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Resumen

Objetivo: Analizar los mecanismos de accién de las toxinas
de Vibrio cholerae e informar de algunos aspectos fisiopato-
légicos con énfasis en sus toxinas.

Material y métodos: Revision de la literatura de los afios
1992 a 1997.

Introduccion

El célera es una de las enfermedades que se cono-
cen desde hace varios siglos. Generalmente afecta
a personas de paises subdesarrollados. Desde el
siglo XIX a la fecha se han presentado siete
pandemias de célera extendidas en forma de on-
das, favorecidas por el incremento de la poblacién
humana. El Vibrio cholerae, serotipo 01, es producto
de la separacién de dos biotipos, E y TOR, que se
pueden diferenciar con base en el nimero de
fenotipos y de sus caracteristicas bioquimicas. Sin
embargo, posteriormente se descubrid la cepa
0139, que también posee varias propiedades aso-
ciadas con 70 pandemias de la cepa variedad TOR.!
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Summary

Objective: Analize the mechanisms of action of Vibrio cholerae
and report some pathophysiological aspects with emphasis in
its toxins.

Material and methods: Review of literature years 1992-1997.

Ciclo de vida del Vibrio Cholerae

Es un germen patégeno que se encuentra general-

mente en el agua. La propagacion es por via fecal-

oral, para poder cumplir con las necesidades de
supervivencia del microorganismo. Su ciclo vital se
caracteriza por:

|. El ingreso de la bacteria al huésped por inges-
tién de agua y alimentos contaminados.

2. Incluirse varios factores de colonizacién, como
las adhesinas y la produccién de enzimas
hidroliticas.

3. La modificacién de la expresién del gen para colo-
nizar el epitelio intestinal y la relacién de toxinas.

4. Los cambios de su desarrollo, mediados por efec-
tos de las toxinas y su multiplicacién.
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5. Dirigirse en el tiempo necesario para lesionar y
permitir al huésped seleccionar las variantes de
la respuesta inmunolégica.?

Colonizacién

Las enzimas hidroliticas secretadas por Vibrio
cholerae, como DNAsas, proteasas, quinasas y
neuroaminidasas, favorecen su colonizacién.

Las DNAsas acttian fundamentalmente sobre el
epitelio intestinal, donde se lleva a cabo un alto
recambio epitelial y por lo tanto un aumento en la
cantidad de DNA que sirve de sustrato para las
enzimas bacterianas.

Las proteasas son muiltiples, destacandose la
proteasa soluble llamada hemaglutinina, que presen-
ta una actividad de mucinasa que posee la habilidad
de fragmentar la fibronectina, contribuyendo a la ac-
tivacién proteolitica de la toxina colérica. Esta proteasa
facilita la debilitacion del moco, el cual se produce en
la superficie intestinal y contribuye a despegar los
protectores del receptor para las adhesinas.

La potente neuroaminidasa es de las mas im-
portantes en la patogenia de la infeccién.

La toxina colérica tiene como receptor el
gangliécido GMI, el cual no es abundante en la
membrana epitelial, ya que la accién de esta enzi-
ma rompe los polisialogangliésidos en residuos de
acido sialico, que producen un incremento de los
receptores de la toxina colérica.'

Toxinas

La toxina del célera es la mejor estudiada por su
estructura genética y su funcién. Estd compuesta
por medio del modelo AB, la cual se halla codifica-
da por genes en el operdn ctx AB, donde la unidad
es pentamérica. La toxina madura se halla unida
con enlaces de disulfuro. La subunidad B tiene el
receptor reconocido por la subunidad A, la cual
tiene actividad téxica y pasa a través de la mem-
brana basal hacia el citoplasma, siendo su blanco la
adenilatociclasa. El fragmento A es un ADP ribosi-
lante, mientras el componente Ns, Gs de la adeni-
latociclasa es la que induce el incremento de AMP
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ciclico. Lo anterior se asocia con la secrecién de
cloro y bicarbonato, ademas de la inhibicién de la
absorcién intestinal de cloruro de sodio, que con-
ducen a cambios en el movimiento de los liquidos,
y dan como resultado una diarrea acuosa.

Los genes de la toxina colérica ctx B se caracteri-
zan por repeticiones de secuencias de DNA designa-
dos RS; éstos son cuatro y se encuentran codificados
en los grupos conocidos como: zot, ace y U, donde
se observa la secuencia de amplificacién que deter-
mina la virulencia y toxicidad de algunas cepas.

El gen zot (zénula de unién celular) fue identifi-
cado como responsable de la produccién de dia-
rrea, debido a que aumenta la permeabilidad
epitelial, que pasa sobre la unién firme de las célu-
las epiteliales intestinales.

En cepas de Vibrio cholerae variedad 0139 o Ben-
gala son muy similares: los genes que codifican la
virulencia y la produccién de toxinas de V. cholerae
0l,El, Torry 0139, junto con otros Vibrios, corres-
ponden a los mismos (zot, ace y cep) con dupli-
caciones similares. En el caso del serotipo 0139 se
codifican dos o mas cadenas para formar Rs.

En estudios realizados en pacientes de Indonesia,
Pert y Tailandia con un cuadro de diarrea acuosa,
las variedades encontradas con mayor frecuencia
son Vibrio cholerae 0l y 0139, dichos serotipos se
observan regulados por una proteina llamada pilina
A, lo anterior fue logrado con métodos de biologia
molecular (hibridacién del DNA) de la citotoxina
zot, ctx y la secuencia repetitiva Rs.>*

Las toxinas coléricas codificadas en un operén
(ctxAy ctxB) son directamente activadas por TOX
R, unidas a la membrana con una proteina del DNA.
La TOX R es un regulador de 17 genes importan-
tes para la virulencia, y estd incluida en la membra-
na externa. La toxina reguladora del pili es de me-
nor potencia y actlia como proteina accesoria para
los factores de colonizacién. La expresién de algu-
nos de estos factores requieren del regulador de
las toxinas de Escherichia coli.

Debido a la delecién de los cromosomas de-
pendientes de Tox R se manifiesta de forma redu-

Revista Mexicana de Patologia Clinica, Vol. 46, Nim. 4 * Octubre - Diciembre, 1999



Robles ELAy cols. Toxinas de Vibrio cholerae

cida la regulacién; lo anterior es la forma de ex-
presién cotidiana de Vibrios de otras clases.

Las toxinas son muy labiles ante cambios de tem-
peratura y osmolaridad. La expresién de las cepas
en los medios de cultivo depende de las caracte-
risticas genéticas de cada una de ellas; lo anterior
es debido a la identificacién de algunas proteinas
asociadas a la membrana externa que son codifi-
cadas por los genes mencionados, y confieren in-
cluso las diferencias morfolégicas.>!!

Vacunas

En 1992, durante tres meses, India y Bangladesh
fueron azotados por una epidemia de célera don-
de hubo un total de 107,235 casos de diarrea por
Vibrio choleraey 1,400 muertes. Por tal razoén, las
autoridades de salud propusieron producir una
vacuna con péptidos atenuados por medio de
inactivacién téxica de Vibrio cholerae 0139, de las
cepas virulentas llamadas M010 y Al4456. Por
medio de delecién se produce una mutacién de
los genes que originan ambas cepas clasificadas en
Bengal-3, Bengal 15 y VRI-16. Las vacunas se apli-
caron siguiendo un protocolo en individuos volun-
tarios y se observé una proteccion de 83%.

El fundamento de lo anterior se consideré de-
bido a que las cepas de Vibrio cholerae Torr Ol y
0139 son inmunolégicamente diferentes.

La vacuna produce proteccién contra la infec-
cién por un espacio de varios afios. Se observa
incremento de la IgA formada a partir de la muco-
sa intestinal pocos meses después de la aplicacién
de la vacuna.

La vacuna es un sistema proteico de la subunidad
B del Vibrio cholerae 01, y produce inmunidad de
memoria local en el intestino.®

Proteinas de secrecién

Son las responsables de los mecanismos de infec-
cién mas comunes. Durante varios afnos se aisla-
ron algunas toxinas de Vibrio cholerae (cepa M14),
pero eran producidas en forma defectuosa debido
a una delecién de su genoma. Fueron identificadas

con la finalidad de observar su relacién con la pro-
duccién de proteinas formadoras de toxinas. Los
genes identificados son homdlogos (gen eps) en
diversas bacterias gramnegativas que se incluyen
Klebsiella oxytocay Pseudomona aeruginosa.

En la homologia de los genes entre las protei-
nas de secrecion y los tipos de fimbrias montadas
en cierto nimero de organismos se observa Vibrio
cholerae como el mas enterotdxico, asi como la
homologia entre las proteinas de los pilis y la
biosintesis de toxinas reguladas, y se supone que
la unién del ATP es un sistema componente del
grupo de genes tep y eps.?®

Componentes de superficie

Debido a la naturaleza de colonizacién en el esta-
blecimiento de la infeccién por Vibrio cholerae los
componentes de la envoltura celular son Utiles en
el desarrollo de vacunas. Ademas, contienen una
variedad especifica de proteinas de membrana ex-
terna, asi como lipopolisacarido asociado con el
espesor de la superficie de las estructuras.?

Proteinas de la membrana externa

La membrana externa que cubre a Vibrio cholerae
es similar a la de las bacterias patdgenas entéricas
gramnegativas mas frecuentes, en lo relacionado con
las proteinas presentes; se incluyen a las porinas y la
OmpA, que son evidentemente inmunoldgicas tan-
to en el hombre como en los animales.

La OmpV es la mayor de las proteinas inmuno-
génicas Yy los anticuerpos formados tienen que ser
detectados en pruebas séricas por Western blot.

La estructura genética de OmpV es clonada, la
secuencia de nucleétidos determinada y la locali-
zacién de los epitopes con proteinas definidas
OmpV que se expresan pobremente en otras bac-
terias como Escherichia coli, por mecanismos ex-
trafios como translocaciones en su genoma.?®

Flagelos y quimiotaxis
La movilidad y la asociacién con el fenémeno de
quimiotaxis es una importante propiedad de viru-
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lencia del Vibrio cholerae. La bacteria posee un solo
flagelo polar, el cual se encuentra invaginado en la
bicapa de la membrana externa, donde se encuen-
tra el lipopolisacarido y otras proteinas especificas.

Estudios sobre regulacién de la virulencia indi-
can que la célula tiene habilidad sensorial con otras
moléculas que, son determinantes para expresar
estos factores, son muy comunes y se acercan a la
relacién de respuesta quimiotactica para algunas
de las moléculas y genes reguladores. La presencia
de flagelos es esencial para la respuesta
quimiotactica.

Lo anterior es de interés para especular acerca
del papel de los genes h y B, los cuales se produ-
cen a través de la envoltura de secrecién de la
hemolisina HiyA de E| y Torr. Es claro que HiyB es
homélogo para la familia de transductores
quimiotacticos, el cual se encuentra envuelto den-
tro del motor quimiotactico en respuesta al me-
dio ambiente. El HiyB es de alta regulacién con
relacién a HiyA, y se asocian a la quimiotaxis esti-
mulada y colaboran con los requerimientos de ex-
presién HiyA. El alto grado de conservacién para
la motivacién con tal transduccién de la quimiotaxis
de Escherichia coli, Salmonella tiphy y HiyB se en-
cuentra relacionado con otros transductores en
Vibrio cholerae, que podran ser realmente identifi-
cados, y facilitan su localizacién de la estimulacion
para moderar la quimiotaxis conjuntamente con la
patogénesis Y la interaccién del ambiente.??

Mecanismos que evitan al huésped

El lipopolisacéarido (LPS) es la molécula mas abun-
dante, sobre la superficie celular, de los organis-
mos gram negativos y su funcién es de protec-
ciéon contra las moléculas hidrofébicas y
detergentes como las sales biliares. El mejor re-
presentante de lo anterior es el antigeno O de
los LPS, que promueve el serotipo de la bacteria.
El LPS de Vibrio cholerae 0l es altamente
inmunogénico y es un antigeno de proteccién. Los
serotipos dependientes del antigeno son tres:
Inaba, Ogawa e Hikojima, y poseen antigenos
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comunes, A y C, que expresan el grado de viru-
lencia variable sobre diferentes serotipos y son
mucho mas reducidos comparados con otros
serotipos como el Inaba.2®

Estudios emitidos por parte de laboratorios es-
pecializados demuestran la presencia en Vibrio
cholerae de la regulacién de su virulencia bajo los
controles del sistema Tox R, S y T. Tales controles
reguladores producen citotoxinas TCP (toxina del
pili), ACT, OmpT, OmpV y otras moléculas. Es cla-
ro y muy significativo el sistema de regulacién
genético en Vibrio cholerae, que puede expresar efec-
tos negativos y positivos. Los sistemas referidos
como cascada, son por los complejos de regulacién,
que se encuentran expresados por la activacién de
ToxR, y subsecuentemente activados por ToxT.

La ToxR es una proteina reguladora de mem-
brana la cual es activada como resultado de la
estimulacién del medio ambiente a través de Tox y
aparece para activar a la ToxT, que es miembro de
la familia de reguladores transcripsionales. Unica-
mente ctxA y B aparecen para ser directamente
activados por ToxR; sin embargo, otros genes de
los ToxR, Sy T son regulados por la ToxT. La unién
del sitio para ToxR tiene que ser identificada con
base en estudios con ctx Ay B.

El hierro, conjuntamente relacionado con pro-
teinas, controla la expresion de los genes incluyen-
do los determinantes de expresién de la virulen-
cia. El crecimiento bajo la influencia del hierro o
bien las condiciones que influyen en el incremento
de la expresién de algunas proteinas de la mem-
brana externa, las hemolisinas y el sideréforo. La
produccién de hemolisinas es activada por peque-
fas proteinas reguladoras HiyV relacionadas con
la familia de la doble hélice de DNA unida a pro-
teinas disponibles asociadas a metales pesados.

Los ToxR y HiyV mutantes son atenuados y
muestran un marcado incremento de la LD50 en
diversos modelos animales y determinantes que
requieren de un completo potencial de virulencia.’

Vibrio cholerae 0| representa cambios adversos
para los interesados en estudiar los requerimien-
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tos moleculares para la patogénesis por la alta di-
versidad de factores de este proceso. Este con-
traste dogmatico para la enterotoxigenicidad de
Vibrio cholerae, entre una de las mas patogénicas
para la produccién de diarrea, expresa basicamente
adhesinas, que usualmente se refieren como un
factor antigénico de colonizaciéon y de las toxinas
termolabiles y termoestables.5'°
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