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Toxina VCC de Vibrio cholerae:
de la vacuolizacion a la muerte celular

Carlos Alberto Castafién-Sanchez*

RESUMEN

El célera epidémico causado por Vibrio cholerae toxigénico perteneciente a los serogrupos O1 y 0139 es un grave
problema de salud publica en muchos paises en desarrollo. La enfermedad se caracteriza por una diarrea aguda des-
hidratante causada principalmente por la toxina colérica, enterotoxina producida por estos microorganismos durante
la patogénesis de la enfermedad. En su forma severa, los pacientes llegan a presentar choque hipovolémico, acidosis y
muerte, si el tratamiento adecuado no es iniciado a tiempo. Dos caracteristicas epidemioldgicas distintivas del célera
son: la tendencia a aparecer en brotes explosivos, siempre y cuando inicien en focos distintos simultdneamente, y su
propensidn para causar verdaderas pandemias que afectan progresivamente muchos paises en multiples continentes en
el transcurso de varios afios. El género Vibrio incluye muchas especies diferentes, de las cuales pocas son patogénicas. El
ejemplo clasico de especies patdgenas de este género es V. cholerae. Ademas de producir toxina colérica, algunas cepas
son capaces de secretar una toxina formadora de poros que induce la formacidn de vacuolas. Esta revision tiene como
objetivo abordar algunos aspectos moleculares del proceso de dafio celular inducido por la citolisina vacuolizante VCC
de V. cholerae.
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ABSTRACT

Epidemic cholera caused by toxigenic Vibrio cholerae belonging to serogroups O1 and 0139 is a serious public health prob-
lem in many developing countries. The disease is characterized by an acute dehydrating diarrhea caused mainly by cholera
toxin, enterotoxin produced by these microorganisms during the pathogenesis of the disease. In its severe form, patients
even present hypovolemic shock, acidosis and death if treatment in not started in time. Two distinct epidemiological char-
acteristic of cholera are: the tendency to occur in explosive outbreaks, provided simultaneous start in different spots, and
a propensity to cause true pandemics, progressively affecting many countries on multiple continents over the course of
several years. The genus Vibrio includes many different species of which only a few are pathogenic. The classic example of
pathogenic genus is V. cholerae. Besides producing cholera toxin, some strains are capable of secreting a pore-forming toxin
that induces vacuolization. This review aims to address some molecular aspects of the process of cell damage induced by
the vacuolating cytolysin VCC of V. cholerae.

Key words: Vibrio cholerae, toxin, hemolysin, vacuolization, apoptosis.

, bioquimicas y estudios de homologia del 4cido desoxi-
INTRODUCCION rribonucleico (ADN); sin embargo, no es homogénea en
muchos aspectos, por ejemplo, se han realizado distin-

Entre las especies que integran el género Vibrio, V. cho- ciones importantes dentro de la especie respecto al se-
lerae es una especie bien definida con base en pruebas rogrupo, produccién de toxina colérica (CT) y potencial
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para ocasionar brotes epidémicos.? La serotipificacion
de V. cholerae estd dada con base en el antigeno O es-
table que se encuentra en la superficie de la bacteria.®* A
la fecha, se han identificado 206 serogrupos de V. chole-
rae.* Sélo las cepas de los dos serogrupos O1y 0139 que
producen toxina colérica estan asociadas con el célera
epidémico; sin embargo, hay cepas de estos serogrupos
gue carecen de los genes ctxAB, por lo tanto, no produ-
cen toxina colérica, no causan célera y tampoco estdn
involucradas en epidemias. No obstante, existen cepas
que pertenecen a serogrupos diferentes al 01 y 0139
que han producido brotes ocasionales de cdlera, estas
cepas no se han asociado con grandes epidemias o pan-
demias extensas.>*

Los diferentes grupos O son referidos como sero-
grupos o serovares.? El serogrupo 01 se divide en tres
formas antigénicas denominadas: Inaba, Ogawa e Hiko-
jima, las cuales se mencionan como serotipos o sub-
tipos. La siguiente clasificacion de V. cholerae O1 ha
permitido distinguir a dos biotipos, Clasico y El Tor.
Entre 1817 y 1961 ocurrieron seis pandemias de coéle-
ra. El biotipo Clasico fue el responsable de la quinta y
la sexta pandemia y se cree que esta asociada con las
primeras pandemias ocurridas; sin embargo, no existe
evidencia de ello. El agente causal de la séptima y ac-
tual pandemia de célera que inicié en 1961, pertenece
al biotipo El Tor.?

EPIDEMIOLOGIA DEL COLERA

Se ha estimado que V. cholerae produce de tres a cinco
millones de casos de diarreas y mds de 100,000 muer-
tes anualmente.>® Después de estar ausente en Améri-
ca Latina por alrededor de un siglo, en 1991 el cdlera
reemergio. En enero de ese afio un brote se reportd en
Perd, diseminandose rapidamente por todos los paises
de América Latina, excepto Uruguay, alcanzando a Méxi-
co en junio del mismo afio.” Millones de personas fueron
afectadas; tan sélo en 1993 se reportaron 9,000 decesos.
En México se observaron dos ciclos epidémicos: entre
1991-1994 y entre 1995-2001. El nUmero maximo de ca-
sos reportados por el Instituto de Diagndstico y Referen-
cia Epidemiolégica (InDRE) fue 15,526 en el afio 1995.2
Hasta el 2010, mas del 94% de los casos reportados a
la Organizacién Mundial de la Salud se encontraban en
Africa. En ese mismo afio nuevamente se vivié una epi-
demia que alertd a los servicios de salud en varios paises
americanos: el cdlera reemergié en Haiti. Hasta agosto
de 2011, mas de 439,000 casos se habian reportado en
ese pais con 6,200 decesos.’
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CICLO INFECCIOSO DE V. CHOLERAE

La infeccién debida a V. cholerae inicia con la ingesta de
agua o alimentos contaminados; después de superar la
barrera acida del estdmago, la bacteria coloniza el epi-
telio del intestino delgado, principalmente por medio
del pili corregulado por la toxina conocida como TCP, la
adhesina mas importante.’® La toxina colérica producida
por los vibrios adheridos se secreta, a través de la mem-
brana externa bacteriana, al ambiente extracelular y se
introduce a la célula a través de la unién de la subunidad
B pentamérica con el ganglidsido receptor GM1. Una vez
dentro de la célula, la subunidad A, compuesta por dos
dominios estructurales denominados péptido A, y A, su-
fre un procesamiento proteolitico.'* El péptido A, es la
subunidad que posee una actividad enzimatica especifi-
ca, actua intracelularmente, incrementando los niveles
de AMPc (adenosin monofosfato ciclico), cambiando la
tendencia de absorcion del intestino delgado por secre-
cion. La subsecuente pérdida de agua y electrolitos con-
duce a la diarrea severa caracteristica del cdlera.

Es claro que la produccion de toxina colérica por V.
cholerae es relevante, desde el punto de vista de que un
serogrupo adquirid el potencial para causar epidemias.
En V. cholerae toxigénico O1 y 0139 se identifico una re-
gién de 4.5 kilobases que fue denominada cassette de vi-
rulencia,®? pero no la presentan las cepas no toxigénicas.
Se sabe que al menos seis genes son los elementos que
integran esta region de virulencia. Estos genes incluyen
ctxAB (que codifica para las subunidades A y B de toxina
colérica); zot que codifica para la toxina que altera a nivel
de la zonula occludens: ZOT;® cep, el pili codificado por
la region core;'* ace, la enterotoxina accesoria del core y
orfU, cuyo producto es de funcién desconocida.?

Un factor cuyo gen reside fuera del elemento genético
CTX y que probablemente contribuye en el proceso de la
enfermedad es la proteina VCC (citolisina de V. cholerae),
inicialmente descrita como hemolisina HIyA.*® En con-
traste con la secrecidon de liquidos producida por toxina
colérica que no posee caracteristicas hemorragicas, la
citolisina es capaz de causar acumulacién de fluidos con
presencia de sangre y moco en experimentos realizados
en asa ligada de conejo. Es decir, ya se ha demostrado que
la proteina VCC es una toxina secretora y hemorragica.®

CITOLISINA VCC DE V. CHOLERAE

La citolisina VCC estd codificada en la regién hly del
cromosoma 11,78 |la cual consta de los genes estruc-
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turales hlyA, hlyBy hlyC.*® La proteina VCC se sintetiza
a partir del gen hlyA como una pre-pro-toxina de 82
kDa (kilodaltones), la cual se procesa como una pro-
toxina de 79 kDa después de haber perdido un pép-
tido senal; esto sucede durante la secrecion a través
de la membrana interna bacteriana. La pro-toxina se
procesa como una proteina madura activa de 65 kDa
después de haber perdido un polipéptido de 15 kDa
del extremo amino terminal; esto ocurre en el espa-
cio peripldasmico y en el medio extracelular.?° Stoeb-
ner y colaboradores?! determinaron que la sintesis de
la toxina VCC puede estar regulada coordinadamente
con la sintesis de un siderdforo de V. cholerae denomi-
nado vibriobactina.

Datos experimentales sugieren que el procesamien-
to proteolitico de la pro-toxina es un paso esencial en
la activacion de la citolisina y que esta ruptura ocurre
entre los aminoacidos alanina 157 y asparagina 158.
Una hemaglutinina/proteasa secretada por V. chole-
rae es capaz de procesar a la citolisina y convertirla en
su forma activa; sin embargo, se ha determinado que
enzimas como la tripsina, a-quimotripsina, subtilisina,
papaina y la metaloproteinasa ADAM-17 son capaces
de realizar este procesamiento. Todas estas proteasas
tienen sitios de corte diferentes entre los aminodcidos
leucina 146 y asparagina 158.22%

VCC ES UNA TOXINA

FORMADORA DE POROS

La citolisina VCC de V. cholerae es una proteina forma-
dora de poros, cuyo proceso de formacion del poro in-
volucra la unién reversible de mondmeros de 65 kDa a
la membrana de la célula blanco.? Subsecuentemente,
los mondmeros se ensamblan formando un oligdmero
casi siempre heptamérico que se inserta en la membra-
na de la célula. Este mecanismo de dafio a la membrana
explica la actividad hemolitica de la proteina VCC. Se ha
demostrado que la proteina VCC se une especificamente
a glicoproteinas con motivos terminales -1 galactosil, a
través de su extremo carboxilo. Ademas, se ha estable-
cido que la presencia de colesterol en la membrana de
la célula blanco induce la oligomerizacién de la proteina
VCC.?>?” Se ha descrito que la glicoforina B, una sialogli-
coproteina presente en la membrana de los eritrocitos
humanos, es un receptor de la citolisina; sin embargo,
aun se desconoce la naturaleza del receptor para la pro-
teina VCC en células nucleadas.?®

Mediante estudios realizados en eritrocitos, membra-
nas lipidicas planares y liposomas, se ha fotografiado a la

hemolisina formando un poro heptamérico de 0.9-1.0 nm
de didmetro.?*3! Se ha demostrado que dicho poro, for-
mado por la hemolisina es selectivamente permeable a
iones K*, pero no a iones Ca?.32 Ademds, se ha determi-
nado que la formacién del poro tiene como consecuencia
la permeabilizacion de la membrana, induciendo de esta
manera la muerte de la célula.”’

EFECTO VACUOLIZANTE

Y MUERTE CELULAR

Un modelo para determinar la toxicidad de productos
secretados por patégenos bacterianos es el estudio
del efecto de sobrenadantes de cultivos sobre lineas
de células eucariotas bajo condiciones controladas in
vitro. En este contexto se ha analizado el efecto de
sobrenadantes obtenidos de cepas de V. cholerae no-
01 aisladas a partir de muestras fecales de pacientes
mexicanos con diarrea del brote de 1991, y se descri-
bid la actividad vacuolizante en células Vero, logrando
demostrar que este efecto es causado por la citolisina
VCC.?** La actividad vacuolizante se ha encontrado de
manera independiente en cepas de V. cholerae no epi-
démicas de la India y Brasil, lo cual indica que este fe-
némeno es universal.3>3¢

Inicialmente, esta vacuolizacion evoca a la causa-
da por la citotoxina vacuolizante VacA de Helicobacter
pylori.?” Sin embargo, las vacuolas inducidas por VacA
y VCC responden de manera diferente a tratamientos
con desestabilizadores del sistema endosomal, como
espermidina y NH,Cl, los cuales estimulan la vacuoli-
zacion causada por H. pylori, pero no la inducida por
V. cholerae.®® Contrario a la vacuolizacidn causada por
la proteina VacA, el efecto vacuolizante inducido por
la citolisina se exacerba por tratamientos con la con-
canamicina B, un inhibidor de la ATPasa vacuolar que
bloquea el bombeo de protones hacia los comparti-
mentos vacuolares. Ademas, las vacuolas inducidas
por VacA captan el colorante rojo neutro de manera
uniforme, indicando la naturaleza acida de las mis-
mas. Sin embargo, sélo algunas vacuolas inducidas
por la citolisina VCC se tifien con este colorante, indi-
cando la presencia de vacuolas tanto acidas como no
acidas dentro de una misma célula. Este hecho denota
la diferencia en los microambientes vacuolares en la
intoxicacién con la proteina VCC y establece que exis-
te un doble origen de estas vacuolas, endosomal y no
endosomal.®

También se ha demostrado que las vacuolas presentan
marcadores de diferentes compartimentos intracelulares,
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como son la proteina rab7, una GTPasa que regula etapas
tardias de trafico endosomal; LAMP-1, una glicoproteina
asociada a lisosomas y elementos de compartimentos
trans-Golgi. Sin embargo, no se lograron detectar vacuo-
las con marcadores de endosomas tempranos, como son
los receptores de transferrina y calreticulina. Estas evi-
dencias corroboran que las vacuolas inducidas por la toxi-
na VCC se originan de mas de un tipo de compartimiento
de naturaleza acida®® (Figura 1).

Con base en datos preliminares que indican que la
proteina VCC es capaz de formar un canal selectivo
permeable a iones,?**° se han utilizado inhibidores de
canales anidnicos para determinar si el canal formado
por la citolisina VCC participa en el efecto vacuolizan-
te, empleando como modelo de vacuolizacién células
Vero intoxicadas con toxina purificada.®® Los resulta-
dos obtenidos mostraron una eficiente inhibicidn de la
vacuolizacién de células Vero de manera dosis depen-
diente, ademas de prevenir la lisis celular después de
24 horas de incubacién con la toxina; esto ultimo fue
detectado mediante la exclusidn al azul tripano. Estos
datos sugieren que el canal anidnico de la toxina VCC
es la lesion molecular en la célula, que eventualmente
resulta en la formaciéon de vacuolas y también en la
muerte por lisis.?338

CONCLUSION

Las evidencias que demuestran que la toxina VCC de
V. cholerae exhibe actividad vacuolizante en células
nucleadas resultan muy interesantes por varias razo-
nes. Primero, solo otras pocas toxinas bacterianas con
efecto inductor de vacuolizacion han sido identifica-
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Figura 1. Mecanismo de accion de la toxi-
na VCC de V. cholerae. Las cepas de V.
cholerae productoras de VCC secretan a
la toxina en forma de mondmero, los cua-
les se unen a su célula blanco y, después
de ser convertidos en su forma activa, se
insertan en la membrana para formar un
poro heptamérico con actividad de canal
ionico. El oligdbmero es entonces interna-
lizado y se asocia con compartimentos
membranales con marcadores de diferen-
te naturaleza que promueven la formacion
de vacuolas. El evento final de las células
intoxicadas y vacuolizadas por la proteina
VCC, es la muerte celular.

das, como son la aerolisina, una toxina formadora de
poros producida por Aeromonas hydrophila®* y la toxi-
na VacA de H. pylori.*? Segundo, las hemolisinas en su
caracter de toxinas formadoras de poros, son factores
de patogenicidad preponderantes en otras bacterias
como V. parahemolyticus, por ejemplo.*® Los antece-
dentes que determinan que la proteina VCC induzca
vacuolizacidon dejan abierta la posibilidad que esta
toxina pueda contribuir con los sintomas gastrointes-
tinales asociados con infecciones provocadas por algu-
nas cepas de V. cholerae, particularmente en las infec-
ciones que involucran cepas no-O1 que no expresan
enterotoxinas bien establecidas, como la toxina colé-
rica. Finalmente, se ha determinado que la hemolisina
en concentraciones altas (> 60 pM) es capaz de inducir
lisis en células nucleadas;® sin embargo, se desconoce
si la proteina, al vacuolizar a las células Vero, ejerce
un mecanismo de muerte celular alterno a la necrosis.
Esto, sin lugar a dudas, abre la posibilidad de futuras
investigaciones.
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