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Resumen

Escherichia coli es una de las bacterias anaerobias facultativas mas predo-
minantes en el intestino, siendo, en la mayoria de los casos, inocua para el
huésped. Existen cepas que traslocan al torrente sanguineo causando enfer-
medades extraintestinales como infecciones urinarias, septicemia y meningi-
tis. Dentro de éstas se encuentran las cepas uropatogénicas (Uropathogenic
Escherichia coli: UPEC), que secretan varios factores de virulencia. Estos
Gltimos incluyen: toxinas, sistemas de adquisicion de hierro, adhesinas y an-
tigenos capsulares. Las principales toxinas secretadas son: alfa-hemolisina
(HIyA) y el factor necrotizante citotéxico 1 (CNF-1). En esta revision se pre-
senta una descripcion exhaustiva de HIyA, incluyendo su sintesis, maduracion
y exportacion desde la bacteria. La acilacién de la proteina en dos residuos
internos de lisina la convierte en una toxina muy virulenta al exponer regio-
nes intrinsecamente desordenadas que son esenciales en diferentes pasos
del mecanismo de accién de la misma. Especificamente, la exposicién de
estas regiones esta involucrada en interacciones proteina-proteina dentro del
proceso de oligomerizacién. La formacién del oligémero es responsable de la
permeabilidad inducida en las células blanco. Finalmente, basado en los co-
nocimientos acerca de las caracteristicas estructurales y funcionales de HIyA,
se presentan potenciales usos de HIyA en terapias basadas en toxinas

Palabras clave: toxinas * oligomerizaciéon * microdominios de membrana *
inmunotoxinas * regiones intrinsecamente desordenadas

Summary

Escherichia coli is one of the predominant species of facultative anaerobes
in the human gut, and in the majority of the cases it is harmless to the host.
Some strains of this species can translocate to blood and cause infection such
as urinary infection, septicemia and meningitis. These are the uropathogenic
E. coli strains (UPEC) that secrete a number of virulence factors. The latter
include a number of secreted toxins, iron-acquisition systems, adhesins, and
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capsular antigens. Secreted toxins include HlyA, the cytotoxic necrotizing factor-1 (CNF-1). In this review an
exhaustive description of the toxin has been delineated, including its synthesis, maturation, and export from
the bacteria. The acylation of the protein at two internal lysine residues gives the toxin its virulence, by expos-
ing intrinsic disordered regions that are essential in different steps of the toxin's mechanism of action. The
further exposure of regions involved in the protein-protein interaction within the oligomerization process is
responsG-ible for the permeability induced in all the target cells. Based on the already known structural and
functional characteristics of HIyA, the potential use in toxin-based therapy is presented.

Key words: toxins * oligomerization * membrane microdomains * immunotoxins * intrinsic disordered regions

Resumo

Escherichia coli é uma das bactérias anaérobias facultativas mais predominantes no intestino, sendo na

maioria dos casos inécua para o héspede. Ha cepas que passam ao torrente sanguineo causando doengas
extraintestinais como infecgdo urindria, septicemia e meningite. Dentro destas se encontram as cepas uro-
patogénicas (Uropathogenic Escherichia coli: UPEC) que secretam varios fatores de viruléncia. Estos ulti-
mos incluem: toxinas, sistemas de aquisicdo de ferro, adesinas e antigenos capsulares. As principais toxinas
secretadas sdo: alfa hemolisina (HIyA) e o fator necrotizante citotéxico 1 (CNF-1). Nesta revisdo apresenta-
-se uma descri¢cdo exaustiva de HIyA incluindo sua sintese, seu amadurecimento e exportagdo a partir da
bactéria. A acilacdo da proteina em dois residuos internos de lisina a transforma numa toxina muito virulenta
ao expor regides intrinsecamente desordenadas que sdo essenciais em diferentes passos do mecanismo de
acdo da mesma. Especificamente, a exposi¢do destas regides esta envolvida em interagbes proteina-proteina
dentro do processo de oligomerizacdo. A formagédo do oligbmero é responsavel pela permeabilidade induzida
nas células alvo. Finalmente, com base nos conhecimentos acerca das caracteristicas estruturais e funcio-
nais de HIyA, apresentam-se potenciais usos de HIyA em terapias baseadas em toxinas.

Palavras chave: toxinas* oligomerizacao * microdominio de membrana * imunotoxinas * regides intrinseca-

mente desordenadas

1. Introduccidén

Escherichia coli es el agente responsable de, al menos,
el 80% de las infecciones del tracto urinario (ITU), pa-
tologia que actualmente se encuentra entre las infeccio-
nes mas comunes en el mundo (1) (2). Las cepas de L.
coli que causan ITU son llamadas cepas uropatogénicas
(Uropathogenic Escherichia coli: UPEC). En los tltimos
anos se ha obtenido una enorme cantidad de informa-
cion proveniente del secuenciamiento de genomas de
varias cepas clinicas. Estos datos, junto con informes
epidemiolégicos, han confirmado que diferentes pato-
tipos de E. coli comparten muchos conocidos, asi como
también presuntos, factores de virulencia. Estos ultimos
incluyen un numero de toxinas secretadas, sistemas de
adquisicion de hierro, adhesinas y antigenos capsulares
(3). Las proteinas secretadas, entre las que se incluye la
toxina proteica alfa-hemolisina (HlyA) y el factor necro-
tizante citotoxico 1 (CNF-1), pueden alterar las casca-
das de senalizacion de las células huésped, alterando la
respuesta inflamatoria e induciendo la muerte celular,
mientras que sideroforos como aerobactina, bacterioci-
na y enterobactina permiten que ExXPEC secuestren hie-
rro (3) (4).

Experimentos realizados en cultivo celular han mos-
trado que altos niveles de HIyA pueden causar la lisis
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osmotica de la célula huésped, mientras que concen-
traciones subliticas de la toxina pueden modular las ru-
tas de sobrevida de la célula huésped (5-9). Tanto HIlyA
como CNF-1 pueden ademas estimular la ruptura de la
barrera epitelial (10) y son los responsables de la traslo-
cacion de la bacteria desde el tracto digestivo al torren-
te sanguineo para finalmente diseminarse y colonizar
diferentes tejidos, como el nervioso y el tracto urinario,
causando asi la patologia.

2. Alfa-hemolisina (HIlyA) de E. coli

HIyA representa el prototipo de la primera fami-
lia de proteinas RTX (Repeat in Toxin) caracterizada
por Welch (11). Producida por una gran variedad de
bacterias gram-negativas, estas proteinas exhiben dos
caracteristicas comunes: la primera es la presencia de
un nonapéptido repetido rico en residuos de glicina y
acido aspartico, localizados cerca de la porcion C-termi-
nal; Ia segunda es la secrecion desde la bacteria por el
sistema tipo I (un transportador ABC). Este grupo de
proteinas RTX comprende toxinas, la mayoria de ellas
con actividad formadora de poros, que se detectan por
la formacién de un halo hemolitico rodeando a las co-
lonias, cuando éstas son crecidas en placas agar sangre
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(11) (12). Recientemente fue descubierto un subgrupo
de toxinas RTX muy grandes (>3200 residuos) con mul-
tiples actividades, como por ejemplo: actividad lipasa y
proteasa, siendo la toxina de Vibrio cholerae prototipo de
esta familia. En resumen, las proteinas RTX forman una
amplia familia de proteinas con un amplio espectro de
actividades biologicas y bioquimicas (13).

3. Sintesis y estructura de HIyA

La sintesis, maduracion y secrecion de HlyA esta de-
terminada por el operén hlyCABD (14-17). El gen es-
tructural hlyA codifica para un polipéptido de 110-kDa.
Este polipéptido, denominado proHIyA, es la forma
inactiva de la toxina, que se convierte en litica luego
de una activacién postraduccional. El pI estimado de la
toxina es 4,5 que es una caracteristica comun entre las
toxinas RTX. Segun las predicciones estructurales rea-
lizadas, el dominio hidrofobico N-terminal contiene 9
a-hélices anfipaticas (18), siendo ésta otra caracteristica
comun de las toxinas RTX. Mediante experimentos rea-
lizados en liposomas conteniendo un reactivo fotoac-
tivable, Hyland et al. demostraron que la regiéon com-
prendida entre los residuos 177-411 es la que se inserta
en la membrana de las células blanco (19). K1 dominio
de unién a calcio consiste de 11-17 repeticiones de un
nonapéptido rico en glicinas y dcido aspartico, con es-
tructura de hoja plegada . Aunque se asume que la
interaccion de HlyA con membranas ocurre principal-
mente a través del dominio de las o-hélices anfipaticas,
recientemente se ha propuesto que ambos dominios
estan involucrados en la interaccién con la membrana,
siendo el dominio de unién a calcio el responsable de
las etapas tempranas de la interaccion de la toxina con
la membrana de la célula blanco (20).

Uno de los aspectos mas controvertidos en relacion
al mecanismo de accién de la toxina es la existencia de
un receptor especifico de alta afinidad. Cortajarena et
al. observaron que una corta secuencia del dominio C-
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terminal (entre los residuos 914-936) se une a la glico-
forina A de los eritrocitos (21); mientras que otro grupo
postula que la unién a eritrocitos es inespecifica (22).

Los dltimos 60 residuos aminoacidicos de la porcion
C-terminal consisten en dos o-hélices separadas por
8-10 residuos cargados. Este dominio esta implicado en
el transporte de la toxina al medio extracelular, a través
del sistema de secrecion tipo I compuesto por HIyA By
HlyA D (23). Como se mencion6 anteriormente, estas
dos proteinas también estan codificadas en el mismo
operon que HIyA. La Figura 1 muestra un esquema de
la estructura de HIyA.

4. Activacién postraduccional de HIyA

La protoxina proHIlyA, sin actividad litica, se con-
vierte en el citosol de la bacteria en una toxina activa
mediante una acilacioén dirigida por HlyC, antes de su
exportacién al medio extracelular. Este proceso de mo-
dificacion postraduccional consiste en la acilacion de
dos residuos internos de Lys mediante enlaces e-amino,
catalizados por la aciltransferasa Hlyc, que se expresa
junto con la protoxina (25).

El mecanismo de este nuevo tipo de acilaciéon de pro-
tefnas ha sido extensamente analizado para HIyA (15),
(26). HlyC emplea residuos de acido graso transpor-
tados por la proteina transportadora de acilos (PTA)
para formar un intermediario covalente acil-HlyC, el
cual transfiere los residuos de acido graso a un grupo
¢ de las lisinas Lys 564 y Lys 690 de la proHlyA (27)
(28). PTA transporta diversos residuos de acido graso,
incluyendo palmitato (16:0) y palmitoleato (16:1), el
mas comun en E. coli y que puede ser empleado para
la acilacion in vitro de una manera eficiente como do-
nor de acilo para modificar HIlyA (15)(29). In vivo, sin
embargo, HlyC presenta una alta selectividad por acido
miristico (14:0), de manera que este acido graso consti-
tuye aproximadamente el 68% de las cadenas de dcido
graso unidas a Lys 564 y Lys 690 de HIyA nativa (30). Es
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Fig. 1. Esquema de la estructura de HlyA donde se indican los dominios mas relevantes para el mecanismo de accién. (Figura adaptada del
capitulo “E. coli alpha hemolysin and properties” del libro Biochemistry (24))
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importante destacar que solo la acilacion de Lys 690 es
esencial para la actividad de HIyA.

La importancia de esta modificacién postraduccio-
nal radica en que cambia el comportamiento de la pro-
teina de una forma benigna a una forma netamente
toxica. Ademas, este tipo de modificaciones constituye
un mecanismo Unico en procariotas, existiendo unos
pocos casos en eucariotas, como por ejemplo en el re-
ceptor nicotinico de acetilcolina, receptor de insulina 'y
en citoquinas como TNF-a, IL-1ocy IL-1p (31).

5. Secrecién al medio extracelular

La maduracién de la proteina no es una modifica-
cién necesaria para su exportacion (32). Todas las toxi-
nas RTX son secretadas a través de ambas membranas
por un sistema de exportacion tipo I que emplea como
sistema de reconocimiento la porcién C-terminal (33)
(84), y no se realiza a través de un péptido senal (14)
ni de intermediarios periplasmicos (35) (36). El aparato
secretor de HIlyA esta compuesto de HlyB (una ATPasa
de membrana interna, conocida como ATP-binding cas-
sette), HlyD (una proteina de fusion de membranas) y
TolC (una proteina de membrana interna) (37-39). En
E. coliy en la mayoria de los patoégenos, TolC esta codifi-
cada por un gen separado del operéon AlyCABD. La for-
macién de un agregado entre el complejo HlyB-HlyD
y TolC en la membrana facilita la formacion de un ca-
nal de exportacion a través del cual pasa HlyA (40). La
energia necesaria para la secreciéon no sélo es aportada
por la hidrolisis de ATP mediada por HlyB sino también
por la fuerza protén motriz ejercida sobre la membrana
interna (41)(42). Si bien se asume que el sistema de
secrecion Tipo I involucra la traslocacion de proteinas
desplegadas (43), se ha reconocido recientemente que
el contacto con HlyD afecta el plegado de HlyA durante
el transito por el canal (44). En los dltimos anos, mu-
chos investigadores han estado interesados en este tipo
de secrecion debido a su potencial aplicacién en la ex-
portacion de proteinas quiméricas y en la produccion
de vacunas (45) (46).

A pesar de la existencia de su propia maquinaria de
exportacion en la bacteria, HlyA también se ha detecta-
do en vesiculas de membrana externa (VME) liberadas
de cepas clinicas (47), asi como de cepas de E. coli re-
combinantes (48) (49).

Las VME son constantemente liberadas de la superfi-
cie de bacterias gram-negativas durante el crecimiento
bacteriano. Todas las bacterias gram-negativas estudiadas
hasta hoy, incluyendo E. coli, producen VME, estando su
liberacion incrementada cuando la bacteria se encuen-
tra expuesta a condiciones de estrés y tratamiento con
antibiéticos. Aun cuando la liberacién de VME no pudo
ser demostrada in vivo, su presencia fue detectada en el
plasma de pacientes con diferentes enfermedades infec-
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ciosas (50). Las VME sirven como vehiculo de proteinas
y lipidos de bacterias gram-negativas jugando un rol en
la colonizacién y transmisiéon de factores de virulencia
en el huésped o modulando las defensas del huésped
al actuar como un reservorio de factores de virulencia
protegiéndolos de las proteasas extracelulares del hués-
ped y penetrando en los tejidos mas facilmente que las
bacterias de mayor tamano (51). En el caso particular de
HlyA, se ha demostrado que la toxina secretada por este
mecanismo es transferida a la célula huésped de manera
mas concentrada, siendo por lo tanto, hemoliticamente
mas eficiente que la toxina libre (48) (49).

6. El mecanismo de accién de HIyA

HIyA actda sobre una gran variedad de tipos celula-
res de diversas especies —ej.: globulos rojos, fibroblastos
embrionarios y adultos, granulocitos, linfocitos y ma-
crofagos (52)— actuando también sobre sistemas mode-
lo de membranas (liposomas) libres de proteina (53).

El microambiente en el huésped encontrado por
ExPEC es extremadamente pobre en nutrientes, de alli
que una de las funciones que podria tener HIyA seria
la destruccion de las células blanco, facilitando de esta
manera su aporte de nutrientes y otros factores criticos
para su crecimiento como hierro. El mecanismo de ac-
ci6n litica es un mecanismo complejo que finaliza en la
lisis celular. En este proceso, se han reconocido al me-
nos 3 etapas: union a la membrana de la célula blanco,
insercion y oligomerizacion.

Los estudios acerca de la unién de HlyA a membra-
nas y la caracterizacion de un posible receptor especi-
fico para la toxina han arrojado resultados contradic-
torios. Lally et al. mostraron resultados sobre el rol de
la integrina (CDI11a/CD18; 0L1|32 integrina), actuando
como receptor de HlyA en neutréfilos mononucleares
(54) encontrando posteriormente que HlyA reconoce y
se une a oligosacaridos de la subunidad B, del receptor
integrina (55). Estos resultados sugieren que la union
inicial de la toxina a diferentes células podria ocurrir
a través del reconocimiento de componentes glicosila-
dos de la membrana, como glicoproteinas y gangliosi-
dos. Recientemente, Cortajarena et al. encontraron que
HIyA se une a glicoforina presente en los glébulos rojos
de caballo y que esta union se pierde al tripsinizar las
proteinas de la membrana del glébulo rojo (56). Ade-
mas estos autores encontraron que la glicoforina purifi-
cada de fantasmas de estos globulos rojos al ser recons-
tituida en liposomas, incrementa significativamente la
sensibilidad de los liposomas hacia la toxina. Posterior-
mente los mismos autores informaron que los residuos
aminoacidicos 914-936 de HIlyA serian responsables de
la unio6n a este receptor (21).

Sin embargo, otros estudios indican que la unién de
la toxina a las células ocurre de una manera no satura-
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ble, por lo que la toxina no se uniria a un receptor es-
pecifico, ni en glébulos rojos ni en linfocitos (22). Ade-
mas, existe un gran nimero de resultados que muestran
que HIyA produce la lisis de liposomas libres de protei-
nas. Resultados de Ostolaza e/ al. muestran que HIyA
produce la liberacion de solutos fluorescentes encap-
sulados en liposomas por un mecanismo todo o nada.
Empleando vesiculas unilamelares grandes de diferente
composicion lipidica, estos investigadores encontraron
que vesiculas compuestas de fosfatidilcolina, fosfatidile-
tanolamina y colesterol en relacion molar 2:1:1 presen-
taron la mayor sensibilidad frente a la toxina (53). Estos
resultados demuestran que la presencia de un receptor
no es necesaria para que la lisis ocurra. En definitiva,
existe una gran controversia respecto de la presencia o
ausencia de un receptor proteico de alta afinidad, que
podria deberse a que los estudios antes mencionados se
han realizado en diferentes tipos celulares.

La interaccion de HlyA con membranas desprovistas
de receptor ocurre en dos etapas: una adsorcion inicial
y reversible, sensible a fuerzas electrostaticas seguida de
una insercion irreversible en la membrana (57) (58).
Estudios realizados con el dominio de unién a calcio
aislado, proponen que la toxina se uniria a la membra-
na a través de este dominio, en las etapas tempranas de
la interaccion (20).

El paso siguiente en la etapa hemolitica seria la inser-
ci6n de la toxina en la membrana. Hyland et al. demos-
traron que la regiéon de HlyA que se inserta en la mem-
brana esta localizada entre los residuos 177 y 411 (19).
Ademas, la insercion seria una etapa independiente de
la lisis dado que mutantes de HIyA desprovistos de ac-
tividad litica pueden insertarse en monocapas lipidicas
(59) (60). En el medio extracelular, HIyA debe unir cal-
cio para adoptar una conformacion tal que haga que la
union sea irreversible y transforme a la toxina en una
forma hemoliticamente activa (61) (60). Este segundo
paso de activacion es ademas dependiente de la acila-
cion, ya que la capacidad de unir calcio disminuye en la
proteina no acilada (62). Una vez activada por la uniéon
de calcio, se adsorbe reversiblemente para finalmente
insertarse en la membrana (57). La forma de HlyA in-
sertada en la membrana se comporta como una pro-
teina integral que no puede ser extraida sin el uso de
detergentes (18).

Sin embargo, proHIlyA, la forma no acilada de la
proteina, también interactiia con membranas. Esta ob-
servacion no es sorprendente ya que el analisis de la se-
cuencia del polipéptido muestra hélices anfipdticas en
la regiéon comprendida entre los residuos aminoacidi-
cos 250-400. Si bien la presencia de este dominio anfi-
patico es esencial para la actividad, su sola presencia no
imparte actividad litica, ya que proHIyA es incapaz de
alterar la permeabilidad de la membrana (18). Experi-
mentos de adsorcion de la proteina en la interfase aire-
agua sugieren que los acidos grasos presentes en HlyA'y
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ausentes en proHlyA, no modifican las propiedades de
adsorcion en superficies, y que la principal diferencia
entre el precursor y la proteina madura es que proHIyA
es virtualmente incapaz de insertarse en la monocapa
lipidica (59). Ademas, se encontré que la presencia de
las dos cadenas acilo unidas a HIyA le confieren a la
toxina la capacidad de unirse irreversiblemente en la
membrana, evento esencial para que el proceso litico
tenga lugar (49)(63). En resumen, aunque los dcidos
grasos covalentemente unidos en HIyA incrementen
la afinidad de la proteina por calcio induciendo una
conformacion competitiva para su interacciéon con
membranas, la ausencia de acidos grasos no modifica
su capacidad de unién con la membrana, por lo que
el rol de los dcidos grasos debe ser relevante en algin
paso posterior del mecanismo litico. Se ha demostra-
do que el rol de los 4cidos grasos es inducir un cambio
conformacional que permita la exposiciéon de regiones
intrinsecamente desordenadas dentro de la secuencia
de la proteina como consecuencia de la induccién de
un estado del tipo glébulo fundido (molten globule).

La mayoria de las regiones desordenadas de HlyA,
predichas empleando el predictor de regiones natural-
mente desordenadas (PONDR), estan localizadas en la
mitad C-terminal de la proteina (Fig. 2). Estos domi-
nios podrian estar relacionados con diferentes etapas
del mecanismo de acciéon desde la exportacion de la
toxina de la bacteria hasta la formacion de poros en la
célula blanco. Estas regiones son responsables de pro-
mover interacciones proteina-proteina involucradas en
el proceso de oligomerizacion, tal como se ha encon-
trado en el caso de HIyA (49)(64). En contraste con
esto, no se ha podido aislar un oligémero en el caso de
proHIyA (49) (65).

El poro formado, el cual se ha caracterizado por me-
didas de conductancia y tiempo de vida de la membra-
na empleando membranas lipidicas, es un poro proteo-
lipidico y altamente dindmico, ya que estos parametros
son fuertemente dependientes de la composicion lipi-
dica de la membrana (66). Ademas, se ha encontrado
que el proceso de oligomerizacion esta facilitado por
microdominios de membrana (64) (65).

Una amplia variedad de patégenos interactian con
microdominios de la membrana plasmatica. Estos mi-
crodominios estan enriquecidos en esfingolipidos y
colesterol y probablemente existan en un estado de
liquido ordenado (67). Muchas proteinas son diri-
gidas especificamente a estos microdominios por su
asociacion favorable con las cadenas ordenadas de
los lipidos que los forman. Es esperable que proteinas
como HIyA, que poseen grupos acilo saturados, parti-
cionen en dichos dominios. Si bien se ha encontrado
que los acidos grasos de HlyA no estan implicados en
la unién a membranas, si favorecen la oligomerizaciéon
de la toxina. Dicha oligomerizacién ocurre en los mi-
crodominios de membrana, que actuarian como plata-
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formas para la concentracion de la toxina (65). El nu-
mero de moléculas de HlyA que deben asociarse para
formar el poro no se ha determinado, sin embargo, a
partir del andlisis de la cinética del proceso de hemo-
lisis en glébulos rojos control y deplecionados de co-
lesterol, es posible asumir que a altas dosis de toxina,
existe una oligomerizaciéon progresiva que lleva a la
fusion de pequenos poros con una rapida destrucciéon
de la célula. En contraste, a bajas concentraciones de
toxina, los poros serian de menor tamano, de manera
tal que las células, si bien estan danadas, podrian so-
brevivir el tiempo suficiente como para que se activen
las rutas apoptoéticas. En conclusion, la fusion de los
oligémeros seria el paso limitante en la formacion del
poro, teniendo un papel muy importante en esta eta-
pa la integridad de los microdominios de membrana
enriquecidos en colesterol.

Finalmente, las concentraciones subliticas de HlyA,
alcanzadas lejos del foco de infeccion, pueden ser atun
mas relevantes fisiol6gicamente. Estudios recientes han
demostrado que concentraciones subliticas de un nu-
mero de toxinas formadoras de poros pueden modular
una amplia variedad de rutas de transduccion de sena-
les en el huésped, tales como el incremento oscilatorio
de las concentraciones de calcio, la activacién de la ruta

HlyC

Acilo- ACP

HIyC

de senalizaciéon de las MAPquinasas y la alteracion de
los patrones de fosforilacion y acetilaciéon de histonas
(68)(69). Recientemente se ha encontrado que HIlyA
puede estimular la inactivacién de la proteinquinasa B
serina/treonina (PKB), enzima que juega un rol central
en la progresion del ciclo celular, metabolismo, trafico
vesicular y las vias involucradas en el proceso inflama-
torio (5). Estos hechos podrian ayudar a entender las
implicancias de las concentraciones subliticas de HIyA
en la inhibicién de la quimiotaxis y en la estimulacion
de las rutas inflamatorias y apoptoéticas en el huésped

(7) (70-73).

/. Conclusidn

Las toxinas bacterianas han sido definidas como:
“sustancias solubles que pueden alterar el metabolismo
normal de las células del huésped, produciendo efectos
perjudiciales en el mismo” (74). Sin embargo, en la ul-
tima década, los investigadores han buscado la manera
de obtener beneficios a partir de la toxina, de alli el
aumento de las terapias basadas en toxinas. Dentro de
estas terapias se puede mencionar la produccion de in-
munotoxinas y de vacunas.
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Fig. 2. Activacion de proHIyA por acilacién y exposicién de regiones intrinsecamente desordenadas (Figura adaptada del capitulo “E. coli

alpha hemolysin and properties” del libro Biochemistry (24))
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Las inmunotoxinas son proteinas quiméricas com-
puestas por una toxina fusionada a una proteina que re-
conoce especificamente un ligando sobreexpresado en
c€lulas cancerosas. Considerando que a concentraciones
subliticas HIyA produce la inactivacion de PKB, proteina
clave en la sobrevida de la célula huésped (5); y que ade-
mas no es necesario el ingreso de HlyA al interior celular
para que produzca este efecto, HlyA podria ser un buen
candidato para la produccion de inmunotoxinas (24).

Muchos son los conocimientos acerca de la estructu-
ra y funcion de HlyA que harian posible la proyeccion
sobre su aplicacion en estas terapias. Sin embargo, seria
necesario el esclarecimiento de la existencia de un re-
ceptor especifico, asi como también la caracterizacion
del dominio de la proteina involucrado en el reconoci-
miento de la membrana.
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