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RESUMEN

Las exotoxinas bacterianas juegan un
importante papel en el curso de un proceso
infeccioso. A pesar de existr una gran
diversidad de toxinas bacterianas, es posible
distinguir varios patrones bioquimicos
caracteristicos para muchas de ellas. Aun asi,
se desconoce el mecanismo de accion de
numerosas toxinas. En este trabajo se presenta
una revisién sobre los mecanismos de accion de
las exotoxinas bacterianas, cuyos sitios de
accion estan localizados intracelularmente. Se
hace énfasis sobre los mecanismos de sintesis,
las actividades cataliticas y sus elementos
blanco en la célula eucariota. Ademas, se
presenta la nueva evidencia sobre los
mecanismos de accién de las neurotoxinas
tetdnica y botulinicas. (Rev. Cost. Cienc. Méd.
1995; 16-3; 85-95)

INTRODUCCION
La patogénesis bacteriana abarca todos

aquellos mecanismos bioguimicos 'y
estructuras celulares, conocidos como
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factores de virulencia, por medio de los cuales
las bacterias logran causar infeccion 'y
enfermedad (1). El término infeccion se refiere a
la colonizacion y perpetuacion del patégeno en
el hospedero, mientras que enfermedad
(infecciosa) involucra la afeccion del estado
general del hospedero. Obviamente, no todas
las bacterias estdn en las mismas condiciones
para causar infeccion y enfermedad. Algunas
bacterias solamente pueden infectar aquellos
individuos cuyo sistema inmunoldgico esta
comprometido de alguna manera. De hecho, el
proceso infeccioso es un fendmeno multifactorial
gue depende tanto de la condicién inmunolégica
del hospedero como de los factores de
virulencia del microorganismo infectante. Tanto
bacterias comensales como patdgenas tienen la
capacidad de colonizar y sobrevivir
transitoriamente en las superficies expuestas del
ser humano. Sin embargo, la toxigenicidad y la
invasividad son dos propiedades comunes en
bacterias patégenas, ausentes en bacterias
comensales (1). La produccion de toxinas por
bacterias patdégenas es una caracteristica
ventajosa, por cuanto promueve su
diseminacion a través de cédulas y tejidos, no
solamente por el dafio causado directamente
sobre las células, sino que también alteran
mecanismos de defensa del hospedero (2).
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CLASIFICACION DE LAS
BACTERIANAS

TOXINAS

Existen basicamente dos tipos de toxinas
bacterianas. El primer tipo son las endotoxinas,
las cuales son componentes estructurales de la
célula bacteriana que posee actividad todxica
sobre células y organismos eucariotas. El
lipopolisacarido (LPS) de bacterias Gram-
negativas es el ejemplo clasico de endotoxinas
(3). Aunque las endotoxinas forman parte
integral de la célula bacteriana, pequefias canti-
dades pueden ser liberadas en el transcurso del
ciclo de crecimiento bacteriano. El segundo tipo
son las exotoxinas, las cuales son de naturaleza
proteica (4). Las exotoxinas se pueden clasificar
a su vez en dos grandes grupos, de acuerdo
con su sitio de accion. Un primer grupo incluye
aguellas toxinas que actlan intracelularmente,
ya sea sobre componentes celulares que se
encuentran en la cara interna de la membrana
citoplasmatica, o sobre estructuras dispersas en
el citoplasma, como el citoesqueleto y los
ribosomas. Un segundo grupo esta constituido
por aguellas exotoxinas que acttian
directamente sobre la membrana de la célula
blanco. Dicha accién puede causar lisis de la
célula, por lo que a este grupo de toxinas se les
denomina citolisinas (4). A pesar de su nombre,
las exotoxinas bacterianas no son siempre
secretadas al espacio extracelular de a célula
bacteriana. En el caso de las bacterias Gram-
negativas, algunas toxinas son transportadas
Unicamente hasta el espacio periplasmico.
Otras toxinas pueden ser transportadas a
través de las dos membranas, por meca
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nismos que requieren la participacion de
sistemas de translocacion especificos (4).
EXOTOXINAS QUE ACTUAN
INTRACELULARMENTE

Estas exotoxinas contienen dos tipos de
subunidades o, en algunos casos, regiones
intramoleculares claramente distinguibles desde
el punto de vista funcional. La subunidad A
posee actividad enzimatica y es el compo-
nentetoxico, mientras que la subunidad B es
responsable de la union de la toxina con los
receptores localizados en la superficie de la
célula blanco. La subunidades, separadamente,
no muestran ningun efecto téxico sobre las
células. En algunos casos a subunidad A
requiere de un procesamiento adicional, el cual
genera un fragmento denominado A, que es el
responsable directo de la actividad toxica (4).

1. Mecanismos de sintesis.

Existen dos modelos bésicos de sintesis de
estas exotoxinas. En el primer modelo, un gen
contiene la informacién para la sintesis de una
pretoxina, la cual es posteriormente procesada
por protedlisis para generar la toxina activa. El
procesamiento proteolitico puede ocurrir dentro
de la bacteria 0o en el medio extracelular. En
este modelo, por lo general, se produce un
heterodimero, en donde las subunidades A y B
estan unidas covalentemente por puentes
disulfuro. Algunos ejemplos de este modelo de
sintesis incluyen la toxina diftérica de
Corynebacterium diphteriae, la exotoxina A de
Pseudomonas aeruginosa, y las neurotoxinas
tetanica y botulinicas de Clostridium tetani y



C. botulinum, respectivamente (4).

En el segundo modelo, dos genes constituyen
un operéon y cada uno de ellos contiene la
informacion para la sintesis de cada una de las
subunidades. En este modelo, las subunidades
pueden ser sintetizadas en forma independiente
a partir del acido ribonucleico mensajero (5, 6).
Las subunidades pueden ser luego secretadas
por la bacteria hasta el espacio periplasmico o el
medio extracelular, sitios en los cuales ocurre el
ensamblaje de la toxina (4, 7). Las toxinas
sintetizadas de acuerdo a este modelo
usualmente  estan constituidas por una
subunidad A asociada a cinco subunidades B.
Las toxinas colera de Vibrio cholerae (8, 9),
termolabil de Escherichia coli (7, 10), asi como
la toxina Shiga (ST) de Shigella dysenteriae y
las toxinas similares a la toxina Shiga (SLT del
inglés Shiga-like toxins) producida por ciertas
cepas de E. coli y por las otras especies de
Shigella (11, 12), son ejemplos de toxinas
sintetizadas por este mecanismo. Un caso muy
particular se presenta con la toxina pertussis de
Bordetella pertussis, la cual esta constituida por
cinco diferentes subunidades, cada una de ellas
codificada separadamente en un operén (13).
Estas subunidades han sido designadas S1, S2,
S3, S4 y S5 de acuerdo a su movilidad
electroforética. La subunidad S1 posee la
actividad toxica, mientras que las subunidades
S2, S3, S4 y S5 son responsables de la unién a
receptores (14, 15). Estas cuatro subunidades
estan organizadas en dos heterodimeros
denominados D1 (S2-S4) y D2 (S3S4), los
cuales permanecen unidos entre si por medio

de la subunidad S5 (16).

Los genes que codifican para estas exotoxinas
pueden estar localizados en el cromosoma
bacteriano, como en el caso de las toxinas
célera (8, 9), pertussis (13), la exotoxina A de P.
aeruginosa (4) y las toxinas ST y SLT en las
especies de Shigella (11). Otras toxinas estan
codificadas en elementos extracromosomales,
ya sea en plasmidos, como las toxinas tetanica
(17), termolabil y termoestables de E. coli (4), o
en bacteriéfagos temperados, como las toxinas
botulinicas (17), diftérica (4) y SLT en E. coli (6).

2. Mecanismos de unién e internalizacion.

Como se ha indicado anteriormente, las
subunidades B son responsables de la
interaccion de las toxinas con receptores
especificos localizados en la superficie de las
células blanco (18). Obviamente, células que
carecen de los receptores especificos para una
determinada toxina son resistentes a su
actividad toxica. Los receptores para los
diferentes tipos de subunidades B son, por lo
general, glicolipidos (gangliosidos) o]
glicoproteinas (8). Asi, por ejemplo, la toxina
colera se une especificamente al gangliésido
GM1, mientras que la toxina Shiga y similares lo
hacen al glicolipido Gbs(8). En el caso de las
neurotoxinas tetanica y botulinicas parece existir
una interaccion mdltiple con receptores tanto
proteicos como lipidicos de la membrana (19-
21).

Posteriormente a la interacciébn entre las
subunidades B y los respectivos receptores, la
subunidad A es internalizada. Recientes
estudios indican la existencia de, al menos,
dos mecanismos de internalizacion de las
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exotoxinas a la célula blanco, ambos iniciados a
partir de endocitosis mediada por receptor (22).
En la endocitosis mediada por receptor ocurre
una invaginacién de la porcion de la membrana
que contiene los receptores unidos a las
moleculas de la toxina, lo cual conduce luego a
la formacion de una vesicula intracelular o
endosoma. Todavia no se ha dilucidado el
proceso por el cual la subunidad A o el
correspondiente fragmento A;, que puede ser
generado por protedlisis al fusionarse el
endosoma con los lisosomas, alcanzan el
citoplasma celular. El caso de la toxina diftérica
ha sido el mejor estudiado (22-24). Al ocurrir la
acidificacion de los endosomas que contienen la
toxina, el bajo pH (alrededor de 5.3) induce un
cambio conformacional en la subunidad B, de tal
forma que dominios hidrofébicos normalmente
ocultos se exponen en la molécula y se insertan
en la membrana del endosoma. Si Ila
acidificacion de los endosomas es prevenido
incubando las células en presencia de NH4CL u
otros agentes alcalinizantes, la translocacion de
la subunidad A al citoplasma no ocurre. En un
segundo mecanismo de internalizacién, otras
toxinas, como las toxinas Shiga y similares,
célera, pertussis y la exotoxina A, parecen
seguir una ruta alternativa  posteriorala
endocitosis, involucrando un transporte
retrogrado dentro de los endosomas a través del
aparato de Golgi hacia el reticulo endoplasmico
(25). El mecanismo de translocacion de la
subunidad A hacia el espacio citosolico es aun
desconocido para estas toxinas.
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3. Actividad enzimatica de las exotoxinas.
Una vez que la subunidad A (o el fragmento Aj)
ha alcanzado el citoplasma, puede ejercer su
efecto toxico sobre diversos elementos
celulares. En todos los casos, eventos
importantes de la fisiologia celular son alterados
de forma tal que favorecen el crecimiento o la
dispersion de las bacterias toxigénicas. La
naturaleza catalitica de la actividad intracelular
de las exotoxinas es la base para su alta
potencia: tan solo una molécula de la toxina es
suficiente para alterar las moléculas blanco de
una célula. Hasta hace poco tiempo, solamente
tres tipos de actividad catalitica habian sido
identificados en toxinas bacterianas que atdan
intracelularmente. Sin embargo, recientemente
ha sido descubierto un cuarto tipo de actividad
catalitica en las neurotoxinas tetanica vy
botulinicas, que se discute luego
separadamente.

a. Actividad de ADP-ribosiltransferasa.

En varias exotoxinas la subunidad A tiene
actividad de  ADP -ribosiltransferasa. Las
subunidades A con esta actividad catalizan la
modificacién covalente de un determinado grupo
de proteinas, en donde transfieren la molécula
ADP-ribosa proveniente del cofactor NAD a un
residuo de aminoacido especifico. Esta union
covalente altera la conformacion de la proteina
blanco, lo cual a su vez maodifica su funcién. La
alteracion de la estructura proteica es la
responsable final de los efectos toxicos
observados. Las toxinas colera (26, 27),
termolabil de E. coli (28), pertussis (29), diftérica
(30), asi como la exotoxina A de



P. aeruginosa (31) son ejemplos clasicos de
este mecanismo de accion. Por lo general, las
proteinas blanco pertenecen a la familia de las
proteinas G, las cuales utilizan GTP como
cofactor en su funcionamiento normal. Las
toxinas célera, termolabil y pertussis catalizan la
ADP -ribosilacion de proteinas G que regulan la
actividad de la adenilato ciclasa en el sistema de
transduccion celular, lo cual provoca la
elevacion de la concentracion intracelular de
AMP ciclico. Las toxinas célera y termolabil
modifican covalentemente la proteina G en un
residuo de arginina especifico, lo que provoca
su activacion permanente y la estimulacion
continua de la adenilato ciclasa (27, 28). La
toxina pertussis, por su parte, modifica la
proteina G , cuya funcién normal es inhibir la
adenilato ciclasa (29). Al estar modificada la
proteina G; es entonces incapaz de ejercer su
funcién normal y, por consecuencia, los niweles
intracelulares de AMP ciclico se incrementan. La
toxina diftérica y la exotoxina A actlan sobre
otro tipo de proteina G, el factor de elongacion 2
(FE2), un componente esencial en la sintesis de
proteinas (30, 31). Estas dos toxinas catalizan la
ADP-ribosilacion de un residuo de histidina
modificado (diftamida), en la  cadena
polipeptidica del FE2. Al estar modificado el
FE2, a sintesis de proteinas se interrumpe, lo
que provoca una severa alteracion que conduce
a muerte celular.

Recientemente se ha descrito un nuevo
grupo de toxinas en algunas especies del
género Clostridium, conocidas como toxinas
binarias (32, 33), las cuales comparten

muchas caracteristicas con las
exotoxinas descritas anteriormente. Las
toxinas binarias estan constituidas

por dos tipos de subunidades. La cadena
pesada o subunidad B tiene la capacidad de
unirse a receptores en la superficie de la célula
blanco. Interesantemente, la cadena liviana o
subunidad A se une a la cadena pesada
Unicamente al estar esta unida al receptor (32).
Posteriormente se lleva a cabo el proceso de
internalizacion. Las cadenas livianas muestran
también actividad de ADP -ribosiltransferasa. A
diferencia de las otras toxinas descritas
previamente con la misma actividad, la
subunidad A de las toxinas binarias actla sobre
la actina monomérica (actina G) (32, 33). La
ADP-ribosilaciéon de la actina G previene la
polimerizacién de las moléculas de la actina G
no modificada y promueve la despolimerizacion
de los filamentos de actina (actina F), los cuales
son componentes estructurales del
citoesqueleto. Los efectos celulares mas
caracteristicos de las toxinas binarias son
cambios en la morfologia celular, lo cual
conduce a alteraciones en la funcion celular. Las
toxinas binarias incluyen, entre otras, la toxina
C2 de C. botulinum tipos C vy D, la toxina iota de
C. perfringes, y las toxinas de C. spiriforme y C.
difficile (32, 33).

b. Actividad de N-glicosidasa.

A diferencia de las toxinas anteriormente
mencionadas, el fragmento A; de la toxina Shiga
y de las SLT tiene actividad de N-glicosidasa
(11, 12). Este fragmento A cataliza la hidrdlisis
del residuo de adenina en la posicion 4328
cerca del extremo 3’ del ARN ribosomal 28S,

componente del complejo ribosomal
eucariénico. Esta  depurinacion resulta en
la inhibicibn de Ila elongacion de
la cadena polipeptidica durante
la  sintesis de proteinas, debido
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a un bloqueo en la unién del ARN de
transferencia  dependiente  del factor de
elongacién 1 (FE1).

c. Actividad de adenilato ciclasa.

Un tercer tipo de actividad lo encontramos en
las toxina EF de Bacillus anthracis (34, 36), y la
adenilato  ciclasahemolisina de Bordetella
pertussis (37). En estos casos, las toxinas
mismas tienen actividad de adenilato ciclasa y
aumentan  directamente la  concentracion
intracelular de AMP ciclico. La toxina antrax
producida por B. anthracis el agente causal del
carbunco, consiste de tres proteinas separadas:
el antigeno protector (PA), el factor letal (LF) y el
factor de edema (EF) (34-36). Cada proteina por
separado no tiene actividad toxica. Sin embargo,
en combinacion constituyen los dos
componentes téxicos de la toxina anthrax. PA
en combinacion con LF, heterodimero al que se
le ha dado el nombre de toxina letal, provoca
lisis de macrofagos de ratones y ratas, y es
considerado como el responsable de los efectos
letales en estos animales (34, 35). EI
mecanismo intracelular para la accion de LF es
aln desconocido (35). EI PA junto con EF,
heterodimero designado como toxina de edema,
produce edema e inhibe la funcion de células
fagociticas. Los efectos de la toxina de edema
resultan de la elevacion de las concentraciones
intracelulares de AMP ciclico, debido a que EF
es una adenilato ciclasa que ingresa a la célula
gracias a PA y actla sobre el ATP citosélico
(38). El componente PA representa la
subunidad B, el cual media la
internalizacion de los componentes toxicos
(36). Los complejos PA-EF y PA-LF son
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internalizados por medio de endosomas
acidicos y presumiblemente son entonces
translocados al citoplasma de la célula blanco
(36). La adenilato ciclasa-hemolisina de B.
pertussis pertenece a un grupo de citolisinas
denominadas RTX (del inglés repeats in the
toxin). Para su internalizacién, la adenilato
ciclasahemolisina forma un poro en la
membrana de la célula blanco, a través del cual
es translocada hacia el citoplasma (37).

4. Mecanismos de acciébn de las
neurotoxinas de C. tetani y C. botulinum.

Las bacterias anaerobias C. tetani y C.
botulinum producen  varias neurotoxinas
estructuralmente relacionadas, las cuales se
conocen por ser potentes inhibidores de la
liberacion de neurotransmisores por parte de las
vesiculas presinapticas en las terminaciones
nerviosas. Las neurotoxinas son sintetizadas
como una Unica cadena polipeptidica que es
proteoliticamente procesada para generar la
toxina madura, que consiste de una cadena
pesada (H) unida a una cadena liviana (L) a
través de un puente disulfuro (4). Es
generalmente aceptado que las cadenas H
(subunidad B) controlan la unién, internalizacion,
distribucién intraneuronal Y, finalmente,
translocacion de las cadenas L (subunidad A) al
citosol (39). Se han descrito siete rotipos de
neurotoxinas botulinicas (BoNT-A, -B, -C1, D, -
E, -F y -G), las cuales, gracias a la especificidad
de sus respectivas cadenas H, actian sobre las
neuronas motoras periféricas, en
donde causan un bloqueo de la
liberacion de acetilcolina y asi producen las



manifestaciones clinicas del botulismo (paralisis
flacida). En contraste, la toxina tetanica (TeTx)
sufre un transporte axonal retrégrado hasta el
sistema nervioso central, en donde bloquea la
liberacion de neurotransmisores inhibitorios,
resultando en las manifestaciones clinicas del
tétano (pardlisis rigida). A pesar de estas
diferencias, es conocido que las cadenas L de
todas estas neurotoxinas son el componente
activo que bloquean la exocitosis tan pronto
como son liberadas al citoplasma de las
neuronas. Recientemente se ha logrado de-
mostrar que las cadenas L tienen actividad de
proteasa dependiente de zinc (Zn-
metaloproteasa). El blanco de la actividad
proteolitica de las cadenas L es un conjunto de
proteinas llamadas sinaptobrevinas, respon-
sables del proceso de exocitosis que libera los
neurotransmisores (39, 40). Las sinaptobrevinas
son proteinas integrales de membrana
localizadas en la membrana de las vesiculas
sinapticas que transportan y secretan los
neurotransmisores. Las cadenas L cortan las
moléculas de sinaptobrevina en un (nico sitio y
las vesiculas sinjpticas son incapaces de
descargar su contenido en la hendidura
sinjptica. Desde este punto de vista, las
neurotoxinas botulinicas y tetanica pueden ser
consideradas como una nueva clase de toxinas
bacterianas, dada su novedosa actividad
catalitica.

CONCLUSIONES Y PERSPECTIVAS

De la presente revision se obtiene una serie de
conclusiones que nos permiten entender el
papel bioldgico de las exotoxinas bacterianas.
Sin embargo, estas conclusiones deben ser

consideradas como iniciales, dado que aln
existe un numeroso grupo de toxinas
bacterianas cuyo perfil bioquimico y su
participacion directa en el proceso infeccioso no
han podido ser determinados. En primer lugar,
es posible encontrar determinados patrones
bioquimicos entre los diversos mecanismos de
accion de las exotoxinas bacterianas. Sin
embargo, toxinas estructural y funcionalmente
similares pueden tener efectos totalmente
diversos dependiendo del agente bacteriano
que las produce y el cuadro clinico ocasionado
por dicho agente. Asi, aunque la toxina diftérica
y la exotoxina A de P. aeruginosa catalizan
intracelularmente reacciones idénticas y ambas
se distribuyen sistémicamente, los procesos
infecciosos resultantes son completamente
diferentes. Estas diferencias pueden ser
explicadas, al menos en parte, a nivel de las
especificidades por las células blanco que cada
una de dichas toxinas atacan (41). Por otra
parte, la presencia de toxinas similares,
pertenecientes a una misma familia, dispersas
naturalmente entre diferentes especies
bacterianas como, por ejemplo, la distribucion
observada para las toxinas similares a la toxina
Shiga, permiten pensar en recientes relaciones
evolutivas que involucran la transferencia
horizontal de determinantes genéticos. Ademas,
el conocimiento sobre las exotoxinas es
fundamental para comprender como estos
microorganismos son capaces de causar tal
diversidad de cuadros clinicos, tanto en d ser
humano como en animales. Mas auln, este
conocimiento  puede ser de provecho para
el estudio de mecanismos celulares que
son inhibidos  por diferentes toxinas, o
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bien para la utilizacion de toxinas como
inmunotoxinas para el tratamiento de procesos
neoplasicos o en preparaciones de neurotoxinas
altamente purificadas para el tratamiento de
ciertos desérdenes neuronales.

ABSTRACT

Bacterial toxins play an essential role in the
outcome of infections. In spite of the great
diversity of the bacterial exotoxins, it is possible
to distinguish various characteristic biochemical
patterns for several of them. However, the
mechanisms of action of many toxins are still
unknown. In this review, the mechanisms of
action of those bacterial exotoxins which act
intracellularly are presented. Their synthesis
processes, catalytic activities and target
molecules in the eucaryotic cells are discussed.
Furthermore, the new evidence on the action
mechanims of the tetanus and botulinum
neurotoxins is also presented.
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