectos liticos de la toxina, mientras que una linea con mayor potencial
de produccion de radicales tenia una mayor sensibilidad.

Asi el bacilo, mediante su toxina LeTx, ha desarrollado una tactica para
incapacitar a su mayor enemigo, el macréfago.

Se llevd a cabo un screening genético para intentar determinar y seleccionar
aquellos genes con un papel crucial durante el proceso de muerte de las células. Primero,
se indujeron mutaciones aleatorias en células RAW 264.7, células sensibles a LeTx, y se
seleccionaban aquellas células que como resultado de las mutaciones habian adquirido
resistencia frente a LeTx. Como resultado de este estudio, se descubrid el papel crucial
de la proteina AMPD3 (AMP desaminasa 3). Esta proteina es responsable de convertir
AMP en IMP.

Se comprob6 que estas mutaciones no generaban alteraciones en el proceso de
entrada de la LeTx a la célula ni tampoco afectaban al corte proteolitico mediado por
dicha toxina de las MAPKK; sin embargo, si que afecta a la induccién de muerte del
macrofago. Se cree que los efectos de la accion de la proteina AMPD3 podrian estar en
las Gltimas etapas del proceso de muerte del patdgeno.

Esto sugiere que el metabolismo celular de nucleotidos puede afectar a la actividad
de la LeTx.

Sin embargo, la mera eliminacion del macréfago no puede explicar, por si misma,
el “shock” y la muerte repentina en los animales inyectados con LeTx. Cabe indicar que

los radicales libres desempefian un doble papel en la patogénesis del carbunco, primero,
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inducen la expresién de citoquinas por parte del macréfago y, en segundo lugar, el
estallido de la célula.

TNF-a
IL-1B

LeTx
(Toxina Letal)

Inflamasoma

l-[Q ’ >
' PIROPTOSIS
Qe

Figura 13. Efectos principales de LeTx en el macrofago. La LeTx es responsable de inducir la
formacion del inflamasoma y la muerte por piroptosis y ademas provoca un exceso de especies
reactivas de oxigeno cuya consecuencia final es una elevada liberacion de TNF-o e IL-1B. Un exceso
de estos ultimos puede provocar un estado de ‘shock’ y la muerte del organismo.(Figura de creacion

propia).

LeTx induce la expresion en macrofagos de TNF-o e IL-1p, citoquinas que en
bajos niveles coordinan la respuesta inmunitaria del hospedador pero que, en grandes
niveles, median cascadas inflamatorias dafiinas, “shock” y muerte. Datos experimentales
que apoyan la importancia de estas citoquinas como mediadores de las patologias debidas
a LeTx son aquellos que muestran que la inmunizacion pasiva con antisueros
neutralizantes frente a TNF-a e IL-1p resulta protectora frente a LeTx (Fig. 13).

La accion de la LeTx sobre la proteina NLRP1 es responsable de producir la
apoptosis, sin embargo, recientemente, se ha observado que la hNLRP1 (proteina NLRP1

humana) no es sensible a dicha toxina. Algunos estudios apuntan que en humanos la
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formacion del inflamasoma podria estar controlada directamente por la proteina NLRP3.
En este proceso tiene un papel clave la actividad de la proteina RIPK1.
6. Otros efectos de las toxinas sobre los sistemas de sefializacion intracelular.

El factor edema (EF) es una adenilato ciclasa dependiente de calmodulina que
produce una elevacion de los niveles intracelulares de cAMP, un segundo mensajero muy
importante, lo que va a promover multiples efectos. Si bien la inyeccion subcutanea de
ET en ratones produce un fuerte edema en la piel, una administracion sistémica conduce
a la produccién de influjo de fluidos en el lumen intestinal, un edema hepético, un dafio
excesivo en los tejidos y la muerte. De hecho, en ratones, la dosis letal minima de ET es
20-30 mg, menor que la dosis letal para LT (40-100 mg), lo que demuestra la importancia
de ET como factor de virulencia de B. anthracis. Sin embargo, en modelos de infeccion
con la bacteria se encuentra que EF es producido a concentraciones unas 5 veces menores
a LF, por lo que es posible que las dosis letales de ET no se alcancen durante la infeccion
0 solo en etapas muy tardias.

Los mecanismos o vias por los que la elevacion de cAMP conduce a los dafios
inducidos por ET no son muy conocidos. EI cAMP tiene al menos dos blancos
intracelulares distintos: la protein-quinasa A (PKA) y la proteina Epac (exchange protein
activated by cAMP), que es un factor intercambiador de nucleétidos de guanina para las
proteinas-G pequefias Rapl y Rap2. La proteina PKA, en su estado inactivo, se estructura
como un tetrdmero formado por dos subunidades reguladoras y dos subunidades
cataliticas. La union del cCAMP a las subunidades reguladoras promueve la disociacién de
los monomeros cataliticos de PKA, que resultan activados por la union a ATP y van a
producir la fosforilacion en serina y treonina de muchas proteinas sustrato.

Ademas, varios estudios muestran que el factor EF va a interferir con la GTPasa
Rabll (disociandola de sus efectores), asociada al proceso de reciclado vesicular de
moléculas estructurales (como cadherinas), impidiendo que llegue a la superficie celular.
Esto es especialmente relevante en moléculas de adhesion, que no van a poder llegar a la
superficie y por lo tanto se van a ver afectadas las uniones adherentes, que van a favorecer
asi la formacion de edema (Fig. 14).

El factor LF va a interferir también en el proceso de formacién de las uniones
adherentes, inhibiendo el complejo Sec15 implicado en la exocitosis de los componentes

de adhesién a la membrana plasmatica (Fig. 14).
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Figura 14. Inhibicion del trasporte de moléculas de adhesion por las toxinas LTy ET. Se muestra

la inhibicidon de la proteina Rab 11 por parte del factor edema y la proteina Sec15 por parte del factor

letal.

Ademas de los efectos directos sobre las células blanco, ET también se ha visto
que actta aumentando la sensibilidad del hospedador a las toxinas antrax al promover la
sobreproduccidn de los receptores de la toxina TEM8 y CMG2 a través de un mecanismo
dependiente de PKA.

Por otro lado, ademas de los efectos de las toxinas LT y ET en promover el dafio
de los tejidos y la letalidad, las toxinas desempefian papeles fundamentales al impedir la
respuesta inmunitaria innata en las etapas iniciales de la infeccion por la bacteria.

En la figura 15 se ilustra los efectos de las toxinas LF y EF sobre las vias de
sefializacién. La cascada de las MAP quinasas se inicia cuando una MAPKKK (MAP
kinasa kinasa kinasa) (p. ej., Raf) es reclutada a la membrana plasmatica por su
interaccion con una GTPasa especifica (en su forma unida a GTP) de la superfamilia Ras.
La MAPKKK es activada por fosforilacion y, como consecuencia, va a fosforilar a las
MAPKKSs, que son quinasas de especificad dual capaces de fosforilar MAPKSs en residuos
de tirosina y serina (o treonina). Las MAPKSs fosforiladas (Jnk, Erkl and Erk2, y p38)
promueven directamente la transcripcion génica, tras su traslocacion al ndcleo, o
indirectamente, promoviendo la disociacion de otros factores transcripcionales de sus
“grapas” citosolicas, lo que permite su translocacion al nucleo. LF interrumpe la cascada

de las MAPKSs a través de la rotura de las MAPKKS.
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EF inhibe la expresion génica mediada por las MAPKSs a través de varios caminos
que implican a la PKA. PKA inhibe la via Raf-MEK-Erk a través de fosforilar un residuo
regulador negativo de Raf. Una interferencia adicional es efectuada por PKA a través de
la activacion de Rapl, una GTPasa pequefia que competitivamente inhibe la sefializacion
de Ras. Esto se lleva a cabo por la fosforilacion y activacién de EPAC, un intercambiador
GTP de Rapl. Ademas, PKA inhibe la via MKK-Jnk a través de inhibir la iniciacion de
la GTPasa pequefia Rho (Fig. 15).
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Figura 15: Vias alteradas por las toxinas ET y LT producidas por Bacillus anthracis. A la

izquierda, efecto del factor edema en la trasformacion de ATP a AMPc que activa la PKA. El factor
catalitico de la PKA va a interferir en la expresion génica (vias HES/HEY, RAS-GTP, MEK), en
sefializacion celular (via Src) y en la formacidn de las uniones adherentes (inhibicion de RAB 11). A
la derecha, efecto del factor letal en la expresion génica (por corte proteolitico de MKK) y su
afectacioén en la formacion de uniones adherentes (inhibicidn de Sec15).

[Basado en Figura 1.b del articulo de Baldari et al. (2006) ]

Aunque generalmente las toxinas van a tener efectos aditivos, se ha visto que estas
pueden también actuar de manera opuesta, cancelando una toxina el efecto de la otra. Esto
se ha observado en el proceso de apoptosis en macréfagos. Mientras que la rotura de
MEKK3/6 por parte del factor letal (LT) va a favorecer la apoptosis, el factor edema (ET)
va a favorecer la expresion del plasmindgeno PAI2 asociado a la ralentizacion de la
muerte celular. Se cree que laaccion inicial de ET de manera rapida impidiendo la muerte

32



celular, permite a los macrofagos migrar a los nddulos linfaticos, donde la accion de la

LT (mas lenta) permite la muerte celular y liberacion de la carga bacteriana (Fig. 16).
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Figura 16: Accion de las factores letal (LF) y edema (EF) sobre el proceso de apoptosis. A la
izquierda, la accion de EF, que va a ser rapida y va a causar la activacion de la PKA que a su vez va
a activar CREB, un factor de trascripcion que favorece la expresion del factor PAI-2, inhibidor de la
apoptosis. A la derecha, la accion de la toxina LF de accién mas lenta y que va a cortar MKK3/6
inhibiendo asi el efecto anti apoptotico, y favoreciendo la muerte celular.

[Basado en Figura 2 del articulo de Pavan et al. (2011)]

Debido a la importancia que las vias afectadas por LF (sefializacion a través de
MEK) y EF (sefializacion a través de PKA) no sorprende que se hayan descrito efectos
de la toxina sobre practicamente todo tipo de células. Si bien, los mayores efectos se han
documentado sobre células del sistema inmunitario innato como son los neutréfilos, los
macrdfagos y las células dendriticas.

Se ha visto que ambas toxinas van a causar una disminucién en la produccién de
citoquinas quimioatrayentes ademas de reducir los marcadores de activacioén inmunitaria
de las células.

El aumento del AMPc va a estar estrechamente asociado a la atenuacion del
sistema inmunitario. Esto se debe a la activacion mediada por AMPc de la via NOTCH,
activando moléculas como HES y HEY implicadas en la inhibicién en la produccién de

citoquinas, y consecuentemente en la atenuacion del sistema inmunitario (Fig. 14).
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Por lo tanto, ya que el AMPc esta implicado en muchas vias de sefializacién, el
factor edema va a causar una desregulacion de muchos procesos fisiol6gicos. Ademas, se
ha visto que el factor edema por si solo (sin asociacion al PA) puede interaccionar con
otros receptores celulares asociados con angiogénesis y crecimiento embrional.

Asi, utilizando embriones de pollo, se ha observado una disminucion en la
angiogénesis en el huevo y una inhibicion del crecimiento embrional, a pesar de ser
inoculado en ausencia del antigeno protector, lo que supone que indica la existencia de
un receptor alternativo.

La idea que existe es que B. anthracis ha desarrollado una estrategia con multiples
blancos dirigida a neutralizar todos los componentes celulares del sistema inmunitario,
tanto innato como adquirido, a través de la accién combinada de dos toxinas que afectan
etapas cruciales y generales de la sefializacion celular.

6.1. Evasion del sistema inmunitario

Como se ha indicado, este organismo va a desarrollar una serie de estrategias para
interferir con el funcionamiento del sistema inmunitario.

En primer lugar, la capa de poli y glutamato (PGA) va a ser un factor esencial en
la evasion del sistema del complemento, debido a la carga negativa de estos factores y la
repulsion que causan frente a moléculas del complemento. Cuando se neutralizan las
cargas negativas por cambios de pH, se ve un aumento en la asociacion de C3b en la
superficie de la bacteria. Por lo tanto, estas estructuras se pueden catalogar como
inhibidores de la opsonizacion.

El sistema del complemento también va a ser interferido a través de la interaccion
de las esporas con el plasminégeno (PLG) humano. Estas esporas van a expresar 2
receptores, enolasa y EFtu, que se unen a PLG, causando la rotura de las moléculas de
C3b.

Una vez superada esta barrera, la bacteria debe introducirse en los macréfagos y
las células dendriticas para poder multiplicarse. Esta fagocitosis va a suponer la liberacion
de reactivos de oxigeno y de nitrégeno, produciendo 6xido nitrico. Ante esto, la bacteria
ha evolucionado para producir arginasas, superoxido dismutasa y éxido nitrico sintetasa.

B. anthracis no solo afecta a los macrofagos, sino que también va a tener un efecto
sobre las células dendriticas. La toxina letal va a interferir en la expresion de genes que
codifican para moléculas co-estimuladoras (como CD40, CD80, CD86). Ademas, la

toxina letal induce la expresion de MHC Il en células dendriticas, que al interaccionar
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con un linfocito virgen va a llevar a los linfocitos CD4 a un estado de anergia. Se evita
asi la respuesta adaptativa (Figura 17).
Ademas, las toxinas LF va a conducir a las células dendriticas a la apoptosis 72h

después de la infeccion.

®

Macrofagés Célula dendritica Linfotico T

Figura 17: Vias de evasion del sistema inmunitario por parte de Bacillus anthracis. 1. Accion de la cubierta de poli y
glutamato en la repulsion del factor del complemento C3b. 2. Asociacion de la bacteria al plasminégeno PG2, derivando en el
corte e inactivacion de C3b. 3. Inhibicion de los productos de defensa de los macréfagos por las toxinas bacterianas. 4.
Inhibicion de la produccién de factores presentadores de antigenos en las células dendriticas por el factor letal producido por
la bacteria.
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