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RESUMEN. La toxina adenilato ciclasa — hemolisina (TAC) es uno de los principales factores de virulencia de
Bordetella pertussis. Fue descubierta en 1973 por Wolff y Cook como un contaminante en las formulaciones
vacunales contra este microorganismo. Pertenece a la familia de las toxinas que forman poros en la membrana
plasmética de las células diana y alcanza su maxima expresion en la fase virulenta de la bacteria. Esta toxina posee
1706 residuos de aminoacidos y se compone de dos dominios: uno N-terminal, que presenta actividad adenilato
ciclasa sensible a calmodulina y otro C-terminal, que promueve la formacion de poros en la membrana de las células
diana. Por otra parte, las moléculas aMp2 tipo integrina son los receptores naturales para la toxina, a los cuales se une
por la porcion extracelular N-glicosilada. TAC le permite a la bacteria inhibir la fagocitosis, la activacion de las
células T colaboradoras de tipol y células T citotoxicas, asi como la producciéon de interferon gamma por
macréfagos. A pesar de sus efectos toxicos, la forma inactivada de la toxina es empleada en la entrega de epitopes
inmunogénicos a las células presentadoras de antigenos, en la identificacion de proteinas secretadas por el sistema de
secrecién tipo 111y en estudios de interaccién proteina — proteina.

ABSTRACT. The adenylate cyclase - hemolysin toxin (ACT) is one of the main virulence factors in Bordetella
pertussis. It was discovered in 1973 by Wolff and Cook as a contaminant in vaccine formulations against this
microorganism. It belongs to the family of toxins that form pores at the plasma membrane of target cells and reaches
the highest expression during the virulent phase of the bacteria. This toxin has 1706 aminoacid residues and is
composed of two domains: the N-terminal domain, with calmodulin-sensitive adenylate cyclase activity and the C-
terminal domain that promotes the formation of pores at the membrane of target cells. Furthermore, the integrins type
aMp2 molecules are natural receptors for the toxin, which binds to the N-glycosylated extracellular portion. ACT
allows the bacteria to inhibit phagocytosis, activation of type 1 T-helper cells and cytotoxic T cells as well as gamma
interferon production by macrophages. Despite of its toxic effects, the inactivated form of the toxin has been used
in delivering immunogenic epitopes to antigen-presenting cells, in the identification of proteins secreted by the type
111 secretion system and in protein-protein interactions studies.

INTRODUCCION

La tosferina es una enfermedad aguda que afecta al hombre es provocada fundamentalmente por la bacteria gram-
negativa Bordetella pertussis y en menor medida, por Bordetella parapertussis." Se plantea que la enfermedad se
transmite a través de aerosoles producidos al toser por el individuo enfermo hacia el sano.*® En nifios menores de un
afio, la enfermedad tiende a ser fatal, la tos paroxistica caracteristica bloquea las vias respiratorias, lo que provoca la
asfixia y la muerte. Otros eventos adversos o complicaciones serias de la enfermedad se observan, entre ellos,
neumonfas bacterianas secundarias, epilepsias, encefalopatia, apnea e hipertensién pulmonar.* La infeccién por B.
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pertussis constituye un problema de salud publica, incluso en paises desarrollados con buenas coberturas de
vacunacion. La evidencia actual confirma que esta enfermedad contindia causando muertes en lactantes con esquemas
de vacunacién incompletos.® Varios paises reportaron un incremento en los casos de infeccién por B. pertussis
durante la década pasada, asociada con cambios en la frecuencia reportada por grupos de edad. Se ha identificado un
mayor porcentaje de esta enfermedad en adolescentes y adultos.

Para llevar a cabo el proceso infeccioso, este microorganismo se adhiere a las células ciliadas del epitelio
nasofaringeo y del arbol traqueo-bronquial mediante moléculas de adhesidn: hemaglutinina filamentosa (HFA),
fimbrias, pertactina y otras proteinas de superficie. Estas, junto a la toxina pertisica (TP), la citotoxina traqueal
(CTT), la toxina dermonecrética (TDN) y la toxina adenilato ciclasa-hemolisina (TAC) son sus principales
determinantes de patogenicidad.’

La toxina adenilato ciclasa—hemolisina es también conocida como TAC, CyaA o AC-HIly.®? Fue primeramente
descubierta en 1973 por Wolff y Cook como un contaminante en formulaciones vacunales de células completas
contra B. pertussis.'® Tres afios después, Hewlett y Wolff aislaron a partir del sobrenadante de cultivo de este
microorganismo una proteina de aproximadamente 70 kDa que carecia de actividad catalitica.** En 1985, el grupo de
Ladant purificé a partir de cultivo liquido tres proteinas de 70, 50, y 45 kDa, estructuralmente relacionadas y que
eran reconocidas por el mismo anticuerpo.'**® Estas, al escindirse proteoliticamente daban origen al fragmento de 43
kDa, lo cual indicd que estos fragmentos procedian de una proteina comin de mayor peso molecular, que luego de
ser secretada al medio de cultivo era procesada por proteasas.** Sin embargo, ninguna de ellas tenia la capacidad de
producir adenosinmonofosfato-3',5'-ciclico (¢AMP).' Luego, Hanski y Fardel corroboraron este hecho aislando
proteinas de 190 a 200 kDa con actividad catalitica a partir de extractos crudos de B. pertussis y que ademas, eran
reconocidas por el anticuerpo que habfa reconocido las proteinas purificadas por el grupo de Ladant en 1985."2 TAC
es una proteina bifuncional con un dominio N-terminal que presenta actividad adenilato ciclasa y un dominio C-
terminal,">*® que media la liberacion del dominio catalitico dentro del citoplasma en células eucariotas y posee baja,
pero detectable actividad hemolitica para glébulos rojos.'”*® Esta toxina permanece asociada a la superficie celular,
mientras que solo una pequefia parte es liberada al medio de cultivo.”**® Segln investigaciones realizadas por
diversos autores, se ha demostrado que la hemaglutinina filamentosa la mantiene anclada a la superficie de la célula
bacteriana."* La actividad catalitica de la toxina aumenta hasta 1000 veces cuando interacttia con la calmodulina
(CaM) que se encuentra en el citoplasma de las células eucariotas.’’” Dicha caracteristica la ubica en el grupo de las
adenilato ciclasa de clase 11."° CyaA también es miembro de la familia de las citotoxinas RTX (del inglés Repeat in
Toxin), las cuales promueven la formacidn de poros en la membrana de las células diana y por lo tanto, producen su
lisis. Esta familia de toxinas tiene la caracteristica com(n de presentar secuencias repetidas en tdndem de un
nonapéptido rico en los aminoacidos glicina y aspartato, que se localizan cercanas al extremo C-terminal,’*? se
unen a la porcidn glicosilada del extremo N-terminal de los receptores aMp2 y son secretadas por un sistema de
secrecion tipo 1.27% El objetivo de este trabajo consistid en brindar una informacién lo mas actualizada posible acerca
de la toxina adenilato ciclasa-hemolisina de Bordetella pertussis, su estructura, el papel que desempefia en la
patogénesis de la enfermedad, asi como sus diferentes aplicaciones en la industria biofarmacéutica y en la
investigacioén basica.

REGULACION DE LA VIRULENCIA EN Bordetella pertussis

Bordetella pertussis posee un nimero importante de factores de virulencia. La expresion de la mayoria de estos
factores estd regulada o modulada en respuesta a cambios en las condiciones ambientales a través de un sistema de
transduccién de sefiales de dos componentes sensor/activador denominado BvgAS (Bordetella virulence gene
activador / sensor, en el idioma inglés). Entre los factores de virulencia cuya expresion es controlada por este sistema
se encuentran: adhesinas, autotransportadores y toxinas, entre las toxinas se encuentra la adenilato ciclasa-hemolisina.
Asimismo, B. pertussis presenta algunos factores cuya expresion es independiente de dicho sistema de regulacion. El
sistema BvgAS est4 compuesto por un regulador transcripcional, BvgA de 23 kDa y un sensor hibrido anclado a la
membrana externa, BvgS de 135 kDa. La activacion del BvgAS implica un mecanismo de fosfotransferencia de
cuatro pasos (Fig. 1 a). In vitro, el sistema se activa cuando la bacteria crece a 37 °C en un medio de cultivo estandar
y se inactiva a temperaturas de incubacion inferiores a 26 °C o en presencia de concentraciones milimolares de
agentes moduladores como MgS0O4 (> 40 mmol/L) o acido nicotinico (> 10 mmol/L). El sistema BvgAS funciona
controlando la expresion diferencial de distintos genes asociados con la virulencia a lo largo de tres fases fenotipicas:
i) La fase virulenta o Bvg+, caracterizada por la expresion de los genes vag (virulence activated genes), los cuales
codifican factores de virulencia. Estos genes se pueden diferenciar de acuerdo con su expresion temporal en vag
tempranos (codifican algunas adhesinas) y vag tardios (codifican toxinas). Asimismo, esta fase se identifica por la
ausencia de expresion de los genes vrg (virulence repressed genes), de funcién aln no esclarecida. ii) La fase
avirulenta o Bvg se identifica por la ausencia de expresion de los genes vag y la expresion de los genes vrg. iii) La
fase intermedia o Bvg' (etapa de transicion entre las fases Bvg+ y Bvg™) se caracteriza por la expresion de los genes
vag tempranos, el gen bvgAS y el gen bipA, Unico gen de su clase identificado hasta ahora (Fig. 1 b). De este modo,
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el sistema BvgAS funcionaria como un “reostato”, controlando de manera ajustada y coordinada la expresion
diferencial de varios perfiles de genes relacionados con la virulencia en al menos tres fases fenotipicas.™
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Fig .1. a) Esquema del sistema de dos componentes BvgAS y de su mecanismo de activacion. BvgS es una proteina
sensora transmembrana integrada por: dominio periplasmico (P), region de unién (L), dominio con actividad
histidina quinasa (HPK), dominio receptor (R) y dominio con actividad histidina fosfotransferasa (HPT). La proteina
BvgA es un regulador de respuesta que contiene un dominio receptor (R) y un dominio hélice-giro-hélice (HTH) que
permite la unién a ADN. In vitro, la proteina BvgS recibe la sefial (paso 1), se autofosforila (paso 2) e inicia la
fosfotransferencia que conduce a la activacion de BvgA (pasos 3, 4 y 5). El sistema BvgAS controla cuatro clases de
genes asociados con la virulencia, y que se expresan de modo diferencial definiendo tres fases fenotipicas: Bvg+,
Bvgi y Bvg-. b) Curvas de expresion relativa de las cuatro clases de genes. La fase Bvg+ se caracteriza por la
expresion de los vag tardios como cyaA que codifica la toxina AC (curva 1) y de los genes vag tempranos como fhaB
gue codifica la adhesina FHA (curva 2). La fase Bvgi se identifica por la expresion de los genes vag tempranos y de
los que se expresan en la transicion entre Bvg+ y Bvg-, como bipA (curva 3). La fase Bvg- se define por la expresion
de los genes vrg (curva 4),'® con modificaciones.

Existen evidencias que sugieren que durante la transmision de persona a persona hay factores ambientales que
determinarian que B. pertussis se encuentre en fase Bvg o Bvg'. De esta manera, durante los primeros estadios de
colonizacion este patégeno no expresaria las proteinas codificadas por los genes vag (bacteria en fase Bvg).
Posteriormente, la expresion de adhesinas (fase Bvg') inducidas por un cambio en las condiciones del entorno,
favoreceria la interaccion con las células del epitelio respiratorio. Luego de esta etapa, la expresion de toxinas propias
de la fase Bvg" generaria la alteracion de los mecanismos de defensa del hospedero.*®?

ESTRUCTURA DE LA ADENILATO CICLASA-HEMOLISINA

La toxina adenilato ciclasa - hemolisina presenta un peso molecular de 200 kDa, y es secretada como una cadena
polipeptidica de 1706 aminoacidos (aa),***® que presenta dos dominios; uno con actividad adenilato ciclasa (AC),
que se localiza dentro de los 400 aminoécidos proximos al extremo N-terminal y el dominio RTX 6 hemolitico
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(Hly) que involucra los 1306 aminoécidos restantes y promueve la formacién de poros en la membrana.*? El

dominio con actividad catalitica presenta estructuras secundarias en a-hélice y hojas B, y estd compuesto por dos
subdominios conocidos como T25 y T18, en el primero se localiza el sitio catalitico, mientras que en el segundo se
haya el sitio principal de unién a CaM. Ambos subdominios pueden ser obtenidos in vitro mediante proteo6lisis
limitada y son capaces de reasociarse con CaM para formar una estructura terciaria cataliticamente activa. A su vez,
este dominio puede ser dividido en tres regiones RC1, RC2 y RC3 respectivamente. Estas regiones son altamente
conservadas y estructuralmente idénticas. En ausencia de CaM, el dominio AC se encuentra desordenado, su
estructura terciaria es compacta e hidratada. Cuando el extremo C-terminal de la CaM interactda con el subdominio
T18 de la toxina, el dominio catalitico adopta una conformacion extendida y deshidratada, sin cambios significativos
en la estructura, pero si en sus propiedades hidrodindmicas.?’ Por otro lado, el dominio RTX de TAC, basicamente
puede ser dividido en cuatro regiones: (1) la region en la que se ubican varios segmentos hidrofobicos que se
insertan en la membrana plasmatica y adoptan estructuras en a-hélice, (2) la region en la que ocurre la palmitoilacion
delaLys®°ylaLys®, (3)laregion enlaque hay de 38 a42 repeticiones de los motivos RTX, %% y finalmente,
(4) una sefial de secrecion carboxi-terminal no procesada.”*?*® Los motivos RTX son secuencias formadas por el
nonapéptido GGXGXDXUX, donde X puede ser cualquier aminoacido y U es ocasionalmente sustituido por V, I, F,
0 Y. En presencia de calcio, el dominio C-terminal sufre un cambio conformacional, de modo que varios motivos
adyacentes se pliegan, formando una hélice B. Todos los motivos RTX estan constituidos por un giro f que
involucra a los primeros seis aminoacidos de cada nonapéptido (GGXGXD) y una pequefia hoja B, formada por los
aminoacidos (XUX) restantes. El calcio se une al grupo carbonilo de la cadena lateral del aspartato, presente en
cada giro B.* En la molécula TAC, los motivos RTX se encuentran organizados en cinco bloques (A-E), cada uno
con 8-10 motivos RTX separados por regiones de enlace de longitud variable (23-49 residuos). La union de 30 a 40
iones calcio es de vital importancia para el plegamiento y actividad de la toxina (Fig. 2.).
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Fig .2. Organizacion estructural de la toxina Adenilato ciclasa de Bordetella pertussis (CyaA). Los nimeros
representan los residuos de aminoacidos. EI dominio catalitico (AC) se amplia para mostrar los subdominios T25 y
T18. SUC se corresponde con el principal sitio de union a calmodulina, RC1, RC2 y RC3 representan regiones que
participan en la catalisis. A, B, C, D y E son los bloques que agrupan los motivos RTX,* con modificaciones.

Para la mayoria de las toxinas RTX, la funcién de los motivos RTX no se encuentra definida; sin embargo, se cree
que estén involucrados en el proceso de secrecion, debido a que la mayoria de los factores de virulencia que
presentan dichos motivos son secretados por un sistema de secrecion tipo 1.*° Este dominio no se encuentra plegado
durante la secrecion de la toxina, lo que es de vital importancia para el proceso.*®*!

EL OPERON cyaABDE

El operén cyaABDE esta compuesto por cuatro genes: el gen estructural cyaA y tres genes, cyaB, D y E, necesarios
para la secrecion de la toxina CyaA. Estos genes codifican para proteinas de 712 aa, 440 aa y 474 aa,
respectivamente y se localizan a continuacién del gen estructural.? EI gen cyaC no forma parte del operén y se
transcribe en sentido inverso al mismo (Fig. 3). El producto del gen cyaC es una proteina de aproximadamente 21
kDa encargada de la activacién de CyaA y actiia palmitoilando la Lys *y la Lys. %

cyaC cyaly cyabB cyalD cyak
l J | | |
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Fig .3. Organizacion de los genes en el operén cyaABDE. Las flechas son los genes e indican el sentido de la
trascripcion.
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La palmitoilacion de estos residuos es crucial para la actividad adenilato ciclasa y formadora de poros de la toxina.'®
Investigaciones realizadas por Laoide y Ullmann demostraron que la transcripcién del gen cyaA esta regulada por
un promotor que se encuentra 115 pares de bases antes del sitio de inicio de la transcripcion, la cual es activa
solamente en cepas virulentas de B. pertussis y la terminacion de la misma ocurre inmediatamente después del
extremo 3’. Sin embargo, se han detectado transcriptos de gran longitud que corresponden a la trascripcion total del
operon cyaABDE, lo cual indica que la maquinaria de trascripcion no siempre reconoce el terminador de la
trascripcion entre el gen estructural y los genes que intervienen en la secrecion de CyaB. En este operdn también fue
identificado un segundo sitio de inicio de la trascripcion en la regidn intergénica cyaA-cyaB que se localiza 30 pb
antes del gen cyaB. La transcripcion de los genes involucrados en la secrecion de la toxina ocurre de manera
constitutiva, tanto en cepas virulentas como en las no virulentas. De esta manera, la expresion de la virulencia
asociada a la toxina se encuentra controlada positivamente a través de una proteina que actda en trans, codificada por
el locus bvg, mientras que los genes de transporte muestran un bajo nivel de expresion constitutiva, independiente del
control de la virulencia.* Por otra parte, CyaA, no contiene un sitio de alta afinidad para la proteina BvgA en su
promotor; de modo que en su lugar tiene varios heptdmeros de la secuencia consenso 5 -TTTCCTA- 3" que se
extiende desde los nucle6tidos -137 y -51, a partir del sitio de inicio de la trascripcién. La fosforilacion de BvgA es
absolutamente requerida para la unién a dichos sitios. La principal secuencia para la unién de BvgA~P se localiza
entre los nucledtidos -100 y -80 y la unién a estos desencadena interacciones cooperativas de BvgA~P con los sitios
vecinos de baja afinidad.™

RECEPTORES aMp2: GENERALIDADES

Los receptores aMf2 pertenecen a la subfamilia de los receptores leucocitarios, conocidos también como: receptores
del complemento- 3 (CR3,* CD11b/CD18,%* 6 Mac-1.>**") Esta subfamilia de receptores integra la matriz
extracelular con el citoesqueleto mediante la transmision bidireccioinal de sefiales.®®* Estas moléculas constituyen un
subgrupo de glicoproteinas heterodiméricas y transmembranicas que juegan un papel importante en diferentes
funciones celulares como: la adhesién de leucocitos al endotelio,’ la agregacién y quimiotaxis de neutréfilos y
monocitos, asi como la fagocitosis y lisis de eritrocitos. Todas estas funciones son mediadas por la interaccion de la
integrina con, al menos, uno de sus ligandos, los cuales incluyen moléculas de adhesion intercelular-1,2 (ICAM-
1,2), factores inactivos del complemento (iC3b), factor X y fibrinégeno.***Adicionalmente, también son activados
por otros componentes procedentes de microorganismos,®” tales como lipopolisacéridos y proteinas.** La subfamilia
de receptores-especifico de leucocitos consta de cuatro miembros: aXp2, aLp2, aDB2 y aMp2, respectivamente.*®
Todos presentan una estructura modular formada por tres regiones: (i) una region extracelular larga y glicosilada en la
que se encuentra el sitio de unién al ligando, (ii) un segmento transmembranico y (iii) una corta region
citoplasmatica,® que requiere del concurso de proteinas adaptadoras para interactuar con el citoesqueleto.®“5%¢ Las
cadenas oy B de los receptores aMB2 corresponden a glicoproteinas transmembrana de 165 kDa y 95 kDa,*’ y estan
frecuentemente expresados en la superficie de linfocitos, células NK, monocitos, macréfagos y granulocitos.*

MECANISMO DE ENTRADA DE TAC EN LAS CELULAS DIANA

El dominio catalitico (AC) de la toxina es conducido hacia el citoplasma de la célula diana a través del poro formado
por el dominio RTX. Este proceso se conoce como internalizacién ¢ intoxicacion. Varias evidencias apoyan el
mecanismo de liberacion del dominio catalitico: Primero, la aparicién de la intoxicacién es rapida; un incremento de
los niveles de AMPc puede ser detectado dentro de segundos después de adicionada la toxina. Segundo, su entrada es
independiente de la acidificacién de las vesiculas endociticas.®® Finalmente, y mas importante TAC es capaz de
invadir tipos celulares que no presentan receptores aMf2, tal como es el caso de los eritrocitos.”® El mecanismo
exacto por el cual la toxina es internalizada en la célula diana no se conoce con claridad. De manera general, en este
proceso se pueden distinguir dos etapas. En la primera etapa, TAC se une a la superficie celular, posiblemente a
gangliésidos. Esto requiere la integridad del extremo C-terminal de la toxina y de la palmitoilacion de la Lys*®. La
union de la toxina a los eritrocitos eventualmente conduce a su lisis, debido a la capacidad que presenta de formar
poros en la membrana. El segundo paso consiste en la liberacion del dominio catalitico dentro del citoplasma de la
célula diana, a través del poro formado en la membrana plasmatica por el dominio C-terminal (Fig. 4). Este proceso
es dependieng%e de la temperatura, del potencial de membrana y de la presencia de concentraciones milimolares de
iones calcio.

EFECTOS DE LA TOXINA ADENILATO CICLASA - HEMOLISINA EN LAS FUNCIONES
CELULARES

La funcién celular es afectada primeramente por la actividad adenilato ciclasa de la toxina. En macréfagos, es
suficiente con una de sus dos actividades. La actividad adenilato ciclasa y la formadora de poros pueden actuar
sinergisticamente potenciando sus efectos en las células diana. Una de las consecuencias de estas actividades que
contribuyen a los efectos citotdxicos de la toxina; es el agotamiento de ATP por la actividad AC y la entrada de
calcio por la formacién de poros en la membrana.****
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Fig .4. Mecanismo hipotético de liberacion del dominio catalitico de la toxina adenilato ciclasa — hemolisina de
Bordetella pertussis (TAC) a través de la membrana plasmatica de la célula diana. Las flechas negras son las hojas
By las lineas continuas que unen a cada hoja son los giros f5. (a) A bajas concentraciones de calcio (<0,1mmol/L),
los dominios hidrofébicos (cilindros) y las cadenas de &cido palmitico, son primeramente insertados en la
membrana. (b) Con altas concentraciones de iones calcio ( >0,1mmol/L) (circulos grises) se unen a los motivos RTX,
lo cual induce un cambio conformacional en estos motivos que resulta en la liberacién del dominio catalitico (AC)
en el citoplasma. Luego de la unién de la calmodulina (CaM), AC cataliza la sintesis de AMPc a partir de ATP:
Membrana externa (ME) y membrana interna (MI).*

TAC provoca cambios en la morfologia celular, incluyendo formacién de vesiculas en la membrana y en el tamafio de
los eritrocitos a través de su actividad hemolitica. Este hecho se correlaciona con la acumulacion de esta molécula en
subdominios de la membrana.®*** En macréfagos, la actividad AC provoca la inactivaciéon de la GTPasa-RhoA,
dando lugar a reordenamientos en el citoesqueleto y la inhibicion de la fagocitosis, mediada por el complemento.’
Adicionalmente, la acumulacién de AMPc induce apoptosis en diferentes células y puede potenciar los efectos
apoptéticos de drogas anticancer en diferentes lineas de células cancerosas.**>**°

EFECTOS DE LA TOXINA ADENILATO CICLASA - HEMOLISINA EN LA MODULACION DE LA
RESPUESTA INMUNE

TAC modula la respuesta del sistema inmunolégico inhibiendo la fagocitosis y los mecanismos oxidativos en
neutréfilos humanos.®® Estudios en modelos animales demostraron que esta toxina es uno de los méas importantes
factores de virulencia de B. pertussis.””*° Esta toxina puede inducir apoptosis en macréfagos in vitro e in vivo.%? Se
ha observado que las cepas mutantes de B. pertussis que no expresan esta toxina son eficientemente fagocitadas por
neutrofilos humanos.”*® Por otra parte, la toxina adenilato ciclasa también tiene un importante efecto
inmunomodulador en el hospedero, lo que contribuye a la patogénesis y sus efectos parecen ser una mezcla de
actividades estimuladoras e inhibitorias.** TAC también regula la expresion de las moléculas MHC clase 11 y co-
estimulatorias en las células dendriticas, induciendo en éstas un estado semimaduro y como consecuencia disminuye
la produccién de citoquinas proinflamatorias.®>®® Este efecto es consecuencia de la actividad enzimética de la toxina,
cuya funcién citotoxica en células eucariota estd asociada a su capacidad formadora de poros.”® Otros estudios
sugieren que la actividad adenilato ciclasa induce la produccién de la citoquina IL-23 e inhibe la de 1L-12,% esta
Gltima es esencial en la activacion de las células T colaboradoras de tipol(Thl), de las células T citotoxicas, células
NK, y en la produccién de interferon-y por macrofagos.”® Adicionalmente, la actividad enzimatica de la toxina
también promueve la produccion de IL-10 en células dendriticas e impide la activacion y quimiotaxis de los
linfocitos T.™"2
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APLICACIONES DE LA TOXINA ADENILATO CICLASA- HEMOLISINA

Uso como herramienta de entrega de antigenos

A partir del hecho de que TAC es capaz de entregar epitopes a las células presentadoras de antigeno e introducir su
sitio catalitico directamente en el citoplasma de las mismas, diversas versiones de la toxina inactivadas
enzimaticamente han sido utilizadas como vector para la internalizacion de epitopes inmunogénicos, que luego son
procesados y presentados por moléculas MHC clase | y Il. Estos epitopes estimulan la respuesta de los linfocitos T
CD4"y T CD8", confiriendo proteccién contra infecciones o tumores.”™ Los epitopes inmunogénicos pueden ser
fusionados al dominio catalitico de TAC de dos maneras; ya sea por métodos quimico 6 mediante ingenieria genética,
siendo este Gltimo el mas empleado.”

En modelos animales, se estudié el efecto de la fusion de epitopes procedentes del virus de inmunodeficiencia
humana (HIV) al dominio catalitico de TAC, y como resultado de este experimento se indujo respuesta de células T
CD8 *y anticuerpos anti-HIV en los animales estudiados.”®’’ Resultados semejantes fueron obtenidos cuando se
fusiond el dominio AC de la toxina a epitopes de Plasmodium falciparium.” Esta tecnologia también se empled en la
fusion de epitopes de Mycaobacterium tuberculosis al dominio catalitico de TAC, y como respuesta se estimul6 la
produccion de IFN-y por linfocitos T en pacientes enfermos con tuberculosis(TB), lo cual podria facilitar la deteccion
de im;g%:ggnes latentes en muestras de sangre de individuos infectados con TB e incluso en individuos infectados con
HIV.=™

El uso como una herramienta para la deteccion de proteinas intracelulares y en estudios de interaccién
proteina-proteina

La toxina adenilato ciclasa es usada como herramienta en diversas investigaciones de Biologia Celular.®" Por
ejemplo, como reportero selectivo para la identificacion de proteinas bacterianas secretadas por el sistema de
secrecion tipo I1l. Estas bacterias por lo general son patogenas de plantas y animales e insertan directamente sus
toxinas en el citoplasma de células eucariota. Este mecanismo de secrecién ha sido identificado en: Salmonella spp,*
Yersinia spp,®® Xanthomonas spp,* Shigella spp, en Escherichia coli enteropatogénica y Pseudomonas aeruginosa.®
El sistema reportero consiste en fusionar la proteina acerca de la cual se quiere conocer el mecanismo de secrecion al
dominio catalitico de TAC mediante ingenieria genética. De modo que cuando la fusion es introducida en el
citoplasma de las células eucariota por la bacteria el dominio catalitico se une a CaM e inmediatamente cataliza la
sintesis de grandes cantidades de AMPc.*® La CyaA, también se ha empleado en el desarrollo de ensayos
colorimétricos que permiten determinar la viabilidad celular mediante el sistema de secrecién tipo 111.%°

La estructura modular del dominio AC de TAC se compone de dos fragmentos complementarios. Esta caracteristica
brinda la posibilidad de estudiar las interacciones proteina-proteina en mutantes de E. coli que no expresan adenilato
ciclasa (E. coli-AC") mediante la fusion por separado de dichos fragmentos a la proteina en estudio. La actividad
adenilato ciclasa se encuentra asociada a la complementacion de los fragmentos y la sintesis de AMPc, De este modo,
es posible detectarla fenotipicamente en mutantes de E. coli-AC’, que pasan a ser (E. coli-AC"). ¥

Por otra parte; la toxina ha sido empleada, con resultados alentadores en la caracterizacién de proteinas de E. coli,
involucradas en la division celular,®” y en la deteccion de codones de parada en genes prematuros.®

Uso como un posible componente de las vacunas acelulares antipertusicas

A pesar de que la toxina adenilato ciclasa constituye uno de los principales factores de virulencia para B. pertussis,
esta no ha sido incluida como un componente en vacunas acelulares de nueva generacién.?” En ratones inmunizados
con la toxina purificada se ha visto cierto grado de proteccion contra B. pertussis,®® debido a que los anticuerpos anti-
CyaA neutralizan a la toxina y por tanto estimulan la fagocitosis de la bacteria mediada por los neutréfilos.* Se ha
reportado la posibilidad de incluir a la toxina como un nuevo componente de las vacunas contra el agente causal de la
tosferina, ya que la inmunizaciéon con CyaA inactivada, en combinacidon con otros componentes de las vacunas
acelulares, protege significativamente contra B. pertussis.”* Sin embargo, se encontré como un efecto no deseado,
que la toxina bloguea temporalmente a los receptores CR3 e inhibe la fagocitosis dependiente del complemento por
neutrc’n‘ilos,::*92 por lo que, la posibilidad de su inclusién como un componentes en las vacunas acelulares se esta
estudiando.

CONCLUSIONES

La toxina adenilato ciclasa — hemolisina de Bordetella pertussis, constituye uno de sus principales factores de
virulencia. La estructura flexible de la toxina la convierten en una importante herramienta para la industria
biofarmacéutica y la investigacion. A pesar de la elevada respuesta humoral y celular inducida por la forma
inactivada de la toxina en modelos animales, su inclusién como un componente adicional en las vacunas acelulares
contra B. pertussis continta en discusion.
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