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Aplicacion clinica de la toxina botulinica tipo A en humanos

Genética, estructura y mecanismos de accion de la toxina botulinica

Resumen

Las toxinas botulinicas son un conjunto de neurotoxinas producidas por bacterias del género
Clostridium que provocan el botulismo. Sin embargo, en las lltimas décadas se han usado para
tratar numerosas patologias y trastornos por su potencia y los efectos que tiene en el
organismo. Se clasifican en 8 serotipos, donde el que predomina por su importancia en el uso
médico es la de tipo A (BoNT/A). Su mecanismo de accién mejor caracterizado es la escision de
proteinas SNARE (como SNAP-25), lo que imposibilita la liberacidon de neurotransmisores a la
hendidura sinaptica, provocando paralisis flacida por interrumpir la sefalizacion de
contraccion muscular. Sin embargo, otros efectos han sido descritos en lo relativo a este
mecanismo de bloqueo de neurotransmisién. Igualmente, se ha investigado la relacion entre la
toxina y la menor expresién de algunos receptores que son vehiculizados a la membrana en
vesiculas que utilizan proteinas similares a las que movilizan las vesiculas de
neurotransmisores y siendo, por tanto, diana de la toxina botulinica. De esta forma, mas alla
de su conocido uso en medicina estética para reducir las arrugas de expresion, pacientes con
condiciones clinicas muy diversas, tales como depresion, migrafia, piel grasa o blefaroespasmo,
han visto mejorar sus sintomas en los ultimos afios gracias a la investigacidn clinica de esta
toxina. Tanto es el interés que despierta que incluso se han propuesto numerosas
modificaciones genéticas para mejorar algunas de sus interesantes propiedades, quedando
abierto un gran campo de estudio para seguir mejorando la vida de los pacientes en el futuro
préoximo.

Abstract

Botulinum toxins are a group of neurotoxins produced by bacteria of the genus Clostridium
that cause botulism. However, in the last decades they have been used to treat numerous
pathologies and disorders due to their potency and their effects it has on the human body.
They are classified into 8 serotypes, where the one that predominates due to its importance in
medical use is type A (BoNT/A). Its best characterized mechanism of action is the cleavage of
SNARE proteins (such as SNAP-25), which makes it impossible to release neurotransmitters to
the synaptic cleft, causing flaccid paralysis by interrupting muscle contraction signaling.
However, other effects have been described in relation to this neurotransmission blocking
mechanism. Likewise, it has been researched the relationship between the toxin and the lower
expression of some receptors that are transported to the membrane in vesicles that use
proteins similar to those that mobilize neurotransmitter vesicles and are, therefore, a target of
botulinum toxin. In this way, beyond its well-known use in aesthetic medicine to reduce
expression lines, patients with very diverse clinical conditions, such as depression, migraine,
oily skin or blepharospasm, have seen their symptoms improve in recent years thanks to the
clinical investigation of this toxin. It stimulates such interest that numerous genetic
modifications have been proposed to improve some of its interesting properties, leaving a
large field of study open to continue improving the lives of the patients in the near future.



1. Metodologia

Esta revisidon bibliografica sobre la toxina botulinica tipo A y sus aplicaciones clinicas fue
desarrollada mediante la busqueda computarizada de papers primarios, revisiones y revisiones
sistematicas en la base de datos PubMed hasta el 6 de septiembre de 2021.

Busqueda de literatura

Las busquedas en PubMed se basaron en las palabras clave: “e-cadherin, regulation, plasmid,
clinics, TRP Channels, serotonin, depression” combinados con “BoNT, BoNTA o botulinum” y
separados por la particula “AND”. Como criterio adicional, se afiadi6 el filtro “publicado en los
ultimos 5 afios”. Aquellas busquedas que no arrojaron resultados o cuyos resultados no fueron
relevantes (por no contener de forma exacta alguna de las palabras de la busqueda), se
repitieron para cualquier fecha de publicacion.

Adicionalmente, se establecié el criterio “ordenar por: mas coincidente (best match)”. En el
caso de haber numerosos articulos que versaran sobre el tema de interés, se priorizaron los 3
0 4 mas recientes.

Para la busqueda especifica de informacidn relativa a la familia de proteinas de la toxina, se
consultd la base de datos Pfam; para la informacién sobre la genética de la toxina, dominios,
motivos estructurales y cofactor, se consultd Uniprot; y para informacion sobre la regulacion
de la produccién de la toxina, la base de datos Prombase.

Criterios de inclusion y exclusién

Los principales criterios de inclusidn fueron: a) estudios en ratones y ratas; b) ensayos clinicos
en humanos; c) estudios que incluian un grupo control; d) ensayos solo “in vitro”.

Asimismo, se aplicaron algunos criterios de exclusién: a) estudios sin resultados claros; b)
cartas, comentarios o directrices.



2. Introduccion

2.1.Generalidades de la toxina botulinica

Las toxinas botulinicas o bontoxilisinas son un conjunto de neurotoxinas producidas por
bacterias del género Clostridium, principalmente C. botulinum, que producen una toxiinfeccion
conocida como botulismo. Se han descrito al menos 8 serotipos de toxinas botulinicas,
nombrados con las letras A-H, y varios subtipos de cada uno (1).

Concretamente, la toxina botulinica tipo A (BoNT/A) es una de las toxinas naturales mas
potentes conocidas por el ser humano y es la causante, junto con los serotipos B, E y F, del
botulismo en humanos (2) . Se han caracterizado 4 sindromes clinicos: botulismo transmitido
por alimentos, botulismo por heridas, botulismo infantil y toxemia intestinal. Se cree que
podria existir también el botulismo por inhalacion, pero la toxina deberia presentarse en forma
de aerosol, lo que no ocurre naturalmente, y se ha advertido como un probable tipo de
bioterrorismo. En adicidn, existe el botulismo iatrégeno, que es resultado de la inyeccién de
toxina botulinica, ya que se usa clinicamente para tratar diversas afecciones y en medicina
estética para reducir las arrugas de expresion.

Todos los tipos de botulismo presentan el mismo sindrome neuroldgico: paralisis simétrica de
nervios craneales seguida de paralisis flacida simétrica de musculos voluntarios y compromiso
respiratorio (3).

2.2. Estructura de la toxina botulinica

La neurotoxina botulinica tipo A (BoNT/A) es sintetizada por la bacteria Gram-positiva
Clostridium botulinum como una Unica cadena de 1296 aminodacidos y aproximadamente 150
kDa. La determinacién de la estructura reveld que sus dimensiones son aproximadamente 45 A
x 105 Ax 130 A (4).

BoNT/A sufre una protedlisis co-traduccional consistente en la eliminacién de la metionina
inicial y la division de la molécula en dos cadenas, una ligera de 50 kDa y otra pesada de 100
kDa, que se unen por un puente disulfuro (5).

En C. botulinum cepa Hall, BONT/A la cadena ligera ocupa las posiciones 2-448 y la pesada, las
posiciones 449-1296. El puente disulfuro conecta Cys-430 y Cys-454. Adicionalmente, otro
puente disulfuro conecta Cys-1235 y Cys-1280.

La proteina contiene un atomo de Zinc como cofactor, unido a la proteina por los residuos His-
223, His-227 y Glu-262, con actividad catalitica. El Glu-224, sin unién al cofactor, actia como
centro catalitico. En cuanto a sus dominios, la cadena ligera tiene un Unico dominio con
actividad metaloendopeptidasa, mientras que la cadena pesada presenta 3 dominios: un
dominio de translocacion (residuos 449-872) y un dominio de unién a receptor, dividido en N-



terminal (873-1092) y C-terminal (1093-1296) (Figura 1). Entre 492-545 hay un cinturdn que
rodea el Zn*? (5), que es innecesario para la formacién del canal del dominio de translocacién
pero que se cree que es responsable de prevenir que la cadena ligera se disocie
tempranamente del canal (6,7). Dos regiones transmembrana de 21 aminoacidos aparecen en
las posiciones 627-647 y 656-676 de la cadena (5). Las posiciones 1264-1267 conforman un
motivo de unidn a gangliésidos del hospedador, con secuencia SNWY (8).
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Figura 1. (A) Cadenas ligera y pesada de BoNT/A. (B) Dominios de BoNT/A (9)

El dominio catalitico pertenece a la familia de las peptidasas M27, caracterizada por contener
metaloendopeptidasas altamente selectivas presentes en las neurotoxinas clostridiales. Las
proteinas de esta familia contienen el motivo HEXXH, en el que las dos histidinas (223 y 227 en
este caso) son ligandos de un Unico 4tomo de zinc y el glutamato (224) tiene funcién catalitica.
El tercer ligando del atomo de zinc es un residuo de glutamato mas cercano al extremo C-
terminal (262) (5,10).

En cuanto a la estructura de los dominios, el dominio de unién al receptor presenta dos
subdominios de tamafio similar, compuestos principalmente por hebras B y conectados por
una gran hélice a. El subdominio N-terminal presenta dos laminas B de 7 hebras por lamina
comprimidas en un motivo de barril tipo remolino o jelly roll. Por su parte, el subdominio C-
terminal presenta una estructura de pliegue de trébol B con un barril B de 6 hebras préximo al
motivo jelly roll del N-terminal y un trio de horquillas B en la base. Se ha observado que el
dominio de unidn a receptor comparte una notable homologia estructural con el dominio de
unién de la toxina del tétanos (4,11).

En segundo lugar, el dominio de traslocacion y formacion del poro de BoNT/A presenta forma
cilindrica, con una pequena parte que envuelve el dominio catalitico. Contiene dos hélices a de
105 A, antiparalelas y anfipaticas, que se disponen en forma de hélice superenrollada, con una
hélice a mas corta en cada uno de los extremos de las hélices orientada en paralelo al eje largo
de estas.

En tercer lugar, el dominio catalitico se compone de hélices a y laminas B, con un sitio activo
de carga superficial negativa enterrado unos 20-24 A en la proteina y accesible desde el
exterior por un canal de dimensiones 12 A x 15 A x 35 A (4,12).



2.3. Genética de la toxina botulinica

Las toxinas botulinicas estan codificadas por los genes bont (a veces llamados botX, siendo X el
serotipo). Estos genes se agrupan en clisteres de genes de neurotoxinas (NGC), de los que se
distinguen dos modalidades: de tipo hemaglutinina (ha) y de tipo orfX-p47 (13). El primer tipo
contiene los genes de una proteina NTNH (no téxica no hemaglutinina) y de las hemaglutininas
HA-17, HA-33 y HA-70. El segundo tipo contiene los genes orfX1, orfX2, orfX3 y p47 (13,14). La
toxina botulinica tipo A (BoNT/A) se ha descrito en ambos tipos de clisteres (15) (Figura 2).

Strain/Subtype

CDC 297* orfX Al PO (o2 oI Lotk P _ntmh _ _bonval
A1(B) NCTC 2916 Al ﬁ'_sg IO'fXZ O‘ffﬁ botR p47  ntnh > bont/al -
CLM Kyoto-F A2 3”_X3 & %"l"_sg botR p47  ntnh > bont/a2 >
pCBG CDC 1436* A2 ..o‘fﬁ WO offX1 botR pa7 _ninh . bont/a2 >
PCBG CDC 1436* BS & f;‘};-;ha_ﬁmbét-km“ntﬁh- "":"'bbhriby-;
pCLK Loch Maree A3 ﬂ3 .O”XZ :’fﬁ .I_Sﬁ botR p47  ntnh > bont/a3 >
pCU 657 A4 .‘%33 orfX2 o lfg botR p47 ntnh > bont/a4 >
pCL 657 BS <haLhw -;1.721'3'3"-55})?“ ntnh ":'"'Bénvb;-»:.
CBI Eklund 202F* F6 o = botR p47  ntnh L
CBJ Sullivan* F7 %113 'OffXZ &'fﬁ P47 ntnh > bont/f7 >
Hall haA1l s ha70 hal7 :ha33 botR ntnh > bont/al >
pCLD Okra B1 ha70 hal7 <ha33 botR  ntnh > bont/b1 >
PCBH Prevot 594* B2 T s T g, o ntnh p Lonb2
CAD CDC2741* G :'"733 <« 114 botR  ntnh > o0

Figura 2. A la derecha: algunos clisteres de genes de neurotoxinas (NGC), correspondientes a distintos subtipos
de BoNT. A la izquierda: cepa productora en la que se encuentra el clister (16)

Los clusteres pueden tener localizacion cromosdémica, como en la cepa de C. botulinum Hall A
(17); plasmidica, en C. botulinum Ba4 (18); o ambas, en C. botulinum Af84, que presenta los
cltsteres de bont/A2 y bont/F4 en el cromosoma y el de bont/F5 en un plasmido de 246 kb
(19).

Ambos tipos de cluster pueden codificar ademds un factor sigma alternativo para la ARN
polimerasa llamado BotR que regula positivamente la expresién de BoNT (15,20), si bien cepas
productoras de otras toxinas como la de tipo E, pueden tener en su lugar otros factores de
regulaciéon como SpoOA (21).

BotR ha demostrado guiar a la RNA polimerasa hacia la transcripcién de genes de ambos tipos
de operones, ha+ y OrfX+. Concretamente, BotR y otros miembros de su subfamilia, llamada
TcdR y englobada en la familia de sigma 70, reconoce una regién promotora muy conservada

7



(TTTAXA). Experimentos de footprinting con la regién promotora del operdn ntnh-bont/A
muestra el reconocimiento de las secuencias GTTATA en el entorno de la posicion -10, y TTACA
en -35 por parte de BotR/A (22).

También estan involucrados al menos 6 sistemas de dos componentes (TCS), que permiten a
las bacterias adaptarse a diversos cambios en su entorno. Estos sistemas constan de una
pareja de proteinas: un RR o regulador de respuesta con unién a DNA, asociado a una histidina
quinasa gque actia como sensor ante cambios ambientales (22) (Figura 3). Al reprimirse por
separado en distintas cepas isogénicas, se observd que la pareja CBO0787/CBO0786 regula
negativamente la expresion de la toxina (23), mientras que otras parejas regulador/quinasa,
como CLC 1093/CLC 1094, CLC 1914/CLC 1913 o CLC 0661/CLC 0663 actiian incrementando la
sintesis de la toxina ante determinados estimulos (22,24). Algunos de los estimulos que
reprimen la sintesis de BoNT/A son el exceso de arginina, prolina, glutamato y amoniaco, asi
como un pH distinto del éptimo (pH=7) (22).

(a) The classical bacterial 'two-component' signaling system
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Figura 3. Esquema general de los sistemas de dos componentes (TCS) (25)

2.4. Estructura del complejo y absorcidn

La proteina NTNH protege a BoNT de la desnaturalizacidn gastrointestinal en el interior del
hospedador mediante la formacién del complejo de toxina progenitora minimamente
funcional (M-PTC) de 300 kDa. Posteriormente, M-PTC se une a las hemaglutininas y forma el
complejo PTC grande (L-PTC), de unos 500 kDa (26,27). En algunas ocasiones, L-PTC dimeriza,
dando lugar al LL-PTC (900 kDa). Estos complejos M-PTC, L-PTC y LL-PTC reciben también el
nombre de toxinas 12S, 16S y 19S respectivamente (28). Se ha observado que los PTC
muestran una toxicidad oral 360-16000 veces mayor que las toxinas libres en funcién de su
serotipo (29). Las formulaciones farmacéuticas aprobadas por la FDA (Food and Drug



Administration) consisten en el complejo L-PTC completo (toxina onabotulinica A, 900 kDa), en
ciertos componentes (toxina abobotulinica A, 400 kDa) o en la neurotoxina aislada (toxina
incobotulinica A, 150 kDa). Se ha observado que estas preparaciones tienen actividades
especificas diferentes: 137 unidades/ng en la onabotulinica, 154 U/ng en abobotulinica Ay 227
U/ng en el caso de la toxina pura, incobotulinica A (26,30,31).

La absorcion intestinal se logra gracias a las hemaglutininas mediante al menos dos
mecanismos: en primer lugar, el acoplamiento del complejo a la superficie de las células del
lumen gracias a la actividad de unién a residuos glucidicos de glicoproteinas y glicolipidos, con
la subsecuente transcitosis del complejo en la ldmina propia; y, en segundo lugar, la unién a E-
cadherina, que participa en la adhesidon entre células epiteliales, dando como resultado la
alteracion de la barrera epitelial (11,23). Una vez superadas las condiciones acidas del
intestino, la toxina en un pH ligeramente basico, como el de la sangre, se disocia de las
proteinas asociadas a neurotoxinas (NAPs) (32).

En cuanto a las proteinas orfX1, orfX2, orfX3 y p47, su funcidn todavia no ha sido aclarada. Se
cree que las tres primeras pueden jugar un papel en la formacion de PTC o en la patogénesis
de BoNT debido a que presentan una estructura de operdn idéntica a la del operén de hal7,
ha33 y ha70, asi como una localizacion cercana al operdn bont-ntnh. El gen p47 codifica un
producto de 47 kDa de funcidn desconocida, aunque analisis bioquimicos han mostrado que,
junto a las proteinas OrfX1y OrfX2, se une a lipidos in vitro (13).

3. Objetivos

El objetivo este trabajo es conocer la evidencia que existe actualmente sobre las aplicaciones
clinicas de la toxina botulinica tipo A, incluyendo los mecanismos de accidn que esta sigue para
llevar a cabo sus efectos, incidiendo especialmente en los estudios mas recientes en el tema.
Asimismo, se realiza una introduccién con generalidades de las toxinas botulinicas, y se
explican aspectos relevantes sobre su estructura, su interaccién con otras moléculas en el
organismo y su genética. En definitiva, esta revision bibliografica pretende que el lector logre
adquirir una visidn global de esta molécula y de sus usos en la medicina.

Por otra parte, el trabajo también pretende recopilar algunas de las modificaciones genéticas
ya exploradas en la toxina, que buscan obtener una solucidn mejor a la toxina wild-type,
buscando potenciar ciertas propiedades.

Por ultimo, se pretende crear dos pequenas hipdtesis de trabajo: una con la que poder mejorar
todavia mas algunas de las propiedades de la toxina botulinica; y otra que permita atacar
patologias de células no-neuronales que no se han tratado todavia con la toxina.



4. Resultados

4.1. Mecanismo de accidn

El principal efecto de BoNT es la inhibiciéon de la liberacién de acetilcolina en la unién
neuromuscular contenida en las vesiculas sindpticas, pero también inhibe la descarga de otros
neurotransmisores, entre ellos, el péptido relacionado con el gen de la calcitonina (CGRP), la
sustancia P, serotonina, glutamato, GABA, noradrenalina, dopamina, encefalina y glicina (33).
Esto se debe a que, una vez translocada al citosol, la cadena ligera de BoNT, con actividad
metaloproteasa, fragmenta un componente del heterotrimero formado por SNAP-25, sintaxina
y sinaptobrevina-VAMP?2. Este heterotrimero media el acoplamiento de las vesiculas sinapticas
a la membrana plasmadtica y las proteinas que lo constituyen pertenecen al grupo de proteinas
conocidas como SNAREs (receptores de proteinas de fijacién soluble de NSF; NSF: factor
sensible a la N-etilmaleimida). De esta forma, el neurotransmisor contenido en la vesicula no
puede liberarse a la hendidura sindptica y no lleva a cabo su funcién (26) (Figura 4).

Neuromuscular junction
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neurotoxin
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i

Botulinum
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Figura 4. Accién de BoNT sobre las vesiculas sindpticas (34)

En el caso de BoNT/A y BoNT/E, el polipéptido escindido es SNAP-25 por uno de sus motivos
SNARE, mientras que BoNT/B, D, F y G escinden la proteina VAMP2, y BoNT/C corta tanto
SNAP-25 como la sintaxina-1A (30). Las dos primeras, a pesar de actuar sobre la misma diana,
realizan cortes en sitios distintos: BONT/A deja un producto carente de 9 aminoacidos en C-
terminal, mientras que BoNT/E escinde 26 aminoacidos del mismo extremo. Estos productos
presentan comportamientos: se ha observado que el producto de escision de BoNT/A,
nombrado SNAP-25(1-197) o SNAP-25,5, permanece mas tiempo en el botdn sinaptico que el
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equivalente fragmentado por BoNT/E, llamado SNAP-25(1-180) o SNAP-25,5, que es retirado
rapidamente y reemplazado por un nuevo SNAP-25 (26,35).

Ensayos de inmunoblot reflejan una mucho mayor afinidad de SNAP-2549 por la sintaxina-1A,
componente del heterotrimero, que la que presenta SNAP-25,5; tanto sucede asi que no se
logré una unidn saturable ni siquiera con elevadas cantidades de sintaxina-1A entre esta y
SNAP-25,6, pero si entre la sintaxina y SNAP-25,, con niveles de afinidad ligeramente
mayores a los que presenta con SNAP-25 intacta. Esta persistencia es uno de los motivos de la
elevada potencia de BoNT/A (35).

En cuanto a la formacion del heterotrimero, estudios in vitro parecen indicar que la accion de
BoNT/A no impide la formacion de este complejo, a diferencia de lo que ocurre con BoNT/B y
BoNT/E (26,36). De esta forma, el heterotrimero con SNAP-25,5 compite con su andlogo
natural, con SNAP-25 intacto, en el sitio de liberacién de vesiculas, reduciendo de esta forma la
cantidad de neurotransmisores liberados (36).

En adicidn, la cadena pesada (HC/A) puede unirse y activar el FGFR3 (receptor 3 del factor de
crecimiento de fibroblastos). Se cree que podria utilizar este receptor para entrar a las
neuronas corticales, ya que es la via que sigue el mutante BoNT/A(0) (cadena completa pero
cataliticamente inactiva) para su internalizacién. El mismo mutante ha demostrado también
entrar a neuronas mediante endocitosis dependiente e independiente de la GTPasa dinamina
(37).

De igual forma, hay receptores celulares que ven inhibida su expresién en superficie por la
accion de BoNT debido a que su exocitosis estda mediada por transporte SNARE-dependiente.
Algunos ejemplos son los canales idnicos TRPV1, TRPMS, TRPA1, P2X3 y GABA-A (33).

En este sentido, se ha observado que disminuye la expresién del receptor de potencial
transitorio vaniloide tipo 1 (TRPV1) en las neuronas del ganglio de la raiz dorsal primaria (30), y
la expresidon de TRPV1, de TRPAL y del purinoceptor P2X3 en las neuronas del ganglio del
trigémino (38) (Figura 5).

SNARE complex-
Munc18

?z,{;

=~ VAMP1
@ TRPA1

Figura 5. Transporte de TRPA1 y TRPV1 a la membrana plasmadtica de la neurona, y de CGRP a la hendidura
sindptica, mediada por un complejo de proteinas SNARE (39)
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4.2. Aplicaciones clinicas

Debido a los mecanismos expuesto anteriormente, la toxina botulinica esta indicada para el
tratamiento de diversas patologias y condiciones clinicas, mientras que, para otras, esta
todavia en estudio. La patente mas explotada, el BOTOX® (toxina onabotulinica A), esta
registrada por Allergan, propiedad de la farmacéutica AbbVie, pero existen otras
preparaciones en el mercado, como Dysport® (toxina abobotulinica A) o Xeomin® (toxina
incobotulinica A).

El efecto de la toxina comienza 2 o 3 dias después del tratamiento, y llega a su maximo a las
dos semanas (40). Su efecto es reversible: la actividad neuronal empieza a normalizarse entre
2,8-3 meses después de la inyeccidon, debido a que se produce un recambio de moléculas como
SNAP-25 y una reorganizacion neuronal en la unién neuromuscular (40,41).

Algunos de los usos clinicos mas relevantes se exponen a continuacion.

Estética

Uno de los usos mas conocidos de BoNT/A tiene lugar en el campo de la medicina estética,
concretamente, para eliminar arrugas de expresion. El mecanismo de accidon que subyace en
este caso es la detencién del flujo de acetilcolina, necesaria para la contraccion muscular,
mediante la escision de SNAP-25.

Depresidn

Otra aplicacién clinica de BoNT/A es su uso como antidepresivo. En los pacientes con
depresion, los niveles de serotonina (5-hidroxitriptamina, 5-HT) y noradrenalina aparecen
notablemente reducidos (42), asi como el nivel del factor neurotroéfico derivado del cerebro
(BDNF) (43). BoNT/A, al aplicarse como una Unica inyeccidn facial en la zona glabelar, ha
demostrado incrementar los niveles de 5-HT en varias regiones del cerebro de ratones, como
el hipocampo vy el hipotdlamo, asi como la expresidon de BFNF en varias regiones del cerebro
(37,42), simulando el efecto de antidepresivos de uso habitual, como los inhibidores selectivos
de la recaptacion de serotonina (SSRI), que aumentan la disponibilidad sindptica de 5-HT y la
produccién en el hipocampo y en el cortex prefrontal de BDNF (44).

También, se conoce que hay una importante reduccidn en la expresién de las subunidades NR1
y NR2B del receptor de N-metil-D-aspartato (NMDA) en el hipocampo de ratones SRS
(estresados por restriccidon del espacio), modelo animal utilizado habitualmente para estudios
de la bioquimica de la depresidn. Estas subunidades parecen desarrollar una funcion diferente
en funcién del modelo animal elegido (42,45), pero la inyeccion facial de BoNT/A logré
aumentar estos niveles en el hipocampo de los ratones SRS (45).

La relacion entre todos estos eventos puede deberse a que el BDNF participa en el desarrollo
neuronal y en la neurogénesis por medio de la activacidon de los receptores de NMDA del
hipocampo, ademas de que activa a la proteina ERK, la cual fosforila a CREB. Asi, CREB se activa
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y participa en la neurogénesis y en la atenuacién de los sintomas depresivos en ratones
(46,47). En definitiva, a nivel bioquimico, BONT/A elevé temporalmente los niveles de ERK
fosforilado (p-ERK) y CREB fosforilado (p-CREB) via activacion por BDNF vy, a nivel
comportamental, redujo el tiempo de inmovilidad en distintas pruebas de comportamiento
realizadas a los ratones, criterio utilizado para determinar que mejoré los sintomas de la
depresion (42). Esto es lo que se conoce como Hipdtesis del BDNF, una de las relaciones causa-
efecto propuestas para explicar la eficacia de BONT/A sobre la depresion. Sin embargo, existen
algunas otras:

Hipotesis de retroalimentacion facial: se fundamenta en la evidencia de la

bidireccionalidad entre el centro emocional del cerebro y los musculos faciales. Una
inyeccidn de BoNT/A en el entrecejo puede interferir con la retroalimentacion
emocional: debido a la paralisis, no cambian las expresiones faciales en funcién de las
distintas emociones (48)

Hipdtesis de retroalimentacidn social: al prevenir expresiones faciales de enfado,

tristeza o miedo, podria mejorar la interaccion social. Se ha demostrado que el sistema
limbico y el sistema de neuronas espejo estan involucrados en el reconocimiento de
expresiones faciales (37).

Teoria de la monoamina: afirma que hay una relacion entre la reducida disponibilidad

de serotonina (5-HT) y norepinefrina (NE) en el cerebro y los trastornos emocionales.
Se observo el incremento de estos dos neurotransmisores en distintas regiones tras la
inyeccidn facial de BONT/A en ratas y ratones estresados (49).

Teoria de la neuroinflamacion: la inflamacién sistémica de bajo grado podria tener

relacién con el estrés psicoldgico y los sintomas depresivos (37). BoNT/A demostré
reducir la regulacidn al alza de la expresién de los factores proinflamatorios derivados
de la microglia, por lo que podria modular la neuroinflamacion por la inhibicion de la
activacion de la microglia en el CNS (50).

Probablemente, no solo una teoria sea cierta, sino que varias de ellas se den al mismo tiempo
y expliquen la relacion entre BoNT/A y su efecto de mejora sobre los sintomas de la depresion.

Migraiia cronica

La migrafia es una enfermedad caracterizada por el dolor de cabeza, las nduseas, los vémitos y
la hipersensibilidad a la luz o el ruido. Es el segundo trastorno neurolégico mas comun (51).
Como causa de la migraia, se propone la hipdtesis neurovascular, corroborada por estudios
que muestran el papel de la inflamacién neurogénica en el trastorno. La inflamacidn
neurogénica esta mediada por la activacién de las fibras perivasculares del trigémino, las
cuales liberan neuropéptidos como sustancia P y CGRP, que conduce a un mayor flujo
sanguineo y edema (51,52).
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Los receptores de potencial transitorio (TRPs) también han sido relacionados con la migrafia,
incluyendo TRPV1, TRPV4, TRPMS8 y TRPA1. TRPV1 es un canal catidnico no selectivo que se
expresa principalmente en pequefias y medianas neuronas del ganglio del trigémino. La
estimulacién de TRPV1, presente en un subconjunto de neuronas (TRPV1+), conduce a la
liberacion de CGRP. Es activado por temperatura alta (>432C), pH bajo, capsaicina y
anandamida, entre otros (52,53). A continuacién, el CGRP activa el receptor de CGRP presente
en las fibras Ad. El receptor activado inicia un mecanismo dependiente de PKA y PKC, que
termina con la fosforilacion e incremento del efecto de los receptores de NMDA (54). La
sensibilizacion central implica la reduccidon del umbral del dolor, lo que conduce a una
amplificacion por parte del sistema nervioso central de algunos estimulos normalmente no
dolorosos (55) (Figura 6).

1. TRPV1 activation

C-fiber /{I ;

Ad-fiber

Headache

P e

3. CGRP receptor activation

4. Sensitization

I TRPV1 CGRP . CGRP receptor

Figura 6. Sensibilizacion de las fibras A por accion del CGRP (52)

Los pacientes tratados con BoONT/A muestran una reduccién en los niveles de CGRP, ya que su
liberacion depende de proteinas SNARE, que son escindidas por la toxina. Adicionalmente, ha
mostrado inhibir el reclutamiento de TRPV1 y TRPA1 hacia la membrana plasmatica de las
neuronas del ganglio del trigémino, probablemente por reducir la distribucion del TNF-alfa,
que promoveria el transporte de estos a la membrana, impidiendo asi el incremento de flujo
de Ca2+ a través de estos receptores y, por tanto, la posterior cascada de sefiales que
conducen a la liberaciéon de CGRP (51,56).
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Vejiga hiperactiva

La reduccién de los receptores TRPV1 y P2X3, expresados en las neuronas sensoriales
primarias, se ha correlacionado en el tratamiento de vejiga hiperactiva con una mejora de los
sintomas: la disminucion de TRPV1, con menor sensibilidad, y la de P2X3, con menor
percepcion de urgencia (30,38). Adicionalmente, BoNT/A reduce la liberacion de ATP vesicular
por las células uroteliales (57).

En esta linea, se ha observado también, y utilizando inmunofluorescencia, una reduccién de los
receptores P2X2, P2X3, y los receptores muscarinicos M2 y M3 en el musculo detrusor de la
vejiga tras la inyeccién directa en ese musculo de onabotulinumtoxina A en pacientes con
hiperactividad neurogénica del detrusor a los que se les extrajo la clpula vesical (58). La
relacion entre causa y efecto puede ser que la transduccién purinérgica de sefiales de los
receptores P2X2 y P2X3 es interrumpida por BoNT/A en vejiga de rata (58). También se reduce
el efecto de los receptores muscarinicos M2 y M3 en ratones, receptores con una implicacidn
aproximada en las contracciones colinérgicas del detrusor del 5 y el 95% respectivamente (59).

Piel grasa

Los sebocitos expresan el receptor nicotinico de acetilcolina a7 (nAchRa7) y liberan
acetilcolina en el entorno local (a modo de citotransmisor autocrino o paracrino). Esta
acetilcolina activaria el receptor nAchRa7 e induciria la sintesis de lipidos por la via de
sefializacion de la quinasa ERK (41). Sin embargo, esta ruta se veria interrumpida por la no
liberacion de acetilcolina a nivel local gracias al papel de BoNT/A en la escision de SNAP-25
(28,30), efecto especialmente notable en individuos con piel grasa debido al mayor nimero de
sebocitos maduros y, por tanto, de receptores de acetilcolina a7 en estos (42).

Otros

La toxina botulinica tipo A se ha usado también para paliar algunos sintomas de la enfermedad
de Parkinson, como temblor, sialorrea, camptocormia o vejiga hiperactiva (31).
Adicionalmente, ha demostrado ser muy eficaz en el tratamiento de blefaroespasmo, con una
ratio de respuesta superior al 90% (41,60), asi como en el tratamiento del espasmo hemifacial,
con mejora de mas del 75% en el 76-100% de los pacientes durante 3-4 meses (61). Los
mecanismos que explican la mejora de los sintomas coinciden con los detallados
anteriormente: bloqueo de la liberacién de neurotransmisores necesarios para la contraccion
muscular.

De hecho, hay otra serie de patologias, principalmente trastornos del movimiento, en las que
se ha usado BoNT/A como tratamiento (Ver Anexos 1,2).
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4.3. Ingenieria genética

La base de datos Uniprot recoge 34 variantes generadas por mutagénesis con una descripcion
del efecto observado en la toxina o su actividad. Entre ellas, aparecen dos mutantes del
dominio de translocacidn con reducida toxicidad al cambiar 11 residuos entre 861 y 871y 6
residuos entre 862 y 867; dos variantes, F953G y F953R, con muy reducida y nula toxicidad
respectivamente, pero a la vez muy reducida unidn a neuronas; y un mutante del bolsillo de
unién a gangliésidos, con cambios W1266L e Y1267S. Ademds, un cambio en un solo
aminodcido, E224K o E224Q, se traduce en el no procesamiento de SNAP25, lo que remarca su
importancia en la actividad catalitica (5).

Sin embargo, la ingenieria genética no solo se ha utilizado para determinar la importancia de
ciertos aminoacidos dentro de la cadena polipeptidica de BoNT/A, sino que se han logrado
crear toxinas mutantes, en muchos casos por combinacidén de varios subtipos de estas, en
busca de mejorar sus propiedades terapéuticas (Figura 7).

BoNT Modification Application
BoNTs Re-engineering of target specificity Chronic pain
BoTIMs Full-length BoNTs incorporation Prolonged effect in various pain states
E inactive LC/A and LC/E including chronic pain
Mutations enhancing binding to
BoNT/Bwmy human synaptotagmin-II, Enhanced efficacy
mutations of the lipid binding loop
! Mutations of substrate recognition Novel therapy to escape
LC/B : . o
pockets immunoresistance in BONT/B therapy.
BoNT/LC LC Mutations Maintain cleavage of syntaxin

BoNT/B TM (triple mutant)

Mutations inducing protonation of
residues involved in translocation
process

Increased neurotoxicity due to faster
cytosolic delivery of the enzymatic
domain

BoNT/A

Protein stapling nll(!wing BoNT/A
re-assembly in situ

Development of neuronal modulating
agents

BoNT/A and E chimera

Chimera construction

Vector-expressed transgenic

Targeting specific populations of
neurons or secretory cells

Stable, selective, and controllable,

BoNT/LC BoNT/LC BoNT/LC expression in different
neuron types
BoNTs Ligation to agents targeting BoNT Pain relief, inflammation and

delivery into specific cell types

neuropathic pain

Figura 7. Modificaciones por ingenieria genética de diversas toxinas y su aplicacion en clinica (61)

Unas de las propiedades que se busca mejorar en las toxinas con uso clinico es la duracion de
su efecto, aproximacién estudiada por Dolly et al. en un estudio que utilizaba mutantes
enzimaticamente inactivos derivados de BoNT/A (BoTIMs). Uno de ellos (LC/E-BoNT/A)
consistia en la cadena completa de BoNT/A con la cadena ligera sin actividad catalitica a la que
se le afiadié la cadena ligera del serotipo BoNT/E (LC/E) mediante fusidén génica. El resultado
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de la inyeccidén con la toxina hibrida purificada fue una mayor duracién del efecto analgésico
en un modelo de rata con dolor inducido (61).

Una quimera con la misma configuracion fue creada por Wang et al. para comparar algunas de
sus caracteristicas con las toxinas wild-type. En ratones, el hibrido demostré provocar una
pardlisis flacida mads persistente, gracias a la interrupcion del transporte vesicular a la
superficie de los receptores TRPV1 y TRPA1l (62). Asi mismo, demostré unirse a neuronas
sensoriales, mientras que la toxina BONT/E nativa no mostrd tal unién (63). En definitiva, la
estrategia consistio en aprovechar la especificidad de unién de BoNT/A con la mayor
persistencia del efecto de escisién de SNAP-25 de la cadena ligera de BoNT/E.

Por otra parte, los experimentos de Chaddock et al. exploraron una estrategia de conjugacion
de aglutinina de germen de trigo (WGA) a un mutante de BoNT/A sin su dominio de unién
(LH(N)/A), constituyendo asi el derivado WGA-LH(N)/A. Su aplicacion in vitro a diversas lineas
celulares naturalmente resistentes al efecto de BONT/A mostrd la inhibicion de las respuestas
secretoras de estas células, lo que abre una via de estudio al uso de BoNT/A en células no
neuronales aprovechando su efecto de escisidn sobre los motivos SNARE (64).

Posibles lineas de mejora de la toxina

En la linea de los experimentos de Dolly y Wang, una propuesta para mejorar aun mas la
duracién del efecto de BoNT/A y su especificidad surgiria de exponer su hibrido LC/E-BoNT/A a
una PCR propensa al error. Con cultivos in vitro de neuronas, podrian seleccionarse aquellos
mutantes que presentasen unas caracteristicas mejores con respecto a la toxina LC/E-BoNT/A,
como una mayor especificidad, mientras que utilizando modelos animales (ratén o rata), se
podrian elegir las que tuvieran una mayor duracion del efecto.

De esta forma, utilizariamos las ventajas del mutante de Dolly y Wang (la especificidad de
union de BoNT/A y la mayor persistencia del efecto de escision de LC/E), pero potencialmente
mejorariamos ambas caracteristicas al seleccionar los mutantes que mejores resultados
arrojasen en los experimentos con cultivo in vitro e in vivo.

Adicionalmente, imitando los experimentos de Chaddock, podria replicarse el mutante
LH(N)/A, esto es, BoNT/A sin su dominio de unién, y conjugarlo a nanoanticuerpos
(nanobodies) para dirigirlos a dianas especificas donde la funcién de bloqueo de liberaciéon
vesicular SNARE-dependiente presente una ventaja. Esta via podria permitir potencialmente
mejorar los sintomas de patologias que hasta ahora no hacian uso de BoNT/A debido a su
especificidad exclusiva de células neuronales.
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5. Conclusiones

Finalmente, se extraen las siguientes conclusiones del trabajo:

1. No solo se van conociendo con detalle los mecanismos patoldgicos de BoNT/A, sino
que, gracias a las investigaciones de los ultimos afos, se ha podido aplicar con éxito a
numerosos pacientes con dolencias y patologias diversas, gracias principalmente a su
capacidad para interrumpir la fusién de vesiculas celulares a las membranas
neuronales, evitando la liberacién de mensajeros y receptores.

2. Las modificaciones en la toxina y su fusién génica con otros serotipos y proteinas estan
permitiendo dibujar una nueva via para tratar enfermedades con origen neuronal (por
mejora de duracion del efecto o especificidad) y no neuronal (aprovechando el
reconocimiento de algunos serotipos por las neuronas para dirigir otros farmacos)

3. Todavia se requiere una investigacion mas profunda de los aspectos compilados en
este trabajo con el objetivo de mejorar los sintomas de un numero creciente de
condiciones clinicas.

Conclusions

Finally, the following conclusions are collected from the work:

1. Not only the pathological mechanisms of BONT/A are being known in detail, but also,
thanks to research in recent years, it has been successfully applied to numerous
patients with various ailments and pathologies, mainly thanks to its ability to interrupt
the fusion of cell vesicles to neuronal membranes, preventing the release of
messengers and receptors.

2. The toxin modifications and its gene fusion with other serotypes and possibilities are
allowing to draw a new way to treat diseases with neuronal origin (by improving the
duration of the effect or specificity) and non-neuronal (taking advantage of the
recognition of some serotypes by neurons to deliver other drugs)

3. Further research of the aspects compiled in this work is still needed in order to
improve the symptoms of an increasing number of clinical conditions.
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7. Anexos

Year Author/Institution Botulinum Toxin, Commercial Designation
1988 Allergan Oculinum (BoNT/A): clinical trials
1993 Montecucco and Schiavo SNAP-25, molecular target of botulinum toxin type A
1995 MHRA Approves Dyspnrt® (abobotulinum.toxinA., Ipsen)(~5 ng /500 mouse LD50)
for strabismus in UK
2000 FDA Approves Botox® (onabotulinumtoxinA, Allergan) for cervical dystonia
Botox® approval for cosmetic procedures in Canada and New Zealand
2001 5 ) o : %
Approves first type B toxin, NeuroBloc™ for cervical dystonia
? ® : : . _—
2002 FDA Approves Botox™ for cosmetic lhgrapy (Australia, Switzerland, Taiwan, and
Singapore)
2003 AFSSAPS Approves Botox as Vistabel® (France)
2003 FDA Approves Myobloc® (rin*_labotulinur.ntoxinB, Sols(;ice Neuroscience) for
cervical dystonia Neurobloc
2004 FDA Approves Botox® for primary axillaljy hyperhidrosis (severe underarm
sweating)
2006 MHRA Approves Botox as Vistabel™ for treatment of glabellar lines
Xeomin® (incobotulinumtoxinA, Merz) licensed in Germany for
2006 = i s -
blepharospasm and cervical dystonia in adults
2006 Korean FDA Neuronox® (Medy-Tox) approval for blepharospasm
2009 MHRA Approves Azzalure® for treatment of glabellar lines
FDA approves Dysport® for glabellar lines and cervical dystonia
Approves Botox? to treat chronic migraine, adult upper limb spasticity, and
2010 FDA specific form of urinary incontinence
Approves Xeomin® for cervical dystonia and blepharospasm
2011 FDA Approves Xeomin® to treat bladder detrusor over-activity in patients with

neurologic conditions

Anexo 1. Tabla de soluciones comerciales basadas en toxina botulinica, sus usos clinicos aprobados e institucion

reguladora

Approves Xeomin® (incobotulinumtoxinA) as Bocouture® for glabellar lines

2 05 in adult patients
2012 NHS UK Approves Botox® to treat chronic migraine
2013 Korea Approves Nabota® (Daewoongs Pharmaceuticals)
FDA approves Botox® for overactive bladder and lateral canthal lines
2014 China BoNT/A product also approved as Lantox® and Prosigne® (Lanzhou
Institute of Biological Products, China)
2015 FDA FDA Approval of Xeomin® (incobotulinumtoxinA) and Dysport®
(AbobotulinumtoxinA) for adult upper limb spasticity
2017 Approval of Botox® and Dysport® to treat adult lower limb spasticity and
Dysport® only to treat children lower limb spasticity
FDA approves Xeomin? for sialorrhea
2018 FDA Nabota® (Korea 2014) approved by FDA in 2019
Distributed in USA since 2018 as Jeuveau®
2019 FDA Approves Botox® for pediatric upper limb spasticityApproves Jeuveau® for

glabellar lines

FDA, Food and Drug administration; MHRA, Medicines and Healthcare Product Regulatory Agency; AFSSAPS, French Agency for the
Safety of Health products (currently ANSM) (Modified from Rasetti-Escargueil et al. [30] and Whitcup [31].

Anexo 2. Tabla de soluciones comerciales, instituciones y usos clinicos (continuacion)
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