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Introduccién

El carbunco, carbunclo bacteridiano, carbon,
grano malo o antrax es una enfermedad conocida
desde la antigliedad que afecta fundamentalmente a
animales herbivoros, causando epizootias con gran-
des pérdidas econdmicas. Es, ademas, una zoonosis
(Scorpio et al. 2006). El Bacillus anthracis (Koch 1876)
ha sido utilizado desde hace afios como arma biol6gi-
ca, dada su facilidad de cultivo, la perdurabilidad de
las formas esporuladas y su alta capacidad infectante
(Tournier et al. 2009). Los antecedentes como tal se
remontan a ambas guerras mundiales. Por otra parte,
los escapes producidos al medio ambiente en forma
accidental, presumiblemente por deficiente manejo
de las plantas productoras de estas armas bioldgicas,
han causado grandes pérdidas de vidas humanas
(Christopher et al. 1997).

A partir de la caida de las torres gemelas en
Estados Unidos, en el afio 2001, Bacillus anthracis
ha recobrado protagonismo como microorganismo
de eleccion para actos bioterroristas, superando,
inclusive, a otros patégenos, como los virus Ebola
o virus de la viruela (small pox), que requieren una
mayor complejidad de cultivo, manejo y conservacion
(Riedel 2005).

El antrax afecta a animales domésticos, salvajes
y exoticos. Las especies afectadas incluyen equinos,
vacunos, ovinos, caprinos, porcinos, hipopétamos,
elefantes, leones, cebras y camélidos (Dominguez
Carmona y Dominguez de la Calle 2005). General-
mente las personas se contagian por contacto con
animales infectados, utensilios o productos animales
contaminados, presentando tres formas tipicas de in-
feccion: cutanea, gastrointestinal e inhalatoria, siendo
esta ultima la mas peligrosa (Abramova et al. 1993;
Iglesby et al. 2002; Mock y Fouet 2001).

Desde las postrimerias del siglo XIX existe
una gran cantidad de trabajos sobre desarrollo de
vacunas anticarbuncosas, observandose a partir
del mismo momento de la implementacion de la
vacunacioén un descenso importante y paulatino de
la tasa de infeccion (Scorpio 2006). Por otra parte,
el desarrollo de las vacunas ha experimentado un
progreso significativo desde aquella primera a base
de células disefiada y elaborada por Louis Pasteur
en 1881 (Geison 1995), pasando por la cepa pXO2
negativa desarrollada por Max Sterne en la década de
1930 (Sterne 1937), las vacunas a toxoide (Turnbull
et al. 1988), las de filtrados de cultivo adsorbidos por
hidroxido de aluminio en 1970 (BioThrax: anthrax
vaccine adsorbed 2008), hasta las vacunas recom-
binantes del antigeno protector (PAr) disponibles,
seguramente, en un futuro no lejano. Todos estos
procedimientos produjeron un pronunciado refina-
miento de las mismas, con un incremento considera-
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ble en la seguridad y una disminucion de reacciones
adversas asociadas a la vacunacion, sin disminuir
la efectividad. La amenaza de desarrollo de cepas
de Bacillus anthracis genéticamente modificadas,
resistentes a antibidticos o a las vacunas existentes,
hace necesario profundizar las investigaciones con el
objetivo de encontrar nuevas técnicas que incluyan
hibridacion en sitios genémicos, protedmicos o en
transposones con el fin de desarrollar nuevas vacu-
nas que protejan contra infecciones producidas por
variantes muy patoégenas.

Historia

La enfermedad fue mencionada por Hipécra-
tes al describir ciertas lesiones cutaneas de la piel
y la design6 con el nombre de anthrax debido a su
aspecto (etimologicamente del griego anthrax: carbén)
(Schwartz et al. 2009). Esta enfermedad era muy bien
conocida en Europa encontrandose citas en la litera-
tura que ubican la descripcion entre los anos 1491 y
1190 AC. Existen algunas referencias no tan precisas
sobre la aparicion de casos en China, coincidentes con
la sintomatologia de carbunco mucho mas antiguas
(3000 AC). La enfermedad esta descripta en el Viejo
Testamento (Exodus 9:3) como dos de las diez plagas
(5: pestilencias y 6: granos o furdnculos) (Guichard et
al. 2012).

Uno de los primeros incidentes bien docu-
mentados data del afio 1500 AC cuando los egipcios
describieron “la plaga del furinculo” (“plague of boils”)
que afectaba al ganado del faraén (Holmes 2003).
Hacia fines del siglo XV, John Bell encuentra la en-
fermedad en humanos cardadores de lana (History of
anthrax through the age). Casimir Davaines, médico
francés, describio por primera vez el agente etiologico
al observarlo en la sangre de carneros infectados en
el ano 1850 (Geison 1995; Kauffman, Schaible 2005;
Tournier et al. 2009). En 1876 Koch lo aisl6 en estado
puro y lo clasificd, denominandolo Bacillus anthracis
(Carter 1985; Davis et al. 1996; Geison 1995). Entre
los afios 1880 y 1881 se registrd, por primera vez, el
uso exitoso de una vacuna a base celular. En efecto,
Jean-Joseph Henri Toussaint, William Smith Greenfield
y Louis Pasteur en Pouilly le-Fort vacunaron, y desa-
fiaron luego con una cepa patdgena, a 24 carneros,
1 cabra y 6 vacas (Pasteur ef al. 1880; Scorpio ef al.
2006).En 1904, Oskar Bail identificé el factor protector,
FP (del inglés, protector antigen - PA) en exudados
de animales infectados (Bail 1904). Gladstone (1946)
aislo el FP en filtrado de cultivos. En la década de
1950, Harry Smith y Keppie (1963) descubrieron la
estructura completa de la toxina del Bacillus anthracis.

Si bien, como se mencionara previamente, el
uso del bacilo como arma biolégica data de la prime-
ra guerra mundial, en la ultima década ha cobrado
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inusitada relevancia después de la destruccion de las
torres gemelas en el ano 2001 (Friedlander 2001b).
Con posterioridad a ello se utilizaron esporos del ba-
cilo aerolizados en sistemas de aire acondicionado,
0 contaminando correspondencia, dada la elevada
patogenicidad y mortalidad de la forma inhalatoria,
pasando la sintomatologia practicamente desaperci-
bida y confundiendo la misma con estados gripales,
que hace que cuando se instala el tratamiento si no
se esta prevenido sobre la posible causa, sea de-
masiado tarde, provocando una tasa importante de
mortalidad/morbilidad. En Estados Unidos, luego del
atentado contra las torres gemelas, el correo fue el
medio utilizado, siendo responsable, por lo menos,
de 22 casos confirmados de antrax (11 cutaneos y 11
inhalatorios) incluyendo 5 defunciones, en 7 localida-
des (Jernigan 2001).

Con anterioridad, en 1979, se describieron 96
casos de antrax en humanos, con un saldo de 68
muertos, debido a un escape accidental de esporos
de un laboratorio militar en la localidad de Sverdlosk,
en la Unién de Republicas Socialistas Soviéticas
(Abramova et al. 1993; Meselson et al. 1994). Sin
embargo, la primera comunicacion sobre el uso del
Bacillus anthracis con fines de bioterrorismo data de
1993, cuando Aum Shinrikyo, del culto del fin del mun-
do, esparcié esporos en Tokio, Japon, desde lo alto de
un edificio. Aparentemente, no tuvo efectos deletéreos
ya que la cepa utilizada era, probablemente, la cepa
Sterne, variante atenuada vacunal (Keim et al. 2001;
Takahashi et al. 2004).

Agente etiologico

El agente etioldgico, Bacillus anthracis,
pertenece al género Bacillus, constituido por bacilos
grandes, Gram positivos, de alrededorde 1 a 1,5 um
de ancho por 3 a 10 um de largo, con capacidad de
formar esporos. Estos bacilos crecen de manera 6pti-
ma en condiciones aerdbicas y no son exigentes desde
el punto de vista metabdlico, desarrollando perfecta-
mente bien en medios comunes con una temperatura
Optima de incubacién de 37 °C, pudiendo hacerlo en
un rango comprendido entre los 25y 37 °C.

En tejidos provenientes de animales infectados
pueden encontrarse en forma de bacilos aislados o
formando cadenas cortas. Las colonias son grandes,
rugosas, grisaceas y de bordes irregulares.

Los tejidos de los animales afectados, es-
pecialmente la sangre, contienen gran cantidad de
bacilos y esporos que son liberados al exterior por
hemorragias a través de las aberturas naturales, como
asimismo por orina, saliva, vomitos, heces, sobre
todo con melena, e incluso por leche. La incorrecta
eliminacion de los cadaveres (cuando permanecen en
la superficie, son trasladados o enterrados en condi-

ciones precarias), por no seguir estrictas normas de
bioseguridad, provocan una gran contaminacion del
suelo. Esto origina una alta concentracion de esporos
en los sitios donde la enfermedad es enzodtica, lo
que constituye los denominados campos malditos.
Se han descripto casos de contaminacién del suelo a
través del uso de fertilizantes, sobre todo elaborados
a partir de harina de hueso, en la que los esporos so-
breviven a los procesos de manufactura (FAO 2001).
Sin embargo, la persistencia de los bacilos en el suelo
esta condicionada por los procesos biolégicos que en
él se desarrollan, afectando fundamentalmente a la
forma vegetativa cuando todavia no ha esporulado.
Sufren procesos de competicién con las bacterias
de la flora teldrica, especialmente con especies del
género Pseudomonas. Dominguez Carmona y Do-
minguez de la Calle (2005) mencionan la capacidad
que poseen las aflatoxinas de inhibir el desarrollo de
ciertas especies de bacterias del género Bacillus. Se
ha demostrado que concentraciones de 10 pg/ml son
capaces de inhibir el desarrollo de B. brevis mientras
que concentraciones mas altas (15 pg/ml) inhiben el
desarrollo de B. megaterium y B. anthracis.

El suelo es el habitat natural del esporo y princi-
pal fuente de contaminacién del ganado, siendo el pH
ideal superior a 6, ya que los muy acidos no permiten
la supervivencia de los mismos. También se ha encon-
trado el esporo en suelos aridos y semidridos de Africa,
Asia y Sudamérica (Salle et al. 2006; Turnbull et al.
2002). Se han descripto casos de carbunco a media-
dos del siglo XX en Canada, como consecuencia de
la contaminacion del suelo con efluentes provenientes
de la industria del cuero.

La viabilidad de los esporos no es indefinida,
pero una gran cantidad de trabajos demuestra una per-
durabilidad apreciable. Pasteur, Roux y Chamberland
encontraron formas viables en el suelo luego de 17
afos de haber sido enterrado un animal afectado de
carbunco (Pasteur et al. 1880). Merchant et al. (1961)
citan la aparicion de casos de carbunco luego de 25
afnos de haberse registrado casos en el lugar. Domin-
guez Carmona y Dominguez de la Calle (2005) men-
cionan en su publicacion el hallazgo de esporos viables
en escobillones, algodén y papel de envolver entre 12
y 41 anos después del contacto. Wilson et al. (1964)
encontraron esporos viables en una botella con tierra
seca luego de 60 afios. En huesos provenientes de
excavaciones arqueoldgicas realizadas en el Parque
Nacional Kruger de la Republica de Sudafrica, fueron
encontrados esporos de una data aproximada de 200
afos. El Dr. Garcia Carrillo (comunicacion personal),
a cargo del area de carbunco, en el entonces Centro
Panamericano de Zoonosis, mencionaba la estabilidad
de esporos de la cepa Sterne 34 F2 en cultivos madres
para elaboracion de vacunas durante 11 anos.
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En general, el suelo es reservorio de esporos,
desde donde se infectan los animales, siendo el ciclo
mas frecuente de transmisiéon animal-suelo-animal,
aunque existen otras como a través de paja, estiércol,
establos, pesebres y camas. No debe descartarse
el contagio por la ingestion de carnes provenientes
de animales enfermos o alimentos naturales o ba-
lanceados contaminados, sobre todo estos ultimos,
con harinas de carne o de hueso en su composicion,
provenientes de animales infectados. La mayor parte
de las infecciones se produce por la ingestion o inha-
lacién de esporos provenientes de pastos de terrenos
contaminados, los que penetran por abrasiones de la
piel y/o mucosas o a través del aparato respiratorio.

Los brotes son mas frecuentes en verano, por el
hecho de que los pastos son generalmente mas cortos,
ralos y duros debido a la sequedad del ambiente, y
los animales al pastar rozan la tierra con el hocico, lo
cual favorece la aparicion de abrasiones en la barrera
cutaneo-mucosa. Por otra parte, la sequedad ambien-
te, aumenta la presencia de esporos en el polvo.

Si bien hasta el momento la utilizaciéon de
Bacillus anthracis en la guerra bioldgica y atentados
bioterroristas no ha tenido una tasa significativa de
afectados, varias proyecciones permiten caracterizar a
este agente etiolégico como de gran poder devastador
y de alta mortalidad ante nuevos ataques, sobre todo
ante la posibilidad de que las organizaciones bioterro-
ristas obtengan cepas resistentes a las vacunas y/o
antibioticos, lo que hara necesario la disponibilidad de
una mayor cantidad de vacunas efectivas y seguras.
La investigacidon esta focalizada en la obtencion de
vacunas multivalentes con capacidad de neutralizacién
en las diversas etapas del desarrollo de la enfermedad
con la intencion de minimizar la replicacion del bacilo
en los tejidos del hospedador y disminuir la capacidad
de expresar moléculas toxicas.

Susceptibilidad de las especies a la
infeccion

Hay notables diferencias de susceptibilidad
entre las distintas especies. La cabra es la mas
sensible y, por ello, es considerada animal centinela.
Le siguen los 6vidos, excepto el carnero de Argelia
que es muy resistente, bovidos y demas herbivoros
(Blood ef al. 1983). Entre los factores que modifican
la susceptibilidad podemos mencionar la eficacia de
la fagocitosis por parte de los polimorfonucleares
neutrdfilos, la presencia de sustancias bactericidas
séricas y la efectividad del complemento, habién-
dose observado que la deficiencia de la fraccion C5
del mismo disminuye la resistencia a la enfermedad.
Una dieta alimentaria carente de lisina (aminoacido
requerido para una correcta fagocitosis), radiaciones,
corticoides, estrés o modificaciones en las condiciones
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del habitat favorecen el desarrollo de la enfermedad.
Basta recordar las experiencias de Pasteur que logré
producir la enfermedad en las gallinas al sumergir
una o ambas patas en agua fria, o en ranas cuya
temperatura corporal se elevaba y mantenia a 36-38°
C (Walker et al. 1967).

En el cerdo se han encontrado bacilos en los
linfonédulos submaxilares y mesentéricos sin pro-
duccién de enfermedad. Se debe puntualizar que, en
esta especie, la enfermedad se caracteriza por una
marcada tumefaccion faringea y cervical.

En zooldgicos se han afectado elefantes, leo-
nes, leopardos, pumas y 0s0s, entre otras especies.
Los roedores suelen ser resistentes, destacandose el
vison aleutiano, que no la padece. En ratas inocula-
das con el bacilo, solo se afecta el 14 % (Dominguez
Carmona y Dominguez de la Calle 2005).

Los perros y gatos son muy resistentes, sobre
todo los adultos, pero una vez afectados suelen morir
por edema laringeo y lesiones asociadas del tracto
digestivo. Las aves son muy resistentes, aunque su
presencia se ha observado en avestruces y en patos,
en heces de 4guila y en el buche del gorrién inglés.
Las aves carrofieras pueden eliminar esporos a través
de las heces, a pesar del acido urico presente en las
mismas (Dominguez Carmona y Dominguez de la
Calle 2005). Los animales poiquilotermos, entre ellos
los peces, son muy resistentes.

Variabilidad genética

La gran variabilidad genética de B. anthracis
depende basicamente de las regiones denominadas
VITA. Se conocen, como minimo, diez serotipos, mu-
chos genotipos y una gran cantidad de subgenotipos
(Pavan et al. 2011; Read et al. 2002, 2003, 2005). Esta
variabilidad genética permite identificar al bacilo actuan-
te en un brote y realizar la trazabilidad o modo de dise-
minacion del mismo. Fouet et al. (2002) observaron que
50 aislamientos provenientes de animales de Francia
correspondian a 8 genotipos distintos, pertenecientes
a dos racimos genéticos. El genotipo tipificado como
B2 fue prevalente en el sur y el identificado como A1,
solo fue hallado en el norte. Realizando el seguimiento
del origen del bacilo se determind que el brote procedia
del sur de Africa. Smith et al., en trabajos realizados
en el afo 1999, determinaron que las cepas aisladas
procedentes del Parque Kruger de la Republica de
Sudéafrica pertenecian a diferentes genotipos, lo que
permitio inferir que se asentaron alli desde hace mucho
tiempo. El subtipado molecular del Bacillus anthracis es
muy importante en la determinacion, diferenciacion e
identificacion de las diversas cepas, lo que, entre otras
ventajas, puede ayudar mucho a la identificacion de la
procedencia de los esporos utilizados por el bioterro-
rismo (Smith ef al. 1999).
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Factores asociados a la patogenicidad de
Bacillus anthracis

Bacillus anthracis se caracteriza por su larga
persistencia en el suelo, dada su capacidad de es-
porular que, si bien no es un factor de patogenicidad
directo, esta asociado a los procesos de permanencia
en el ambiente y a la capacidad de infeccion (Scorpio
et al. 2006). Posee dos factores de patogenicidad
principales, ampliamente descriptos desde hace afios
en laliteratura: la capsula, constituida por acido poli-y-
glutamico (PGA), codificado por un plasmido denomi-
nado pXO2 y la toxina especifica codificada por otro
plasmido termosensible, denominado pXO1 (Pavan et
al. 2011). Con posterioridad han sido descriptos otros
que pasaremos a detallar.

Forma de resistencia: esporo

El esporo constituye la forma de resistencia
de las bacterias, presentando, como caracteristica
importante, una alta perdurabilidad en el medio am-
biente. Cuando la forma vegetativa de Bacillus anthra-
cis toma contacto con el aire, y en particular con el
oxigeno, origina la formacion de esporos, los que son
los responsables de la supervivencia del patdgeno por
muchos anos, soportando inclemencias climaticas y
permitiendo la transmisién de la enfermedad a hués-
pedes susceptibles, incluyendo el hombre (Tournier
et al. 2009). Por otra parte, algunos autores también
mencionan el hallazgo de formas vegetativas del bacilo
en ciertos tipos de suelos.

El esporo esférico u oval (Fig. 1), que no de-
forma el bacilo, mide 0,8 a 1 um y esta formado por

Media
Interna

Exespars
- /Exurna
—— e Cobertura
P Ny ' Corteza

Protoplasto
(corazdén del esporao)

— . Membrana

™ protoplastica
Figura 1. Corte de esporo de B. anthracis. Protoplasto,
corazon del esporo o core. Contiene el DNA y todos
los elementos necesarios en forma deshidratada con
capacidad de dar nacimiento a la nueva célula. Cor-
teza. Finas laminas compuestas de peptidoglicanos,
que le dan al esporo mucha resistencia a diversos
agentes injuriantes. Cobertura. Estructura proteica
con capacidad de tamizar y excluir el paso hacia la
parte mas profunda del esporo de algunas enzimas
y productos quimicos. Exosporo. Estructura mas ex-
terna del esporo en forma de saco. Bacillus subtilis
no posee esta capa.

varias capas, siendo la mas externa el exosporo,
seguida hacia el interior de una cobertura con tres
capas o estamentos -externa, media e interna- luego
la corteza, la membrana protoplastica y el protoplasto
o corazoén del esporo (Moberly et al. 1966).

Capsula

La capsula cumple un importante rol en la
patogenia de la enfermedad, ya que impide la fago-
citosis, protegiendo al bacilo, ademas, de la accién
litica del complemento (Pavan ef al. 2011). Es un
factor esencial para la virulencia y responsable de la
permanencia del bacilo en el organismo para iniciar
su accion patégena.

Ultraestructuralmente, la capsula del bacilo es
una estructura compuesta enteramente por acido poli-
D-glutamico o poli-D-y-glutamato, pero solo en la con-
figuracion D. La sintesis de la capsula es dependiente
de cuatro proteinas (Cap A, B, C y E) codificadas en
un operon denominado pXO2 (Pavan ef al. 2011).

Otra proteina codificada por el operdn cap es
la denominada Cap D o Dep A. Entre las funciones
especificas de esta proteina podemos mencionar
la posibilidad de degradar la capsula y provocar la
liberacion de fragmentos de bajo peso molecular,
relacionados fuertemente con la virulencia. Ademas,
aparentemente, Cap D es capaz de ligar covalente-
mente la capsula a los peptidoglicanos presentes en
la pared celular (Candela et al. 2005; Fouet 2009;
Ricter et al. 2009).

La capsula esta codificada por tres genes
situados en el plasmido de 110-kilobases. Es un
polimero de acido poli-D-glutamico que determina
la resistencia a la fagocitosis y a la lisis por protei-
nas catidnicas del suero (Keppie ef al. 1963). Una
L-aminoacido-transaminasa presente en el Bacillus
anthracis, y también en el B. subtilis, forma L-alanina
(y acido a-cetoglutarico) a partir del acido piravico y
del &cido L-glutamico. Luego, por accién de la alanin-
racemasa, se transforma en D-alanina. Esta D-alanina,
conjuntamente con el acido a-cetoglutérico, a través
del accionar de una D-amino-transaminasa, pasa a
acido D-glutaminico que al polimerizarse dara lugar
a la formacion de la capsula.

Las propiedades antifagociticas de la capsula
fueron descriptas por Gruber y Futaki en 1907 y, en
1915, Bail las asocidé con la virulencia del bacilo.
Trabajos realizados por Keppie et al. en 1963 demos-
traron que cuando se lograba adicionar nuevamente
capsula a aquellas cepas a las cuales se les habia
eliminado genéticamente la posibilidad de producirlas
e identificadas como cepas NP y cepa Sterne, éstas
recuperaban la capacidad de inhibir la fagocitosis por
parte de los polimorfonucleares neutréfilos del coba-
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yo. De acuerdo con esto, podemos concluir que los
anticuerpos anticapsulares favorecen la fagocitosis.

La capsula también produce el camuflaje del
bacilo hacia el sistema inmune, dada la propiedad que
tiene de adherir proteinas del hospedador. Durante la
década de 1930, los investigadores demostraron que
la capsula es también capaz de unirse a proteinas
basicas del suero, como la lisozima, con posibilidad,
ademas, de desactivar péptidos catiénicos con pro-
piedades antibacterianas (Makino et al. 1989, 2002;
Schneerson et al. 2003). Se ha sugerido que los
fragmentos de la capsula pueden unirse a mediadores
de la inmunidad innata actuando como inmunomodu-
ladores. También puede unir el complemento, quizas
en conjuncién con una capa de proteina S, y provocar
la inhibicion de la actividad antracida normal del suero
de caballo y de extractos leucocitarios de cobayos
(Harvill et al. 2005; Makino et al. 2002; Zwartouw y
Smith 1956).

Toxina

El esporo de Bacillus anthracis es el respon-
sable de su persistencia en el ambiente y de la forma
de ingreso al organismo. La capsula presente en la
fase vegetativa impide la eliminacién del esporo por
parte de las células especificas de la inmunidad innata
permitiendo la multiplicacién del bacilo. La toxina, final-
mente producida por estas células, produce la muerte
del individuo y la posterior liberacion de los esporos al
medio para reiniciar el ciclo (Glomski 2011).

En el ano 1954, Smith y Keppie demostraron
que el suero extraido de cobayos infectados con
Bacillus anthracis, esterilizado mediante filtracion, y
por ende libre de bacterias, cuando se inocula a otro
cobayo por via endovenosa es capaz de producir la
muerte del mismo. Este mismo filtrado cuando se
inocula por via subcutanea produce un pronunciado
edema. Los mismos autores, mas tarde, describieron
la presencia de dos metabolitos con capacidades toxi-
cas diferentes cuando se unen a una proteina central
que actua a modo de receptor (Dominguez Carmona
y Dominguez de la Calle 2005; Leppla 1991; Leppla et
al. 1990; Loving et al. 2009; Moayeri y Leppla 2001).

Bacillus anthracis produce una unica toxina de
estructura proteica codificada por un plasmido ter-
mosensible denominado pXO1. Esta constituida por
tres factores antigénicamente diferentes, codificados
por genes plasmidicos distintos y denominados: el
antigeno protector, PA, (protector antigen) o FP (factor
protector), el factor edematdégeno o FE o EF (edema
factor) y el factor letal o FL o LF (/ethal factor) (Moayeri
et al. 2004; Pavan et al. 2011; Tournier et al. 2009).

El PA, en realidad, y contrariamente a lo que
podemos suponer, no es un factor protector para el
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hospedador, sino que precisamente actua de manera
inversa, ya que constituye la llave que permite el in-
greso a las células de los otros dos factores cuando
se copulan con él. La asociacion de este PA con el FL
da lugar a la formacion de la denominada toxina letal,
TL o LT (lethal toxin) y cuando se conjuga el PA con
el FE se produce la denominada toxina edematogena
o TE o ET (edema toxin). Esta unién se produce de
manera aleatoria.

Una vez descubierta la toxina y establecida su
estructura en la década del 60, la investigacion entro
en un impasse, resurgiendo en la década de los 80
con los avances en biologia molecular, sobre todo en
el clonado de toxinas y en la purificacion de las mis-
mas. En la década del 90, los descubrimientos en la
genética de los gérmenes Gram positivos, posibilitd la
creacion de mutantes isogénicas, conteniendo genes
productores de toxinas, surgiendo de los estudios lle-
vados a cabo por Cataldi et al. (1990) y por Pezard et
al. (1991) que el mayor factor de virulencia del Bacillus
anthracis es la toxina letal (Bergman 2011).

El descubrimiento del mecanismo de muerte
por la accién de la toxina sobre macrofagos, y también
sobre células eucaridticas, pone en primer plano la
funcion del PA como mecanismo principal de activa-
cién. Con posterioridad al ataque terrorista sufrido por
Estados Unidos en al afio 2001, los estudios sobre la
TL crecieron exponencialmente, superando en una
relacion de 10 a 1 a los realizados sobre la TE. La
funcion de esta toxina practicamente permanecio
ignorada durante dos décadas mas.

La toxina del carbunco es similar ala de muchas
especies de Clostridium (Barth et al. 2004). Estas toxi-
nas estan formadas por dos componentes esenciales:
uno denominado A, con propiedades enzimaticas y de
fijacion a membranas celulares, y otro denominado
B, que no se encuentra ligado al A en solucién y que
es secretado por la misma bacteria, pero que tiene
la particularidad de unirse al A para ejercer su accion
deletérea cuando éste se ha activado o modificado.

Los tres componentes de la toxina del antrax
son secretados en forma independiente. Se encuen-
tran libres en las fases liquidas de la sangre, en la linfa
y también en los tejidos. La activacion solo se produce
cuando la fraccion PA se une a su receptor especifico
en la superficie celular o bien, bajo ciertas condicio-
nes, cuando puede ser clivado en la fase liquida en
la que se encuentra (Bradley et al. 2001; Scobie et al.
2003). Una vez activado el PA une en forma aleatoria
s6lo uno de los otros dos factores iniciando la accion
téxica especifica.

El factor edematogeno (FE) o factor | pesa
89 Kd y fue descubierto por Watson et al. (1947) en
el edema, en el plasma y en los tejidos. Smith et al.
(1953) lo extrajeron de sangre de cobayo en la etapa
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terminal de la enfermedad (Leppla 1982; Leppla et
al. 1996; Smith Keppie 1954). Es un adenilatocicla-
sa calmodulin-Ca2+ dependiente, que origina en el
citoplasma de la célula blanco la formacién de AMPc
inhibiendo la actividad fagocitica de los leucocitos
polimorfonucleares neutréfilos (PMN), aumentando la
permeabilidad capilar y dando lugar a la produccion
de edema (Pavan ef al. 2011).

El FE disminuye la inmunidad por varios meca-
nismos, especialmente inhibiendo la fagocitosis. En
1911, Baily et al. encontraron que la toxina impide la
destruccion de la bacteria por parte de los PMN. Este
efecto se debe a la inhibicién de la quimiotaxis de los
PMN (Kashiba et al. 1959; Loving et al. 2009) con
supresion del estallido respiratorio en estas células
(O’Brien et al. 1985). También inhibe la sintesis de
la IL-6 y el TNF (factor de necrosis tumoral) por los
monocitos, determinando, consecuentemente, una
disminucion de la resistencia del hospedador.

El factor letal, FL o LF o factor Il es el principal
responsable de la virulencia. La molécula tiene una
masa de 90 Kd. Es una proteasa dependiente del
zinc, una metaloenzima, activable por mitdgenos, con
capacidad destructiva de los macrofagos (Moayeri y
Leppla 2009). El FL tiene cuatro dominios funcional-
mente activos situados correlativamente en la estruc-
tura primaria de la proteina, siendo el dominio | el que
determina la union al PA.

El antigeno protector, PA, o factor Il, fue descu-
bierto en 1904 por Bail. Tiene una masa de 83 Kd, con
una estructura heptamérica. Es inmunogénico y los
anticuerpos especificos tienen la capacidad de prote-
ger a la rata y al cobayo previamente inmunizado con
vacuna especifica de la inoculacion de esporos, pero
si se les aplica a estos animales toxina preformada,
no los protegen de la muerte.

Cuando Pasteur elaboré su primera vacuna
y sometidé los cultivos a temperaturas de 42,5 °C,
elimind unos 10 plasmidos (Wright ef al. 1998) que
son los que intervienen en la produccién de PAy FL.
Como consecuencia de ello, logré una disminucion
de la patogenicidad, creyendo erroneamente, en ese
entonces, que se habia producido una “atenuacion” del
bacilo. El tiempo de permanencia a esas temperaturas,
denominadas “disgenésicas”, permitia obtener cepas
con una mayor o menor patogenicidad, siendo esta
disminucion concordante con la cantidad de formas
vegetativas que perdian la posibilidad de producir
toxinas.

Segun los conceptos actuales, no se trataba
de una verdadera atenuacion de la cepa, sino que,
en realidad, convivian formas virulentas con otras
que habian perdido su capacidad toéxica. Segun la
relacion entre ellas, se obtenian cepas mas o menos
“atenuadas” (Mikesell ef al. 1983).

Otros factores de virulencia
Sideroforos: bacilibactina y petrobactina

Se considera que la biosintesis de siderofo-
ros es un requerimiento adicional para la virulencia.
Los principales siderdéforos son la bacilibactina, antes
denominada antrabactina, y la petrobactina, antes
antraquelina (Cendrowski et al. 2004 ). Algunas otras
bacterias del género también producen bacilibactina,
por lo que su sola presencia no es indicativa de patoge-
nicidad. La petrobactina seria el Unico sideréforo nece-
sario para la virulencia y el crecimiento de B. anthracis
(Cendrowski et al. 2004). La petrobactina evade a la
siderocalina del sistema inmune innato. En el caso de
B. anthracis, la bacilibactina se une a la siderocalina
0 su complejo con hierro, pero no sucede lo mismo
con la petrobactina, debido a que la diferencia del pa-
tron de hidroxilacion de ésta provoca un gran cambio
conformacional que impide su insercién en el bolsillo
de la siderocalina. Esta diferencia estructural en un
siderdéforo es inusual y permite a la petrobactina libre
0 unida al hierro escapar sigilosamente del sistema
inmune innato del hospedador. Actualmente se esta
investigando sobre el bloqueo de esta petrobactina,
con la intencion de limitar o impedir la replicacion en
el momento de la infeccion (Cendrowski ef al. 2004).

Capa S o S-layer (surface layer)

Es una capa que rodea la pared de las células
vegetativas. Se especula que cumple una funcion
importante en la interaccién microorganismo/medio
ambiente (Mesnage et al. 1997). Podria tratarse de una
capa de proteccion frente a mecanismos de respuesta
del hospedador o actuar como tamiz, permitiendo el
ingreso a la bacteria solamente de ciertas moléculas
de bajo peso molecular. También se cree que facilita
la unién de la bacteria a moléculas presentes en la
célula del hospedador, aumentando su adherencia a
los macréfagos. Contiene dos proteinas sintetizadas
secuencialmente SAP (surface array protein) y EA1
(extractable antigen 1) en forma independiente de la
fase de crecimiento.

En los ultimos afos del siglo pasado se des-
cribié una adhesina BslA (B. anthracis S-layer protein
A) que media la adherencia del bacilo en su forma
vegetativa a la célula hospedadora y se propone como
un factor de virulencia. Segun experiencias realizadas
en cobayos, contribuye a la patogenicidad, ya que
exacerba la DL50 (Mesnage et al. 1997).

Lipoproteina MntA

Es una lipoproteina de membrana 'y se comporta
como factor de virulencia. La delecion de esta proteina
provoca dificultades en el crecimiento, sensibilidad
al estrés oxidativo y una disminucion de la DL50 en
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cobayos. Es fuertemente antigénica pero no induce
proteccioén (Gat ef al. 2005).

Ademas de los factores ya mencionados, Baci-
llus anthracis posee varios genes capaces de codificar
distintas proteinas con capacidad de contribuir a la
virulencia o a la sobrevida en ratones y cobayos utili-
zados como modelos. Algunos de ellos son proteasas
especificas, con capacidad de producir dafio en el
hospedador, contribuyendo directamente al proceso
infeccioso. Otras enzimas que modifican la estructura
de la pared celular pueden promover evasion de la res-
puesta inmune innata. Otros factores no son virulentos
per se, pero pueden promover la germinacion del
esporo, facilitar la adquisicion de nuevos nutrientes,
aumentar la resistencia al estrés oxidativo o estallido
respiratorio de las células endociticas o coordinar una
respuesta global de estrés durante la replicacion en el
hospedador (Chitlaru et al. 2007).

Sintetasa de 6xido nitrico del
Bacillus anthracis: baNOS

Los resultados surgidos en recientes experien-
cias realizadas con una cepa virulenta de Bacillus
anthracis, pero delecionada en los genes responsables
de la produccion de toxina letal y edematégena, han
demostrado que ademas de estos dos factores, la bac-
teria cuenta con otros mecanismos de patogenicidad
(Heninger et al. 2006).

Heninger et al. 2006 demostraron quela TLy la
TE no son necesarias para la patogenicidad de la cepa
AMES luego de la inhalacion de la misma (Chand ef
al. 2009; Levy et al. 2012; Lovchik et al. 2012).

La cepa AMES fue aislada de un animal muerto
de carbunco en Sarita, Texas, en 1981 y utilizada por
el bioterrorismo en al afo 2001 para contaminar cartas
y encomiendas dirigidas a senadores de EE.UU. De
acuerdo con las experiencias realizadas, la toxicidad
seria independiente de la TL y estaria determinada
por la sintetasa de 6xido nitrico que el bacilo posee,
denominada baNOS (Crane et al. 2010; Sudhamsu y
Crane 2009).

A semejanza de lo que sucede en las células
de los mamiferos, el B. anthracis tiene la capacidad
de generar oxido nitrico (ON) a partir de la arginina
(Tizard 2009). En las células del hospedador el ON, y
otras especies reactivas derivadas del reactive oxygen
species (ROS), participan de numerosos eventos bio-
I6gicos como glicdlisis, crecimiento celular, sefiales de
transduccion, respuesta a estrés y mantenimiento de
la homeostasis (Tizard 2009). EI ON puede reaccionar
con el idn superoxido (O,) generando un compuesto
agresivo y de alta toxicidad denominado peroxinitrito
(ONOO) que juega un rol importante en los proce-
sos inflamatorios. El peroxinitrito se forma durante
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las sepsis, procesos inflamatorios, exotoxicidad e
isquemias con reperfusioén de los tejidos, condiciones
todas en las que se incrementa la produccién de ON
y superoéxido, participando en la expresion patoldgica
de estos procesos (Pacher et al. 2007).

Los peroxinitritos participan en la nitratacion
de residuos de tirosina (3-nitrotirosina) dando como
resultado la modulacién de actividades cataliticas de
sefales celulares y de la reorganizacion del citoesque-
leto (Chung et al. 2013; Habib y Ali 2011).

El baNOS juega un rol esencial en la virulencia
del Bacillus anthracis en los primeros estadios de la
enfermedad, involucrando interacciones de la bacteria
con macroéfagos y, posteriormente, afecta también a
células no fagociticas del hospedador. Uno de estos
mecanismos confiere proteccion al B. anthracis contra
moléculas reactivas producidas dentro del macréfago
del hospedador, previniendo el dafio que estas molé-
culas oxidativas pueden producir al DNA bacteriano
(Crane et al. 2010, Shudamsu y Crane 2009).

Recientes informes dan cuenta que la S-nitro-
silacion de proteinas mitocondriales derivados del
accionar del ON generado a partir de la ba-NOS, de-
termina una reduccion de la bioenergia del macréfago,
ocasionando la muerte de esta célula. Se demostro,
ademas, que las células bacterianas delecionadas en
los genes con capacidad de producir este ba-NOS re-
sultan muchisimo mas atenuadas cuando se inoculan
al ratén (Shatalin et al. 2008).

Patogénesis

Existen tres formas caracteristicas de la en-
fermedad de acuerdo con la puerta de entrada. En la
forma cutanea el ingreso de los esporos se produce a
través de heridas o abrasiones en la piel 0 mucosas.
En el hombre, es la mas de comun de todas. En la for-
ma inhalatoria los esporos ingresan a través del apara-
to respiratorio y en la digestiva, lo hacen por ingestion
de los mismos (\Wu 2009). Luego de la introduccion en
el huésped susceptible, los esporos pueden pasar ala
forma vegetativa y multiplicarse localmente o bien ser
ingeridos por macrofagos residentes y transportados
al linfonddulo local o regional donde se multiplican,
para luego diseminarse a través de la sangre y linfa
por todo el organismo.

El primer mecanismo de patogenicidad corres-
ponde a la capsula, que por sus propiedades antifa-
gociticas no permite la destruccion por endocitosis
de la forma vegetativa y posibilita que el bacilo se
multiplique facilmente para luego liberar el segundo
factor de patogenicidad, la toxina. Bacillus anthracis
produce, una grave septicemia y, en conjunto con la
posterior liberacion de las toxinas edematogena y letal,
provoca luego un shock séptico seguido de muerte.
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Carbunco cutaneo

Los esporos son introducidos a través de la
piel, generalmente en sitios donde la misma presenta
soluciones de continuidad. En este sitio comienza la
germinacién del esporo y produce necrosis localiza-
da y edematizacién de los tejidos blandos. El paso
de esporo a forma germinativa demora alrededor de
1 a 3 horas y es necesario un dafo tisular con dis-
minucion de la tensién de oxigeno para el inicio del
proceso (Bischof 2007). Por otra parte, los macréfagos
fagocitan esporos, los que son asi trasladados a los
linfonédulos locales y regionales. Durante el trayecto,
el esporo germina, pasa a forma vegetativa y en los
linfonddulos provoca linfoadenopatia y linfangitis.
Como consecuencia de ello se produce septicemia
y comienza la liberacién de toxina. Sin embargo, un
buen tratamiento antibidtico aplicado a tiempo puede
detener el proceso de liberacion de la toxina al eliminar
las formas vegetativas.

Carbunco inhalatorio

El modelo clasico inhalatorio fue descripto por
primera vez por Ross en la década de 1950 y, pos-
teriormente, por Abramova (1993) y Hanna (1998).
Los esporos ingresan al organismo por inhalacion y
dado su pequefio tamano, menor a 5 ym, no puede
ser eliminados por los mecanismos de defensa de la
traquea, los bronquios y los bronquiolos, alcanzando
asi los alvéolos. Alli ubicados, los esporos necesitan ser
fagocitados por los macrofagos alveolares parainiciar la
germinacion, ya que la tension de oxigeno del alvéolo
impide la misma. También es factible que, a través de
mecanismos de la inmunidad innata, como la proteina
fijadora de manosa, puedan adosarse no sélo a macroé-
fagos sino también a las células epiteliales del pulmoén
(Russel 2008). Dentro de las células los esporos en-
cuentran las condiciones ideales de microanaerobiosis
que permite que germinen y pasen a células vegetativas
y luego abandonen las células para volcarse al sistema
linfatico. Pueden producir inflamaccién hemorragica
de los linfonddulos mediastinales (Abramova 1993) y
provocar la formacion de edema pulmonar por bloqueo
linfatico y derrames pleurales con presencia de Bacillus
anthracis o fracciones del mismo (Guarner 2003). La
neumonia focal, hemorragica y necrotizante suele pre-
sentarse, pero de manera poco frecuente (Abramova
1993). La septicemia y la liberacion de toxinas provocan
la muerte del animal por shock séptico. También se han
descripto meningitis hemorragicas como consecuencia
de la diseminacién hematogena.

Entre las 6 y las 18 horas postinfeccion, los ma-
crofagos que transportan los esporos se encuentran
en el seno subcapsular del linfonédulo. Aqui es donde
los esporos germinan y el bacilo prolifera, produciendo
las cadenas que lo distinguen y difundiéndose a través
del sistema circulatorio. A las 24 horas se produce

una multiplicacion masiva del bacilo, encontrandose
formas vegetativas en sangre y mas raramente en el
pulmon.

Ademas del ingreso a través de los macrofagos
pulmonares, existe la posibilidad de que los esporos
puedan ingresar al organismo a través de la mucosa
del tracto respiratorio superior, lo que se ha compro-
bado en roedores (Rayamaijhi et al. 2012). No esta
claro si esto ocurre solo en roedores o también en
otras especies.

La denominada BclA, Bacillus colagen-like
protein de B. anthracis, simula el C1q del componente
del complemento y tiene la propiedad de adherir los
esporos al macréfago mediante los receptores de
membrana especificos para fracciones del comple-
mento (Bozue ef al. 2007). BclA pesa 21 kD, tiene
una secuencia rica en prolina, es similar al colage-
no y es miembro de la familia del TNF, plegado en
espiral. La selectividad sobre la célula parece ser
importante para provocar la muerte del animal y para
lograr una amplia multiplicacion del bacilo, dando
lugar a una mayor produccion de esporos, lo que
favorece una mayor diseminacion de los mismos
(Bozue et al. 2007). La proteina BclA es un antigeno
inmunodominante del esporo y, en consecuencia,
es un futuro blanco para la elaboracién de vacunas
0 para estrategias terapéuticas, lo que se conoce o
denomina técnicamente como sefiuelo. Un hecho
interesante es que los carbohidratos del BclA son
también inmunogénicos.

El receptor especifico de la fraccion C3 del
complemento, también denominado Mac-1 o CD11b/
CD18, es considerado sitio de union especifico de los
esporos de antrax.

Carbunco digestivo

Se produce por la ingestion de esporos de Ba-
cillus anthracis aunque hace poco mas de una década
se comprobd la posibilidad de infeccién por la ingesta
de formas vegetativas presentes en animales. Aparen-
temente, la infeccion por formas vegetativas requiere
la incorporacién de una mayor cantidad de bacterias
en comparacion con la dosis minima de esporos
requeridos (Inglesby 2002). Se han determinado dos
formas distintas de infeccion: una es la orofaringea,
a través de Ulceras o soluciones de continuidad, con
adenopatia regional y edema localizado. Otra es la
denominada abdominal, en la que la puerta de entra-
da esta localizada en la ultima porcion del intestino
delgado y el ciego. En estos casos se verifica la apa-
ricion de lesiones intestinales con edema de la pared,
exudado en la cavidad abdominal y compromiso de
los linfonddulos regionales. Finalmente se producen
septicemia y muerte.
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Rol de Ia toxina de Bacillus anthracis en la
patogénesis

La toxina es una clasica A-B toxina. Ambas
fracciones son secretadas por la célula bacteriana en
forma separada y no se encuentran unidas (Collier y
Young 2003; Duverger et al. 2006; Moayeri et al. 2004;
Mock y Fouet 2001). El precursor PA pesa 83 kD, es
secretado por el bacilo y debe ser activado proteoliti-
camente fuera de ella por tripsina, por una proteasa
no identificada del suero o por proteasas ubicadas en
la superficie celular (furinas o furinas like) que recono-
cen ciertas secuencias (164RKKR167) en el PA83kD.

La prolongada residencia del precursor PA en
las superficies de las células optimiza la adhesion de
FE y FL, favoreciendo el desarrollo de la enfermedad
(Bradley et al. 2001; Collier y Young 2003; Duverger
et al. 2006; Moayeri et al. 2004; Mock y Fouet 2001).
Después de la protedlisis, el PA, ya sea en solucion o
adherido a la célula, pierde una fraccién de unos 20 kD,
dando lugar a la formacion del PAG63, modificando su
estructura y generando una configuracién compuesta
por homoheptameros hidrofébicos. Esta nueva forma,
cuando se encuentra en vesiculas con un pH inferior
a 7, adquiere la capacidad de formar canales en la
membrana de la célula, los que son rapidamente
obstruidos por bloqueadores especificos (Moayeri et
al. 2011). EI FLy el FE poseen, como terminal, un hep-
tapéptido que se integra con el PA63, existiendo una
competitividad entre ambos, que determina la unién
en forma aleatoria de sélo uno de ellos. EI PA activado
puede asociarse con mas de 3 moléculas de FL o FE.
El proceso finaliza con la liberacion en el citosol de las
moléculas toxicas neoformadas (Moayeri ef al. 2011).

La estructura y los mecanismos de accién de la
toxina han sido intensamente estudiados. Esta com-
puesta, como ya hemos expresado, por tres factores
denominados PA, FE, y FL (Loving ef al. 2009). Estos
tres factores son codificados por el plasmido, liberan-
do, aparentemente, en primera instancia, el PAy luego
los otros dos. El PAtiene la particularidad de unirse a
tres tipos de receptores especificos localizados sobre
la membrana celular del hospedador y denominados:

-TEM8, marcador tumoral del endotelio 8 o
también denominado ANTXR1 (Bradley et al. 2001).

-CMG2, proteina 2 de la morfogénesis celular o
también ANTXR2 (Liu ef al. 2010; Scobie et al. 2003).

-Beta1 integrina, recientemente descripta, con
propiedades de cumplir funciones de receptor (Ingram
et al. 2013; Martchenko et al. 2010).

La unién del PA a estos receptores da origen
a la activacion del mismo, finalizando con la union
aleatoria a los otros factores y la traslocacion al citosol
para ejercer su accion especifica.

Ambos marcadores, ANTXR1 y ANTXR2, son
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expresados fuertemente en las células epiteliales
de pulmén, piel e intestino, sitios de entrada del B.
anthracis al organismo (Bonuccelli et al. 2005; Scobie
et al. 2012; Xu et al. 2012).

Estos receptores cumplen otras funciones aso-
ciadas con la union de proteinas componentes de la
matriz extracelular y se especula, ademas, que inter-
vienen en la regulacién de la interaccion con diversos
componentes de la misma, incluyendo la adhesion,
migracion, distribucion del colageno y angiogénesis
(Hotchkiss et al. 2012; Young et al. 2012).

La funcion de los receptores tiene un significa-
do muy importante en el proceso patolégico. Se ha
observado que lineas celulares que han perdido sus
receptores ANTXR1/2 resultan resistentes cuando se
las enfrenta con toxina purificada, mientras que células
que sobreexpresan dichos receptores incrementan
la susceptibilidad a la toxina letal y presentan rapida
apoptosis (Banks ef al. 2005; Salles et al. 2006). Esto
mismo ha sido observado in vivo durante la infeccion
con el bacilo. Los ratones que han sido transfundidos
con mutantes de macréfagos que han perdido la capa-
cidad de expresion de los receptores ANTXR1/2 han
sido capaces de resistir cierta dosis de esporos de B.
anthracis, mientras que aquellos que fueron retrans-
fundidos con macréfagos con capacidad de expresion
de dichos receptores murieron como consecuencia de
la accion de los esporos inoculados (Cote et al. 2008).

Si bien el rol que cumplen los receptores esta
claro en los procesos de la enfermedad, como asimis-
mo las consecuencias inmunorregulatorias que pro-
duce la liberacion de las toxinas, es muy poco lo que
se conoce acerca de la expresion de los receptores
por parte de los leucocitos (Fukao 2004).

Recientemente se ha demostrado que el PA se
une primariamente a las células NKT (natural killer T
cells) preferentemente antes de hacerlo a las células
NK (natural killer cells o células naturalmente asesi-
nas) o a los linfocitos T. También esta claro que, si se
enfrentan macrofagos in vitro a la TE, se produce en
estas células un aumento del mMRNA 'y, consecuente-
mente, una mayor expresion de los receptores ANTXR,
mientras que en ratones a los que se les instila, por
via intranasal, esporos de B. anthracis cepa Sterne
(cepa vacunal), se produce una regulacion negativa
del mMRNAy, por lo tanto, menor expresion de recep-
tores en los macrofagos pulmonares (Maldonado-
Arocho 2006). Por otra parte, se han establecido otros
mecanismos de activacion del PA, mediante enzimas
plasmaticas, sin necesidad de unirse, en primera ins-
tancia, al receptor de membrana.

Las toxinas del carbunco representan el tipico
ejemplo de toxinas que generan inmunosupresion. La
TLinhibe la activacién de numerosas células inmunes,
inclusive polimorfonucleares neutréfilos, monocitos,
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macroéfagos, CD (células dendriticas), LT (linfocitos T)
y LB (linfocitos B). Induce apoptosis de macréfagos
por accién del TNF a través de la via p38 y modifica la
maduracion de las CD alterando los mecanismos de
muerte inducidos por caspasas, siendo estas células
incapaces de iniciar el mecanismo de apoptosis, qui-
zas por alteracion de las funciones de ciertas familias
de mitocondrias, como las denominadas, precisa-
mente, mitocondrias inhibidoras de apoptosis. La TE
también produce la disfuncién del monocito y de la
CD, pero solo en cooperacion con TL.

Los efectos de la toxina comienzan a manifes-
tarse dentro del fagosoma que ingirié el bacilo para,
posteriormente, a través de la TL y la TE, determinar
el curso de la enfermedad. Se pueden describir tres
fases principales:

1.- Una fase de invasion en la puerta de entrada,
en la que la toxina ejerce sus efectos a corta distancia.

2.- Una fase de proliferaciéon de la bacteria en
los érganos linfaticos secundarios, con efectos dele-
téreos localizados principalmente sobre las células
inmunes.

3.- Una fase de difusion terminal caracterizada
por elevado nivel de toxina circulando en la sangre,
con accidn a larga distancia sobre numerosos érganos,
que culmina con la muerte.

Durante las primeras fases la toxina actia como
antiinflamatoria, bloqueando el reclutamiento de célu-
las inflamatorias y, en consecuencia, inhibiendo ambos

RECEPTORES
DE MEMBRANA
TEM 8/CMG2

\ @

FURINAS POLIMERIZACIO

TRASLOCACION
AL CITOSOL

LIBERACION DE FACTORES TOXICOS
T. LETAL/T.EDEMATOGENA

mecanismos de la inmunidad (innata y adaptativa)
alterando la capacidad del hospedador de mantener
la homeostasis. Mas tarde, cuando las toxinas son
liberadas en grandes cantidades en la sangre, alteran
primariamente la funcién de las células endoteliales,
provocan su destrucciéon e inducen shock, coagula-
cion intravascular diseminada, incoagulabilidad de la
sangre por agotamiento de los factores responsables
de la coagulacion vy, finalmente, disfuncion cardiaca,
con elevadas morbilidad y mortalidad (Firoved 2005;
Gordon et al. 1988; Warfel et al. 2005).

Los antibidticos utilizados para el tratamiento
pueden llegar a eliminar las bacterias, pero si éstas ya
han liberado suficiente cantidad de toxinas, la muerte
es inevitable.

Una vez ligado al receptor celular, una proteasa
de la superficie celular que contiene furina C-terminal
divide el PA en dos fragmentos (Molloy et al. 1992).
La activacion del PA es esencial en la génesis de la
enfermedad.

Como las células furina-deficientes conservan
alguna sensibilidad al PA, es evidente que hay otras
proteasas celulares capaces de activar a las toxinas.
El fragmento carboxi-terminal, el PAG& se heptameriza,
es decir, forma agregados de siete moléculas. Los
heptameros tienen gran afinidad para los dominios
N-terminales homdlogos del FL y del FE, a los que
liga enseguida en forma aleatoria, constituyendo el
receptor especifico para el FE o el FL.

.

FORMACION DE PORO

UNION
ALEATORIA

VESICULA ENDOCITICA
C/CLATRINA

Figura 2. Esquema clasico de la formacion de las toxinas e internalizacion al citosol. El PA se une a su receptor
especifico. Por accion enzimatica de las furinas se libera una fraccion de 20Kd. El PA, ahora de 63 Kd, se
polimeriza y da lugar a la formacién de un poro donde se uniran, en forma aleatoria, el FE o el FL. Endocitosis
a través de vesiculas recubiertas con clatrina. Traslocacion al citosol y liberacion de la toxina letal provocando
muerte celular, temprana o retardada, y de la toxina edematdgena, provocando edema e inhibicion de fagocitosis.
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Los complejos resultantes de (PA,,), que se
hallan unidos a sus receptores especificos en la mem-
brana celular y que han fijado al FE o al FL mediante
una union de tipo hidrofébica, introducen el mismo a
la célula, por un proceso de endocitosis, formando
primariamente un endosoma &cido que contiene las
toxinas (Koehler and Collier 1991). El pH acido del
endosoma modifica la conformacion del heptamero
recientemente formado (PA63),y, como consecuencia
de ello, se encuentra ahora insertado en la pared del
endosoma provocando la formacién de un poro en la
membrana del mencionado endosoma. A través de di-
cho poro se produce la internalizacion al citosol de todo
el complejo que acaba de formarse mediante la union
al PA de las fracciones FE o FL, la que se produce,
como ya hemos mencionado, en forma aleatoria. La
union da origen a la formacioén de las toxinas letal y/o
edematdgenay a la liberacién de las mismas dentro de
la célula donde actuan sobre blancos o targets mole-
culares especificos para cada una de ellas (Blaustein
etal. 1989; Benson et al. 1998; Elliot et al. 2000; Milne
et al. 1995; Petosa et al. 1997).

Mecanismo de activacion de las toxinas

La activacion de las toxinas es esencial para
el comienzo de la enfermedad. Se ha demostrado
que células furino-deficientes muestran una cierta
sensibilidad a la toxina, lo que permite suponer que
el proceso de activacion del PA se produce también
mediante proteasas celulares diferentes a las furinas,
aun cuando se halle circulando libremente en el plas-
ma sanguineo. Este proceso de activacion también
fue observado en otras toxinas, como la diftérica o la
de Pseudomonas, todas pertenecientes, por su forma
de activarse, al grupo de las denominadas A-B toxinas
(Collier y Young 2003; Duverger et al. 2006; Moayeri
et al. 2004; Mock y Fouet 2001).

También se ha especulado que, bajo ciertas
circunstancias, el PA se une primariamente a los otros
dos factores y una vez formado el complejo, una pro-
teasa sérica escinde el PA, con posterior unién de este
complejo activado al receptor del macrofago (Bradley
et al. 2001; Scobie et al. 2003).

La TL es una metaloproteasa asociada al Zn
con capacidad para inhibir las sefales de transduccién
afectando al sistema de la activacion de mitdégenos
por la kinasa de proteinas (MAPK, mitogen activated
protein kinasa). Actda en el extremo N-terminal donde
elimina la secuencia necesaria para activar a la MAP
quinasa (MAPK) y anula el sistema de sefializacion
que llega al nucleo a través de p38 (P-38 MAP kinasa),
ERK (extracellular-signal-regulated kinases) y JNK
(c-jun N-terminal protein kinase).

Quizas sea éste el mecanismo por el cual la TL
tiene, ademas, la capacidad de impedir el crecimiento
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de tumores y la angiogénesis, probablemente inhi-
biendo o interfiriendo las vias MAPKK-1 y MAPKK-2
(Duesbery et al. 1998).

La TL determina la lisis de los macrofagos por
alterar la protedlisis que produce la familia de las
proteinquinasas activadas MAPKK 1y 2, claves en la
transduccion de sefales (Guichard et al. 2012). Cortan
a las mismas cerca de su extremo amino terminal im-
pidiendo la fosforilacion y la activacion de las mismas.
En lalisis no intervienen los mecanismos de apoptosis.

La adicién de inhibidores de la fosfolipasa A2
(PLA2) no permite el desarrollo de la citotoxicidad ejer-
cida por la TL, actuando en forma dosis-dependiente.
Por lo tanto, la fosfolipasa A2 y la proteinquinasa son
enzimas que intervienen en el mecanismo de acti-
vacion de la toxina letal, determinando citotoxicidad
sobre los macrofagos (Guichard et al. 2012).

Las células primariamente afectadas en la pa-
togénesis del carbunco son los macréfagos (Friedlan-
der et al. 1986, Hanna ef al. 1993). Concentraciones
pequefias de toxina letal fragmentan el MAPKK-3,
inhibiendo la liberacién, pero no la produccién, de ON
y de TNF-a, mediadores de la inflamacion (Pellizzari et
al. 1999), de modo que inicialmente en la infeccién se
reduce o retrasa la respuesta inmune. Posteriormente,
alas pocas horas, cuando se alcanzan niveles altos de
toxina letal, lisan el macroéfago, liberando bruscamente
niveles altos de ON y de TNF-q, lo que explicaria que
poco antes de la muerte se presenta el shock séptico.

El complejo PA-FE es una adenilciclasa Ca?*-
calmodulina dependiente, que aumenta el cAMP el
cual incrementa la permeabilidad vascular y causa
edema (mecanismo similar al de la toxina colérica
termolabil, con la diferencia que ésta causa diarrea).
La asociacion de la TE con la TL es sinérgica, aumen-
tando la toxicidad.

Ambas toxinas son capaces de interferir, modifi-
car o suprimir funciones de multiples células como ma-
crofagos, células dendriticas y neutrdfilos, afectando
tanto lainmunidad innata como la adaptativa (Brossier
et al. 2000; Duesbery et al. 1998, 2001; Firoved 2005;
Friedlander 1986, 2001; Gordon et al. 1988; Koehler
and Collier 1991; Maldonado-Arocho et al. 2006; Mo-
lloy et al. 1992; Shin et al. 1999; Warfel et al. 2005).

Se ha comprobado que concentraciones infe-
riores a 1 yg/ml de la asociacion de PA+FE o PA+FL,
inoculadas en animales de experimentacion, suprimen
la formacion de iones superoxido en los neutroéfilos es-
timulados por N-formilmetionil-leucil-fenilalanina, lipo-
polisacaridos o muramil-dipéptido (\Wright et al 1988).
Por otra parte, este fendmeno no se observa cuando
se inyecta cada componente en forma independiente.

La accion sinérgica entre la TLy la TE determina
un importante aumento del AMPc de los PMN, lo que
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inhibe la fagocitosis medida por la induccién de la
respuesta inmunoluminiscente y mediante microsco-
pia de fase. También es muy manifiesta la accion del
macréfago en el desarrollo de la enfermedad ya que, si
experimentalmente se eliminan los mismos, el animal
se vuelve insensible a la toxina letal. Se ha demostra-
do, asimismo, que en un mismo individuo coexisten
poblaciones de células dendriticas y macréfagos
resistentes a la toxina y otras sensibles a la misma.
La insensibilidad al B. anthracis observada en ciertas
razas dentro de algunas especies, es muy probable
que esté relacionada con la resistencia de sus macré-
fagos a la accion de las toxinas del bacilo (Welkos y
Friedlander 1988). Quizas estas poblaciones de CD
y/o macroéfagos insensibles a la toxina tengan relacion
con los mecanismos inmunitarios posvacunales.

Signos clinicos

El periodo de incubacion es variable, depen-
diendo de la puerta de entrada y de la dosis infectante.
Generalmente es de alrededor de 3 a 7 dias, con una
fluctuacion entre 1y 14 dias (Dominguez Carmona y
Dominguez de la Calle 2005).

La enfermedad en casi todas las especies se
presenta en forma sobreaguda. El animal se encuentra
realizando su vida normal y en pocas horas aparece
muerto. La forma aguda presenta cuadros febriles
con temperaturas superiores a 40-41°C, taquicardia,
taquipnea, hematuria y hemorragias por las aberturas
naturales.

La forma cutanea puede presentar un periodo
de incubacion mas prolongado con necrosis local y
edema, el que puede generalizarse. En equinos ha
sido descripta este tipo de infeccién como consecuen-
cia del uso de arneses provenientes de animales muer-
tos de carbunco y que al lesionar la piel permiten el
ingreso de los esporos y la aparicion de la enfermedad.

Los porcinos, caninos, gatos y carnivoros
salvajes pueden presentar frecuentemente lesiones
faringeas con compromiso de amigdalas y linfonddulos
retrofaringeos y con exudado serofibrinoso. La forma
entérica presenta Ulceras edematosas y hemorragicas
con compromiso de los linfonddulos mesentéricos.
La forma sobreaguda, mas rara en estas especies,
se caracteriza por septicemia y muerte (FAO 2001).

Conclusiones

En tanto y en cuanto los productores y los orga-
nismos de control nacional y/o provinciales no fiscali-
cen de manera eficiente el cumplimiento de las leyes
vigentes adecuadamente, esta zoonosis se mantendra
en forma endémica. La intervencion de la autoridad
competente en los focos activos, la eliminaciéon efi-
ciente de los cadaveres y la vacunacion obligatoria,

son las unicas herramientas para su control. Para el
control de la enfermedad es necesario cumplir con las
siguientes premisas:

Vacunacién obligatoria de las especies sus-
ceptibles

Prohibicién de desollar animales muertos su-
bitamente

Eliminacién de cadaveres en forma adecuada

Introduccioén de la figura del veterinario corres-
ponsable sanitario

Capacitacion del personal involucrado en tareas
de riesgo sanitario de los establecimientos ganaderos.
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