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1. Introduccion
Las bacterias que constituyen el género Clostridium son bacilos gram-positivos,

esporulados y anaerobios estrictos.

Los clostridios 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 agentes externos que les
proporcionan las esporas. La amplia distribucién de los clostridios en la naturaleza provoca que
con elevada frecuencia contaminen heridas, pero, al carecer de poder invasivo, los casos de

infecciones clinicas son escasos.

Las especies mas importantes, de interés clinico, ejercen su accion patdégena mediante
toxinas elaboradas por ellas, que en algunos casos tienen un elevadisimo poder toxico. Entre las

eubacterias, los clostridios producen mas toxinas proteinicas que ningun otro género de bacterias.

De acuerdo con los cuadros clinicos que producen, los clostridios se pueden dividir
asimismo en cuatro grupos (Fig. 1):

1. Clostridios neurotéxicos: C. tetani (Fig. 1A) y C. botulinum (Fig. 1B).

2. Clostridios histotoxicos. 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 enterotdxicos: C. perfringens (tipo Ay C) y C. difficile (Fig. 1C).

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.



Figura 1. Principales especies de Clostridium tratadas en este
capitulo. A. Imagen de microscopia electrénica de transmision
coloreada de Clostridium tetani. B. Imagen de microscopia
electrénica de barrido de células vegetativas de Clostridium
botulinum. C. Imagen de microscopia electrénica de barrido de
Clostridium difficile.

Imagen A. Alfred Pasieka.

Imagen B. Skarin, (2015).

Imagen C. Robert Koch Institut.

Este capitulo esta centrado en las neurotoxinas producidas por patdégenos del género
Clostridium, aungue también se incluye un apartado final sobre las toxinas producidas por C.
difficile.

El botulismo y el tétanos son enfermedades de humanos y animales que se caracterizan por

desordenes neuroldgicos especificos. Estas enfermedades se conocen desde la antigliedad.

El tétanos se caracteriza por una paralisis espasmica generalizada, que suele tener un
desenlace fatal por colapso cardiaco e insuficiencia respiratoria (Fig. 2A). Incluso en caso de que
el enfermo supere la fase aguda, las secuelas neuronales son permanentes. Tras la identificacion
de la neurotoxina tetanica (TeNT) se desarrollaron vacunas, que son aplicadas en los paises

desarrollados, donde la enfermedad del tétanos actualmente es muy infrecuente.

El botulismo, por el contrario, da lugar a una paralisis flaccida que conlleva debilidad
muscular y dificultad en los movimientos (Fig. 2B). El primer sintoma es la aparicion de problemas
de visidn, al verse afectados los muasculos que controlan el movimiento de los ojos, y es seguido
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por la paralisis de los musculos faciales. Finalmente, los pacientes fallecen por un fallo respiratorio
causado por una paralisis del diafragma.
A B

o

Figura 2. Sintomas del tétanos y botulismo. A. Cuadro que muestra la paralisis 'espésmica derivada de la infeccién

con C. tetani. B. Nifio con pardlisis flacida inducida por C. botulinum.
Imagen A: Opistétonos, Charles Bell.
Imagen B: Wikipedia.

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 desérdenes especificos de la enfermedad y la muerte.

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

cientos de miles de animales en pocos dias.

El ciclo de transmision 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, van a experimentar paralisis y
eventualmente les provocara la muerte (Fig. 3). Y los cadaveres, ahora, se convierten, por un lado,
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en un nicho adecuado para el crecimiento de la bacteria y, por otro, para el desarrollo de larvas de
invertebrados. Hay que tener en cuenta que muchos vertebrados tienen en su microbiota intestinal
C. botulinum neurotoxigénico, pero su nimero aumentara significativamente tras la ingestion de
esporas y su germinacién. Como resultado, se puede producir la muerte de muchos animales
vertebrados a partir de un foco de infeccion. Ademas, el consumo de los cadaveres por animales

carrofieros puede contribuir a la expansion del botulismo.

C. botulinum presente en la

materia orgdnica en
descomposician
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de larvas de insectos por animales del entorno

N

Muerte del vertebrado intoxicado
causada por las toxinas bacterianas

Ingestién de gusanos tdxicos

Figura 3. Ciclo de transmision de C. botulinum. El ambiente anaerobi6tico de la materia organica en descomposicion
y de los animales muertos por la toxina proporciona el entorno preciso para el crecimiento de la bacteria y la
produccién de sus toxinas, que seran ingeridas primero por invertebrados y después por vertebrados.

Figura adaptada de Rosetto et al. (2014).

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

formas de enfermedad, de acuerdo con la ruta de entrada de la toxina (Fig. 4).
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Figura 4. Formas de botulismo en humanos. Dentro del botulismo en etapa adulta se distingue entre botulismo
alimentario, adquirido por heridas, iatrogénico e inhalatorio. El botulismo infantil se da predominantemente por la
ingestion de esporas. En el diagrama inferior se muestra el proceso de llegada de la neurotoxina botulinica
(BONT) desde el lumen intestinal hasta los terminales nerviosos.

Figura adaptada de Rosetto et al. (2014).

El botulismo alimentario se produce como consecuencia de la ingestion 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.

El botulismo infantil, que afecta a nifios menores de 1 afio, es producido por
contaminaciones alimentarias en las que hay esporas de Clostridium. Como la microflora de los
nifios pequefios estad pobremente desarrollada, las esporas de C. botulinum pueden germinar y dar
lugar a una poblacion 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 menor competencia

microbiana.



En el botulismo alimentario o en el infantil, las BONTSs cruzan la barrera intestinal y llegan
a la circulacion. Su blanco son los terminales nerviosos colinérgicos, y van a provocar la paralisis

de los terminales nerviosos (Fig. 4).

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, comparado con las
contaminaciones alimentarias, se requiere menor cantidad de toxina dado que no precisan de ser
absorbidas por via intestinal. Estudios en animales indican que, para producir la enfermedad, se
requieren entre 100-1000 veces menos de toxinas cuando son inoculadas directamente en la
circulacion que cuando se administran de forma oral. Finalmente, esta el botulismo inhalatorio,
que se produce cuando la toxina entra por la via respiratoria. Ademas de C. botulinum, otras

especies (C. baratii, C. butyricum y C. argentinense) también producen toxinas botulinicas.

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

en humanos, mientras que las otras formas se producen de forma muy infrecuente.

La forma mas habitual de adquirir la enfermedad del tétanos es por la entrada en contacto
con esporas de C. tetani a través de heridas o cortes producidos por objetos punzantes
contaminados con esperas. Hay que tener en cuenta que las esporas de C. tetani son muy resistentes
a las condiciones medioambientales, y son abundantes en lugares donde hay materia organica en

descomposicion.

2. Caracteristicas de las neurotoxinas.
Las neurotoxinas tetanica y botulinica son las sustancias mas toxicas conocidas: la LDso en

raton de preparaciones altamente purificadas esta entre 0,1 y 1 ng/kg.

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

Esta tremenda potencia deriva de dos caracteristicas esenciales de estas toxinas bacterianas:
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1. Su absoluta neuroespecificidad. Al concentrar su accion sobre un numero 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 toxicas. La base de su especificidad celular reside en los

receptores que Unicamente se encuentran presentes 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, 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. 5, Fig. 6). El puente disulfuro desempefia un papel critico

en la penetracion celular, y su rotura mediante reduccion suprime la toxicidad de la neurotoxina.

Dominio catalitico activo

Hs|zn?* :E L 50 kDa

H 100 kDa

Figura 5. Estructura y activacion de las toxinas tetanica y botulinica. Se muestran la cadena ligera (L) y la cadena
pesada (H), esta con sus dos dominios (Hn y Hc). La activacion de L como Zn?* metaloproteasa se produce en el
citoplasma neuronal tras la reduccion del puente disulfuro.

Figura adaptada de Cook et al. (2001).
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Figura 6. Estructura de la toxina botulinica. a. Estructura cristalina de la toxina botulinica A1 (BoTN/A1l). b.
Estructura cristalina del complejo formado por BoTN/AL con la proteina NTNHA/AL, caracterizado por su forma
de manos entrelazadas. c. Estructura del complejo precursor de la toxina (PTC), formado por BoTN/AL,
NTNHA/A1 y diversas hemaglutininas, que protege y favorece la presencia de la toxina en el medio interno del
huésped.

Figura adaptada de Rosetto et al. (2014).

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. EI domino Hc, los 50-kDa C-terminales de la cadena H, es responsable de la
unién neuroespecifica. En este dominio existen varios sitios de union a oligosacaridos, lo que

sugiere que los receptores para TeNT y BoNTs van a contener carbohidratos.
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Una vez que la neurotoxina esté dentro de las células nerviosas tiene lugar la reduccion del
puente disulfuro y la liberacion de la actividad asociada a la cadena L, que actda bloqueando la

neuroexocitosis.

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. 6). De hecho, la proteina NTNHA y la toxina BoNT forman parte de un
complejo multiproteico denominado PTC (“progenitor toxin complex ”). Curiosamente, todas estas
proteinas estan codificadas en un grupo génico. Asi, precediendo al gen BONT se encuentra el gen
que codifica para NTNHA. Ademas, existen una o dos series de genes: un grupo o cluster HA, que
codifica para tres hemaglutininas (HA17, HA33y HA70), y el segundo, denominado, cluster OrfX,
codifica para las proteinas OrfX1, OrfX2, OrfX3y P47.

Se ha sugerido que la funcidn de la proteina NTNHA podria ser la de proteger a BONT en
su transito intestinal o en otros ambientes inhdspitos. Las proteinas HA estan implicadas en
establecer interacciones con los carbohidratos de la superficie de las células epiteliales del
intestino. En particular, se ha determinado una interaccion con la glicoproteina 2 (GP2) de las
células M del intestino. GP2 media la transcitosis de microbios y particulas desde el lumen

intestinal hasta la lamina basal para exponer a los antigenos extrafios a las células inmunitarias.

También se ha visto que el complejo HA favorece la disrupcién de las uniones
intercelulares al interaccionar con cadherina E. Hasta ahora no se sabe cuél es la funcion de las

proteinas codificadas en el cluster OrfX,

3.1. Estructura de la cadena L.

La cadena L esta compuesta de alrededor de 450 aminodacidos; su nimero preciso depende
de los serotipos y del sitio exacto de rotura. Las cadenas L de TeNT y BoNTSs presentan segmentos
homologos (Fig. 7). El segmento méas conservado esta localizado en la mitad de la cadena L y
consta de 19 residuos (Fig. 8). Contiene el motivo de union a Zinc His-Glu-Xaa-Xaa-His de las
zinc-endopeptidasas.
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Figura 7. Aminoécidos més relevantes del centro activo de la cadena L de la BoNT. Se destacan los aminoacidos
clave en la funcion metaloproteasa de la toxina tras la determinacién de la estructura por cristalografia de rayos X
con un péptido sintético derivado de SNAP25 (en verde en la imagen), uno de los blancos celulares de algunos
serotipos de la toxina, cuya rotura se producira entre la GIn197 y la Arg198. Los amino4cidos se representan con
el cddigo de una letra y su posicidn en la cadena; se encuentran conservados en todos los serotipos de BONT y

también en la TeNT.
Figura extraida de Binz (2013).
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Figura 8. Dominio de unién a Zn de BoNT y TeNT. Alineamiento maltiple de secuencias de los serotipos de BoTN

y TeTN, que revela la conservacion del motivo de unién a Zn compartido con las Zn-endopeptidasas (zincinas).

Figura extraida de Rossetto et al. (1995).
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3.2.Estructura de la cadena H.

La cadena H est& formada por dos subunidades funcionales, Hn (en el extremo N-terminal,
compuesto por a-hélices y de 50 kDa), implicado en la translocacion de la toxina, y Hc (en el C-
terminal, de otros 50 kDa). A su vez, Hc esta compuesto por dos dominios de 25 kDa, Hen 'y Hec,
con estructura conservada, aunque no elevada identidad de secuencia (Fig. 9). Hcn esta también
implicado en el proceso de translocacion, mientras que Hcc es el responsable de la interaccion con

los receptores celulares tanto en TeNT como en BoNT.

Figura 9. Superposicion de las estructuras tridimensionales de la subunidad Hc de las neurotoxinas. Obtenida a
partir de las estructuras cristalograficas de todos los serotipos de BoNT (A-G) y de TeNT en complejo con el
receptor SV2 y moléculas estabilizadoras.

Figura extraida de Rummel (2017).

4. Mecanismo de accidén de las neurotoxinas.
Tanto la toxina tetanica como la botulinica son inhibidores potentes de la liberacion de

neurotransmisores.

4.1.Actividad metaloproteinasa.

La TeNT y las BoNTSs son zinc-endopeptidasas especificas para componentes proteicos del
aparato neuroexocitico. Esta capacidad de inhibir la liberacion de neurotransmisores se debe a que
estas toxinas son capaces de cortar algunas de las proteinas implicadas en la fusion 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 acttan sobre el mismo blanco
intraneuronal, ellas rompen VAMP (“vesicle-associated membrane protein ), también Ilamada
sinaptobrevina, una proteina de membrana de las vesiculas sinapticas. Como variacion, BONT/A,
/C y [E actlan sobre proteinas de la membrana presinaptica: BONT/A y /E rompen SNAP-25,

mientras que el serotipo /C rompe la sintaxina (Fig. 10).

Syntaxin 1A
BoNT-C

Synaptobrevin
Synaptic BoNT-C SNAP-25
vesicle
Neuronal
membrane

Figura 10. Moléculas blanco de la accién de los distintos serotipos de toxina botulinica. En la figura se muestra la
accion de distintos serotipos de toxinas botulinicas sobre sinaptobrevina, SNAP-25 o sintaxina dentro de la neurona.
Abreviaturas: ACh-acetilcolina, BONT-toxina botulinica (la letra indica el serotipo A, C, E...).

Figura extraida de Barr et al. (2005).

VAMP, SNAP-25 y sintaxina, junto a otras proteinas citosélicas, forman un complejo
multiproteico 20S (conocido como SNARE) y se ha propuesto que este complejo multiproteico
media el transporte de vesiculas y su fusion 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 estd unida al

blogueo de la liberacion de neurotransmisores.

Aunque TeNT y BoNTSs 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 (Fig.
11). 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.
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TeNT
BoNT/F BoNT/D BoNT/B  BoNT/G

VAMP-1

SNAP25

Syntaxin

Figura 11. Secuencias de corte de las toxinas sobre sus diferentes moléculas blanco. Se muestran las secuencias de
aminoacidos de VAMP-1, SNAP25 y sintaxina sobre las que actdan las distintas toxinas botulinicas y la tetanica.
Abreviatura: BoNT-toxina botulinica (la letra indica el serotipo), TeNT-toxina tetanica.

Figura extraida de Popoff & Bouvet (2009).

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) Actlan en el citosol celular y son muy especificas en términos de proteina blanco y del

enlace peptidico que rompen.

¢) Rompen la molécula blanco plegada, pero no hidrolizan péptidos que contengan el sitio

de rotura y, por ello, son mas bien proteinasas conformacionales que proteinasas secuenciales.

5. Unidn, 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 al citosol

donde acttan blogueando la liberacion de neurotransmisores.

Las BoNTSs alcanzan las terminales nerviosas en la union neuromuscular (Figs. 12 y 13),
donde se unen a la membrana neuronal, se mueven al citoplasma del terminal axénico y actian
bloqueando la transmisién sindptica excitatoria (bloquean la liberacién de acetilcolina),

conduciendo a la paralisis flacida.
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Figura 13. Localizacién y transporte de las
toxinas en las motoneuronas. Representacion
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Figura extraida de Pirazzini et al. (2022).
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La TeNT también es tomada por las terminaciones nerviosas en la union neuromuscular pero no
actlia en ese sitio (Figs. 12y 13). En cambio, TeNT es transportada en un compartimento vesicular
dentro de axones motores durante una distancia considerable, quizas 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 liberacion de neurotransmisores. Asi, TeNT parece actuar preferencialmente sobre
las sinapsis inhibitorias, causando desinhibicion motora, lo que conduce a una paralisis espasmica.
En aquellas sinapsis en las que actla, la toxina sale de su compartimento membranoso y actla en

el citosol para bloguear la liberacion del neurotransmisor.

La toxina botulinica como se ve en la fig.13 (y ligeramente en la fig.12) también puede viajar de
forma retrégrada y ser liberada al espacio sinaptico entre interneuronas y motoneuronas. En este
caso, el efecto lo realizarian sobre interneuronas excitatorias, sin embargo, la proporcién y

transporte especifico de toxinas botulinicas en esta via es atin desconocido.

5.1.Receptores para neurotoxinas.

En su entrada, estas neurotoxinas parasitan el proceso fisiologico de reciclado de vesiculas
sinapticas. De hecho, las toxinas se unen a la cara interna de las vesiculas sinapticas durante su

exposicion al medio externo, y son internalizadas mediante endocitosis vesicular (Fig. 8).

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

Sin embargo, su absoluta neuroespecificidad y la falta de competicion en la union entre
TeNT y BoNTs hacen improbable que los polisialogangliésidos sean los Gnicos reconocidos en la

superficie de la neurona.
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Se ha propuesto un modelo de "receptor dual” que propone que las neurotoxinas
interaccionan con ambos, los gangliésidos y una proteina. EI complejo de neurotoxina-
gangliosido, formado primero, interaccionaria con un receptor proteico especifico para cada toxina
individual. La formacion de este complejo trimérico conduciria a la internalizacion 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 union a los PSGs, BoONT/B y BoNT/G se unen al dominio, situado en la cara luminal de la
vesicula sinaptica, de sinaptotagmina (Syt). Por su parte, BONT/A, BoNT/E y BoNT/F se unen a
dominios luminales de la proteina transmembrana SV2 de la vesicula sinéptica (Fig. 14). TeNT

también utiliza a SV2 como su receptor.

. o0
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de accién de las toxinas botulinicas en el terminal | [ =~-@_] ? g !
sinaptico. La parte inferior muestra la estructurade los % ); )(’“ il ) /,/"
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Figura extraida de Rossetto et al. (2014).
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Asi, Syt y SV2 son proteinas integrales de la membrana de la vesicula sinaptica y exponen
los sitios de union a las BoNT al lumen de la vesicula sinaptica (Fig. 14). Por tanto, contrario a lo
que ocurre con los PSGs, estos receptores no estan expuestos en la superficie de las terminales
nerviosas, y solo 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.

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 protdn-
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 liberacion de los mismos por exocitosis. De
hecho, cuando se utilizan inhibidores especificos de la ATPasa, no se produce la intoxicacién de
los terminales nerviosos por las BONTS. Asi, estas toxinas neurotoxigénicas han evolucionado para
explotar dos procesos fisiologicos 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 &cido 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 accion (Fig. 15).

Endosome
(oxidizing)

Figura 15. Paso de las toxinas a través de la membrana endosomal hacia
el citosol. Mecanismo de translocacidn de las toxinas hacia el citosol
mediante la insercidn de la cadena L (LC) a través del poro generado por
la cadena H (HC).

Figura extraida de Montal (2010).
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En la figura 16 se muestra la sucesion de eventos en el proceso de traslocacion.
BoNT/A
® SN ©)

Membrane-inserted
BoNT/A

—> L

Membrane

Unfolded LC

Figura 16. Mecanismo de traslocacion de la toxina botulinica del serotipo A (BoNT/A) desde el endosoma al citosol.
Mecanismo detallado del proceso de traslocacion de la cadena L (LC) de la toxina a través de la membrana endosomal
gracias a la cadena H (CH) y reduccion del puente disulfuro para la liberacién al citosol. La parte inferior muestra los
cambios de corriente a -100mV en cada fase, siendo C y O los estados cerrados y abierto, respectivamente, del canal.
Figura extraida de Montal (2010).

Una cuestién intrigante es como la cadena ligera, una vez en el citoplasma, evita ser
degradada. 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
liberacion de neurotransmisores. Esta caracteristica también es muy importante en cuanto a la

aplicacidn 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 razon que ha llevado a la produccion

de unas toxinas tan potentes. La razon 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.

e Aungue los clostridios podrian sobrevivir y replicarse en ausencia de la produccion de toxina,
esta supone un vehiculo rapido y eficiente de expansion de las dimensiones del ambiente

anaerobio rico en nutrientes necesario para su proliferacion al acabar rapidamente con la vida
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del animal infectado.

7. Métodos de prevencion y vacunas.

Las esporas de los clostridios son ubicuas y muy resistentes. Se encuentran en abundancia
en el suelo, en materia biologica en descomposicion. Asi, la contaminacion 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
exposicion al oxigeno, la falta de agua o de nutrientes, dispara la esporulacién. Las heridas
permiten la penetracion de las esporas y la germinacién de C. tetani (rara vez de C. botulinum) y
la produccion de toxinas. Las manifestaciones clinicas tardan de dos a cuatro semanas en aparecer.
Otra forma frecuente de contaminacion se da en paises subdesarrollados al cortar el cordon

umbilical de los neonatos con material sin esterilizar.

Se ha observado que la inactivacion de estas toxinas con formaldehido hace que éstas
pierdan sus efectos toxicos, pero mantengan su capacidad para estimular una respuesta inmunitaria

protectora. Esta vacuna es uno de los productos mas difundidos de la industria biotecnologica.

La prevencion del desarrollo de la enfermedad en individuos con heridas contaminadas se
Ileva a cabo con la inoculacion de inmunoglobulinas procedentes de individuos inmunes, con el

objeto de impedir que las toxinas alcancen sus células blanco, las neuronas.

El desarrollo del botulismo sigue una via distinta. Generalmente este microorganismo
prolifera en carnes y vegetales conservados en anaerobiosis. La intoxicacion 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 incubacion 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 conservaciéon y envasado. Sin embargo, sigue siendo un riesgo
asociado a la conservacion casera o familiar de alimentos (carnes curadas, vegetales enlatados, y

productos similares).
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8. Las toxinas de Clostridium como agentes terapéuticos.

En particular, la toxina botulinica, la sustancia biol6gica mas conocida, es utilizada para el
tratamiento de muchos desordenes neuromusculares en humanos caracterizados por contracciones

musculares involuntarias, causadas por una hiperfuncién de las terminales colinérgicas.

Desde la aprobacion de la toxina botulinica tipo A (BoNT-A) por parte de la “US Food and
Drug Administration” en diciembre de 1989 para tres desordenes (estrabismo, blefaroespasmo
(pestafieo incontrolado) y espasmo hemifacial), el nimero de indicaciones ha crecido
enormemente, y actualmente también se emplea para tratar otros desordenes tales como temblores,

migrafas y otros dolores de cabeza causados por tension muscular.

La remarcable utilidad terapéutica de la toxina botulinica radica en su habilidad para
inhibir, de forma especifica y poderosa, la actividad muscular involuntaria durante un periodo
prolongado. Ademas, como se inoculan cantidades tan pequefias, no se inducen anticuerpos que

pudieran bloguear su efecto en inoculaciones posteriores.

Como se menciona anteriormente, uno de los potenciales terapéuticos es el tratamiento de
las migrafias. EI mecanismo de alivio del dolor se debe a la relajacion muscular y la subsiguiente
hipotension. La toxina botulinica (BoNT) penetra dentro del nervio e inhibe la liberacion de
neurotransmisores, tanto proinflamatorios como nociceptivos, lo que lleva a una atenuacion de la
inflamacién, vasodilatacion y, finalmente, reduciendo el dolor. A nivel molecular, se han
propuesto varios mecanismos de accion, pero el mas estudiado es la inhibicion de la exocitosis de
neurotransmisores por el bloqueo y consiguiente escisién de los receptores SNARE. Estas
proteinas, sintaxina, y VAMP/sinaptobrevina, estan involucradas en la exocitosis de acetilcolina

(ACh), en la sinapsis neuromuscular.

A su vez, BoNT disminuye las concentraciones plasmaticas de neuropéptidos como la
sustancia P (SP), glutamato y del péptido relacionado con el gen de la calcitonina (CGRP), que
son los principales neurotransmisores desencadenantes del dolor y la inflamacion y la

vasodilatacion.
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De esta manera, se inhibe la liberacion de transmisores, se bloquea la inervacion muscular
en la union neuromuscular y provoca una paralisis temporal, efectos beneficiosos en muchos
trastornos neuromusculares, y dolores asociados a la tension muscular. Dentro de la amplia
variedad de toxinas, BONT-A y BoNT-B han demostrado su mayor eficacia en la terapia del dolor
neuropatico, siendo BoNT-A la més usada debido a sus efectos adversos menos pronunciados y
sus resultados duraderos.

No obstante, el nimero de sindromes que se pueden beneficiar del tratamiento con BONT
continla aumentando. Ademas, se esta investigando la posibilidad de utilizar esta toxina para
tratamientos de alteraciones del sistema nervioso central (SNC). 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.

Por ultimo, la toxina botulinica puede emplearse para fines cosméticos. Actualmente es

uno de los tratamientos méas conocidos en estética, usados en la prevencion de arrugas, o el bétox.

8.1. Bétox facial

El uso més comun de la toxina botulinica en cosmética es el denominado BOTOX. Este es
ampliamente utilizado para eliminar las arrugas faciales del tercio superior de la cara y las patas
de gallo. También es utilizado en los 2 tercios inferiores; sin embargo, es mas complejo y se utiliza

como una aplicacion mas avanzada.

La formacion de arrugas se encuentra asociada a la edad. Las arrugas se forman por atrofia
dermal causada por la activacion repetitiva de los musculos subyacentes. Los musculos faciales,
al contraerse, mueven la piel de la cara, generando arrugas “dinamicas” (solo presentes durante la
contracciéon muscular) perpendiculares a la direccion de la contraccion. Las arrugas pueden

considerarse “estaticas” cuando en reposo la marca sigue presente.
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La administracion de pequefias dosis de esta toxina se utiliza como tratamiento al relajar
estos musculos y permitir la relajacion y “alisado” de la piel. Una sola dosis elimina las arrugas
dindmicas mencionadas anteriormente durante unos meses (3-4 normalmente), mientras que en las
“estaticas”, suelen requerirse 2 o 3 dosis, y probablemente el resultado sea una reduccion, pero no

completa eliminacion.

A pesar del nombre genérico de BOTOX, existen 3 tratamientos distintos bajo esta
denominacién (Fig. 17). Todos ellos se basan en la administracion de toxina botulinica del serotipo
A, pero se diferencian en el resto de proteinas componentes que rodean a esta. Son estas proteinas
las que se suponen son responsables de la distinta antigenicidad y respuesta inmunitaria inducida
por el tratamiento. También existe un tratamiento basado en el serotipo B.

: . Nombre genérico
Nombre comercial Compaiiia : : Otros componentes
(Serotipo de toxina)
OnabotulinumtoxinA | Albdmina humana,
Botox Allergan, Inc.
(BoNT/A) NaCl
Medicis ) ) Albumina humana,
. AbobotulinumtoxinA )
Dysport Pharmaceutical lactosa monohidrato y
) (BONT/A) ’ )
Corporation proteina bovina.
) Merz IncobotulinumtoxinA | Albumina humanay
Xeomin .
Pharmaceuticals (BOoNT/A) sacarosa.

Figura 17. Productos basados en toxina botulinica usados para el tratamiento de arrugas. Tabla con los 3 productos
comerciales mas comunes usados para el BOTOX facial y sus caracteristicas.
Figura adaptada de Small (2014).

Actualmente, se estd popularizando el término “microbotox”. Esta variacion consiste en el
tratamiento con microgotas de estos compuestos a un nivel mas superficial (intradermal). Este
tratamiento se ha visto que causa una debilidad muscular menor y distinta a la causada con los
tratamientos de BOTOX tradicionales. Esta alternativa produce resultados mas seguros para el
tratamiento de cara y cuello, ademas de obtener resultados mas naturales y menor apariencia de
rigidez. Ademas, se ha visto una reduccion de la sudoracion con este tipo de tratamiento,

permitiendo su uso para el tratamiento de hiperhidrosis (sudoracion anormal o excesiva).
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9. Toxinas producidas por Clostridium difficile.

C. difficile esta presente en pequefios nimeros en el microbiota intestinal normal de las
personas. Actualmente, es un problema importante de salud en los paises desarrollados, donde es
causa de un proceso diarreico conocido como colitis seudomembranosa, causado por una
multiplicacion de la bacteria a nivel del colon. El proceso habitualmente se desencadena como una
consecuencia de la erradicacion de la flora sapréfita normal por el uso extenso de antibiéticos. En
estas condiciones, se produce una germinacion de las esporas y una multiplicacion de la bacteria
con consecuencias que pueden ser fatales. Forma parte de las denominadas infecciones
nosocomiales, y es causa de centenares de miles de muertes al afio. El tratamiento, en buena ldgica,
estd basado en suspender los antibidticos de amplio espectro y utilizar farmacos especificos contra

los clostridios, como el metronidazol.

La enfermedad es una causa directa de los efectos desencadenados por las toxinas que
produce la bacteria. Siendo las principales TcdA, TcdB y CDT.

9.1.Toxinas TcdA y TcdB.

Los genes codificantes para estas toxinas (tcdA y tcdB) forman parte de un locus de
patogenicidad de 19,6-kb, en el que se encuentran otros tres genes: los productos de expresion de
los genes tcdC y tcdR estan implicados en la regulacion de la expresion de los genes de las toxinas
TcdA y TcdB, mientras que el otro gen, tcdE, codifica para una holina (proteinas tipicas de
bacteri6fagos) que se requiere para la secrecion de las toxinas. La expresion de las toxinas es
regulada por sefiales ambientales. Asi la presencia de acidos grasos de cadena corta (p. ej. butirato)
y alta temperatura (37°C) estimulan la produccion de las toxinas. Este locus de patogenicidad
parece haberse adquirido por transferencia génica horizontal, ya que las cepas no toxigénicas de

esta especie carecen del mismo.
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Las toxinas TcdA y TcdB tienen una longitud de 2710 y 2366 amino&cidos,
respectivamente, y muestran un 48% de identidad de secuencia (Fig. 18). En su estructura se han
definido cuatro dominios. La region N-terminal alberga el dominio A, responsable de la actividad
glucosiltransferasa con la que la toxina modifica a las proteinas Rho. La regién C-terminal, o
dominio B, es considerado el lugar de union al receptor. EI dominio C posee una funcion proteasa.
Y el dominio D seria el encargado de liberar la toxina al citoplasma de la célula blanco.

a A C D B
ALy Clitting Delivery Binding

QL™ GTD “APD™ "™~ "~ CROPs

LR GTD— “APD= ™ F CROPs )

C

s

Figura 18. Esquema de la analogia de secuencia de dominios funcionales de las toxinas TcdA y TcdB (a) de C.
difficile. Se representa en rojo el dominio A con actividad glucosiltransferasa (GTD), el dominio B en gris, implicado
en la union al ligando, denominado CROPS. El dominio C en azul (APD), es una proteasa y esta involucrado en el
procesamiento de las toxinas y el D, en verde (delivery domain), estd implicado en la traslocacién al citosol. En la
imagen b se muestra la estructura tridimensional de los dominios A, C y D. La imagen c representa la estructura
completa de las toxinas.

Figura extraida de Aktories et al. (2017).

El dominio B de ambas toxinas posee una estructura interna repetida formada por
repeticiones denominadas CROPs (“combined repetitive peptides”). Si bien, cada toxina parece
interaccionar con receptores especificos. La toxina TcdA interacciona con alta afinidad con
glicano, y en las células humanas interaccionaria con la estructura N-acetil galactosa y N-acetil

glucosa (GalNAc-(1,3)-B-Gal-(1,4)-B-GIcNAC); si bien, la molécula que actia como receptor no
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Figura 19. Esquema del mecanismo de entrada y modo de accidn de las toxinas TcdA y TcdB (a) de C. difficile
sobre la celula huésped. El proceso comienza con la interaccion con los receptores, siendo CSPGS para tcdB y
PACSIN2 para tcdA, lo que produce la endocitosis de las toxinas. En los compartimentos endosomales, la
acidificacion promueve cambios conformacionales que provocan la insercion de la toxina en la membrana
endosomal, donde interacciona con inositol hexakisfosfato (InsP6). Como consecuencia, se produce la autoactivacion
del dominio C, proteasa, induciendo la rotura de la toxina, para liberar el dominio GTD al citoplasma. A continuacion,
las proteinas Rho son glicosiladas causando efectos patogénicos en el hospedador.

Figura adaptada de Aktories et al. (2017)

Como receptor para la toxina TcdB se ha identificado al condroitin sulfato proteoglicano 4
(CSPG4). CSPG4 (también conocido como HMWMAA (“high molecular weight melanoma-
associated antigen ), NG2 (“nerve/glial antigen 2 ') 0 gp240 es una proteina transmembrana (Fig.
19). CSPG4 se expresa en varios tipos de células progenitoras (mesenquimaticas, perivasculares,
mioblasticas, condroblasticas y oligodendrociticas) y se encuentra sobreexpresado en varios tipos
de tumores (melanoma, glioblastoma y cancer de mama). Se ha sugerido que esta molécula
intervendria en diversas funciones celulares, tales como la proliferacion, la diferenciacion, la
migracion y la polaridad celular. La proteina Frizzled (FZD) también parece actuar como receptor

para la entrada de TcdB. La proteina FZD es una proteina con siete dominios transmembrana, y
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esta implicada en la via de sefializacion Wnt (“Wingless-related integration site ).

Ambas toxinas entran mediante la via endocitica; cuando el endosoma se acidifica, se
produce una translocacion a la parte citosolica del dominio glucosiltransferasa (GTD). La
interaccion del dominio proteasa con inositol hexakisfosfato (InsP6) promueve su actividad
autoproteasa, produciendo un corte en la toxina y liberando el dominio GTD en el citosol. Este se
dirige a la membrana para glicosilar a las proteinas Rho, lo que va a producir importantes

alteraciones en la célula.

Mediante su actividad glicosiltransferasa, las toxinas TcdA y TcdB transfieren una glucosa
a treoninas especificas de las proteinas Rho y utilizan la molécula UDP-glucosa como fuente de
glucosa. Esta modificacion es irreversible, ya que las células humanas no poseen en su citoplasma

glucosidasas con capacidad de romper los enlaces a-anoméricos generados.

Son varias las proteinas de la familia Rho que son modificadas por estas toxinas, las
principales son RhoA, RhoB, RhoC, Rac y Cdc42. Cada una de las toxinas, TcdA and TcdB,

muestran una preferencia distinta por cada una de los proteinas-substrato.

Las proteinas de la familia Rho, son proteinas pequefias de union a GTP, que se enmarcan
dentro de la superfamilia Ras. Existen alrededor de 20 miembros en la familia Rho. Acttian como
interruptores moleculares de un gran nimero de procesos de sefializacion celular. Asi, son
reguladores clave de la arquitectura del citoesqueleto y controlan procesos relacionados con la
migracion celular, la fagocitosis y el trafico intracelular. Pero ademas regulan la transcripcion, la

progresion del ciclo celular y la apoptosis.

Su funcidn de interruptor molecular es controlada mediante el denominado ciclo GTPasa
(Fig. 20). Las proteinas Rho estan inactivas cuando se encuentran unidas a GDP y se activan tras
la unién a GTP. En este ciclo intervienen proteinas GEF (‘guanine nucleotide exchange factor’)
que promueven el intercambio GDP/GTP vy, por tanto, activan a las proteinas Rho. Las proteinas
Rho se ‘apagan’ cuando se produce la hidrélisis del GTP, que es estimulada por las proteinas GAPs

(‘GTPase-activating proteins’).
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La glicosilacion de las proteinas Rho por parte de las toxinas TcdA y TcdB ocurre en una
treonina muy conservada (posicion 35 o 37) en todos los miembros de la familia. Esta treonina
estd implicada en la interaccion con el ion magnesio, que es esencial para la union del nucleétido.

La glicosilacion de las proteinas Rho las mantiene en un estado inactivo.
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Figura 20. Esquema del ciclo de activacion GTPasa de las proteina Rho y su inhibicién por las toxinas TcdA y TcdB
de C. difficile. Las proteinas Rho se activan mediante GEF con el intercambio de GDP/ GTP. Las proteinas GAP
producen la hidrolisis de GTP/ GDP, inactivando a las proteinas Rho. Sin embargo, las toxinas glucosilan la proteina
Rho, blogueando interacciones con diferentes efectores. De esta manera, se inhiben procesos como fagocitosis,
migracion, produccién de citoquinas, de la barrera epitelial, sefializacién de células del sistema inmunitario y la
produccion de O, Por otro lado, la inhibicién por glucosilacion promueve la formacién del inflamasoma induciendo
piroptosis y muerte celular.

Figura extraida de Aktories el al. (2017).

Entre los efectos mas inmediatos que producen las toxinas se encuentra la disminucion de
los contactos célula-a-célula y la adhesion celular, lo que va a producir una alteracion de la barrera

intestinal.

Tambien se ha encontrado que inducen apoptosis y también piroptosis en las células. En
estudios recientes, se han propuesto diversos mecanismos moleculares por los que las toxinas
inducen apoptosis. Uno de ellos es mediante los canales Panx1, que estan sobreexpresados en las
membranas de las células infectadas por C. difficile (Fig. 21). Estas proteinas, forman canales que
comunican el ambiente extracelular con el citosol, de manera que, las toxinas puedan invadir las

células de manera mas eficaz. Ademas, la activacion de estos canales es esencial para la liberacion
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de moléculas que actian como sefiales de peligro celular, como ATP y liberan otros mediadores
que inducen muerte y una respuesta inflamatoria. En concreto en este ejemplo, los canales Panx1
estan asociados a las vias de la activacion de las caspasas tanto de apoptosis intrinseca como
extrinseca, que convergen en la activacion de las caspasas 3/7. Su activacion tiene como diana

alteracion de proteinas de los tres componentes del citoesqueleto, produciendo muerte celular.
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Figura 21. Esquema del mecanismo de accion de las toxinas TcdA y TcdB para inducir apoptosis en las células gliales
entéricas. Las toxinas entran en las células mediante los canales Panx1 y su activacion es esencial para la liberacion
de diversas moléculas de sefializacion y regulacion de distintos mecanismos, entre las que se encuentra la caspasa 3/7.
Como consecuencia, se produce la exposicidn de fosfatidilserina (PS) en la membrana, induciendo la muerte celular
apoptatica.

Figura extraida de Loureiro & Moura-Neto (2022)

9.2. La toxina binaria CDT (C. difficile transferase toxin).

Esta toxina la producen solo algunas cepas de C. difficile, pero su produccion estéa asociada
a un fenotipo de hipervirulencia de la bacteria, por ser causa de mayor morbilidad y mortalidad.

CDT pertenece a la familia de toxinas binarias con actividad de ADP-ribosilacion. La
toxina consta del componente de unién a receptor CDTb (98,8 kDa, 876 aminoacidos), que esta
relacionado con el antigeno protector (PA) de las toxinas producidas por Bacillus anthracis
causantes del carbunco. Tras la rotura proteolitica de CDTb, y la liberacion de un fragmento N-
terminal de 20-kDa, este componente tiende a oligomerizar en estructuras heptaméricas (Fig. 22).

El componente CDTa posee actividad ribosil-transferasa.
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Figura 22. Esquema de la estructura de la toxina binaria CDT de C.difficile. (a) La cadena con actividad enzimética
denominada CDTa, tiene dos dominios, en C-Terminal, en azul, el ADP-ribosiltrasnferasa (ART) y en la regién N-
terminal, en rojo, el dominio adaptador que interacciona con la cadena CDTh. (b) Esta segunda cadena, CDTb, es el
componente de unidn con el receptor de lipoproteinas (LRS) de la célula huésped. Tras su activacion proteolitica en
la region N-terminal, CDTb oligomeriza formando un heptamero, siete protémeros generan un complejo con un poro
central, por donde se favorece la entrada de CDTa a la célula huésped. (c) Estructura tridimensional de CDTa con sus
dos dominios, ADP-ribosiltransferasa (azul) y el adaptador (rojo).

Figura extraida de Aktories et al. (2017).

CDT se une al receptor de lipoproteinas LSR (“lipolysis-stimulated lipoprotein receptor ),
expresado de forma abundante en intestino, pulmén y rifion. Su funcién es la de captar
lipoproteinas ricas en triglicéridos que contienen apoB y apoE. Tras la interaccion con el receptor,
CDT es endocitada, y como consecuencia de la acidificacion se produce un cambio
conformacional en el complejo CDTb y la formacion de un poro transmembrana a través del cual

la subunidad CDTa accede al citoplasma.

En el citosol, CDTa ADP-ribosila a G-actina, lo que le impide polimerizar y, en
consecuencia, se inhibe la polimerizacion de actina (Fig. 23). Esto va a provocar grandes cambios
en la morfologia celular, graves alteraciones de la barrera del epitelio intestinal, ademas de otras

funciones celulares como son la migracion, la fagocitosis y los procesos de endocitosis/exocitosis.

31



oW 90““:; @ k" 3 S
70 &
Proteolytic __ 6 / \ ) \ ) V-4
activation \ ‘- Microtubule-based
lnd/ng \g — 4 ;:@QC_ protrusions
LSR / Z M=
i ) > Hood
{ O’E’, Microtubules %:': Ca?*
g L % @
H A
w & ;
H* % -
Septins 0 > S '6 RabTD
NAD*
ADP-
ADFR ADP-R ADP-R
& # ADPR 9 AoP-R
9 14
Rab m ;
Gt ) G -
s 223 L 1
,5 a1 :
Ca” - &> !
A
Short Long l Short Long
recycllng recycling recycling recycling
wo W WEBE R B W R

\hrom ctin

Figura 23. Esquema del mecanismo de accidn de la toxina binaria CDT de C.difficile sobre los microtdbulos, actina
y el tréfico de vesiculas. La cadena CDTa puede unirse al componente CDTb solo si este oligémero previamente se
ha unido al receptor de lipoproteinas (LSR). Una vez esta el complejo CDTa- CDTbh-LSR anclado a la membrana,
comienza la endocitosis. El bajo pH del endosoma provoca que CDTb se inserte en la membrana y forme un poro a
través del cual CDTa se transloca al citosol con ayuda de chaperonas como HSP90 (HSP). En el citosol la G-actina es
ADP-ribosilada y queda bloqueada su capacidad de polimerizar. Como consecuencia, la despolimerizacion de actina
afecta al sistema de microttbulos creando protuberancias celulares o promoviendo el reciclaje de vesiculas asociadas
a Rab11 que contienen fibronectina y son redirigidas a la membrana apical. Ademas, las protuberancias extensas de
las células infectadas provocaran una adherencia de un mayor nimero de bacterias a la superficie.

Figura extraida de Aktories et al. (2017).

La ADP-ribosilacién de actina por parte de CDT también va a afectar a la organizacién y
dinamica de los microtubulos (filamentos formados por heterodimeros de a- y B-tubulina). Los
microtubulos tienen una estructura polarizada, crecen rapidamente por un extremo (denominado
mas o ‘plus’). El crecimiento de los microtibulos hacia la membrana celular normalmente es
impedido por el contacto con la capa cortical de actina, subyacente a la membrana celular,

mediante un proceso que se denomina ‘captura de microtiibulos’.
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La actividad CDT, por su efecto despolimerizante de actina, altera esta funcion de captura
de microtubulos y en las células se forman protuberancias en la membrana como consecuencia del
crecimiento descontrolado de los microtdbulos. Estas protuberancias puedes alcanzar varios
cientos de micras. Estas largas protuberancias de la superficie de las células epiteliales van a

favorecer la adherencia de la bacteria (Fig. 23).
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