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RESUMEN

El cancer de mama es una de las principales causas de mortalidad en mujeres y
se caracteriza por el uso de exosomas como mecanismos de supervivencia y
diseminacion. Estos exosomas transportan proteinas, lipidos y material genético
que promueven la formacién de nichos metastasicos, la resistencia a farmacos y la
evasion inmunitaria. La proteina SV2A, sobreexpresada en diversos tipos de
cancer incluidos colon, préstata y mama, se relaciona con la liberacion vesicular y
potencia la capacidad metastasica de las células tumorales. La toxina botulinica
tipo A (BoNT/A), que ingresa a través de SV2A y escinde SNAP-25, interfiere en la
liberacion de vesiculas sinapticas, o que sugiere un posible vinculo entre los
mecanismos neuronales y la progresion tumoral. Nuestro grupo de investigacion
ha confirmado la presencia de SV2A en lineas celulares de cancer de mama,
prostata y cerebro, asi como en un modelo preclinico de cancer de mama en
ratones BALB/c. Se estudio el papel de SV2A en la progresion tumoral y el efecto
de la BoNT/A (como ligando de SV2A) sobre el aumento de la masa tumoral y la

sobreexpresion de esta proteina.

En el presente trabajo se evalué la secrecion exosomal al medio de los cultivos de
la linea celular de cancer de mama MDA-MB-231 y una linea control U-87 MG tras
la interaccion con BoNT/A a 48 horas, interactuando los cultivos con 2.5, 3.5y 5
U/mL de BoNT/A. Los resultados demuestran que estas concentraciones de
BoNT/A carecen de potencial citotdxico y del potencial para inducir muerte celular
programada o necrosis. Ademas, se observdé que a partir de 2.5 U/mL se
generaron cambios morfolégicos en ambas lineas celulares a partir de las 24
horas de interaccién, cambios que se asemejan a la transdiferenciacion tumoral.
Igualmente se observaron cambios en la concentracion de proteinas totales en el
sobrenadante de la linea MDA-MB-231 cuando se interactia con BoNT/A por 48
horas. Sin embargo, la interaccion con BoNT/A a 48 horas no genera cambios en
la expresién de los marcadores exosomales CD9, CD63 y CD81 de forma

intracelular ni en los exosomas secretados al medio.



Estos resultados concuerdan con distintos autores sobre la funcién de BoNT/A
como agente inductor de transdiferenciacion celular, pero no sustentan la hipotesis
del papel de BoNT/A como regulador de secrecién de microvesiculas del tipo

exosomal en dos lineas celulares que expresan SV2A.

INTRODUCCION

Cancer de Mama y Subtipos Moleculares

La mama es el érgano encargado de producir leche materna durante la lactancia,
proceso en el que participan diferentes tipos de células especializadas. En el tejido
glandular mamario, se encuentran células epiteliales de tipo basal y luminal. Las
células basales son del tipo mioepitelial y se localizan en la parte externa de los
ductos colectores, realizando la funcién de soporte estructural y contractil,
ayudando en la expulsion de la leche gracias a sus propiedades contractiles. Las
células luminales, ubicadas en la parte interna de los ductos, son las responsables

directas de la sintesis y secrecion de los componentes de la leche.

Las células luminales tienen un proceso continuo de renovacién, ya que su vida
util es relativamente corta, con un ciclo de renovacion estimado de 2 a 3 semanas.
Este recambio celular es crucial para mantener la salud y funcionalidad de la

glandula mamaria (figura 1) (Harbeck et al., 2019).
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Figura 1. Esquema de la anatomia de la mama. Las células del |6bulo se encuentran en
la parte mas interna de la mama, produciendo y secretando la leche hacia los ductos y
secretarla por el pezon. Las células de los ductos se conforman de células epiteliales
luminales en la parte interna del ducto y de células basales mioepiteliales alrededor del
ducto que ayudan en la contraccion del ducto promoviendo la eyeccion de la leche hacia
el pezén. Tomada y traducida de Harbeck et al,. 2019 (Harbeck et al., 2019).

El desarrollo del cancer proviene de las mutaciones genéticas que adquieren las
células, que provocaran la formacion de oncogenes que generaran un
desequilibrio en la expresién y funcion de las proteinas, este desequilibrio se lleva
hasta los procesos bioldgicos vy fisioldgicos vitales de la célula, alterando de esta
manera el control del ciclo celular, proliferacion, metabolismo, comunicacién
celular, entre otras, que den paso a la formacion de células malignas que inicien la

formacién de tumores (A. Weinberg, 2014).

El cancer de mama suele originarse en las terminales lobulares de los ductos
colectores, donde las células luminales y basales pueden experimentar cambios
en su estructura y comportamiento, desencadenando el desarrollo de células

malignas que afectan el tejido mamario (Harbeck et al., 2019).

El cancer de mama esta clasificado segun los marcadores que presente en
tinciones de inmunohistoquimica, esa clasificacién es luminal A, luminal B, HER2*

y triple negativo, el grado de agresividad del cancer es de bajo grado a alto grado



respectivamente, el tipo luminal A es positivo a receptor de estrogenos (RE?),
receptor de progesterona (RP*) y negativo al receptor del factor de crecimiento
epidermal humano (HERZ2"), el tipo luminal B es RE*, RP* y HER2*, el tipo HER2*
es RE" o bajo, RP- 0 bajo y HER2* (figura 2). El cancer de mama triple negativo es
un tipo de cancer que no expresa ninguno de los tres marcadores (RE-, RP-,
HERZ2), y del que se pueden identificar otros marcadores que indiquen el subtipo
basal a través de las citoqueratinas (CK5/6, CK14, CK17) (Cardenas S. et al.,
2023). El cancer de mama triple negativo es uno de los mas agresivos e invasivos
dada su caracteristica del tipo de células basales del ducto mamario, estas
caracteristicas basales tienen una alta actividad proliferativa y baja diferenciaciéon
celular, que se relaciona con su constante division celular, ademas de ser de los
que tienen mayor reincidencia después del tratamiento y una mayor capacidad

invasiva en otros érganos.

Subtipo Aproximacion por IHQ

Luminal A RE +, RP >20%, Ki 67 <20% GH 1 02 y HER2 —

Luminal B (HER2 )
RE +, HERZ2 —, RP <20% o Ki 67 >20% GH 3
. (HERZ2 +)
Luminal B RE +, HER2 +, RP y Ki 67 cualquier valor
HER2 HER2 +, RE-y RP -
Triple negativo RE —, RP -y HER2 -

GH: grado histoldgico.

Figura 2. Clasificacién histolégica del cancer de mama por inmunohistoquimica
(IHQ). La clasificacion por marcadores hormonales se acompafna de la evaluacion de los
marcadores de proliferacion HER2 y Ki 67, este ultimo se descarta de la IHQ dado que su
evaluacion histoldgica previa a la IHQ indica un alto grado de proliferacion celular. Tomado
de Consenso Mexicano Sobre Diagndstico y Tratamiento del Cancer Mamario (Cardenas
S. etal., 2023).



El cancer de mama es uno de los canceres mas prevalentes en la poblacion
femenina y la principal causa de muerte por enfermedad en mujeres en México y
el resto de los paises (Bray et al., 2024), segun informa el GLOBOCAN e informes
nacionales, es considerado uno de los tipos de cancer que tienen una mayor tasa
de mortalidad en el mundo, y del cual se espera que aumente la incidencia en este
tipo de cancer en un 40% y su tasa de mortalidad un 50% para el 2040 (Arnold et
al., 2022; Sung et al., 2021; Yazmin Lizeth Martinez Sanchez, 2022).

Cancer de Mama Triple Negativo

El cancer de mama triple negativo (TNBC por sus siglas en inglés) tiene una
prevalencia del 8 al 13% de los casos totales. Su relevancia clinica radica en su
alta agresividad, invasi5vidad y por ser el mas frecuente en mujeres de menos de
55 anos, teniendo una taza de supervivencia a 5 afos es del 12% cuando ha
realizado metastasis a otros 6rganos, 65.8% cuando ha realizado metastasis local
(ganglios linfaticos y tejidos cercanos al tumor primario) y de 91.3% cuando es un

tumor localizado (in situ) (Adrada et al., 2023).

Si bien el TNBC se denomina triple negativo por la ausencia de receptores
hormonales y de proliferacién (ER", PRy HER2") este suele denominarse también
como cancer de mama del tipo basal, aunque estos no son sinébnimos. El cancer
de mama del tipo basal se identifica por sus caracteristicas genéticas (mutaciones)
relacionadas con un perfil celular basal-mioepitelial de la mama, que
frecuentemente muestran inestabilidad genética y mutaciones en los genes TP53
y BRCA. Dentro de la clasificacion genética de los TNBC estan el tipo basal,
mesenquimal, troncal del tipo mesenquimal, inmunomodulador y de receptor a

androgenos luminal.

El TNBC posee un perfil metastasico mas agresivo que el resto de sus
clasificaciones dada su capacidad de realizar metastasis en otros 6rganos como

higado, pulmdn, cerebro y hueso, donde el ajuste de los tratamientos dependera



del érgano afectado, en el caso de metastasis en cerebro y hueso se opta por

tratamiento con radioterapia continua.

Existen terapias de primera, segunda y tercera linea para el tratamiento de cancer
de mama triple negativo para los casos nuevos Yy recurrentes. Aqui una

descripcion de las tres lineas de tratamiento:

- Tratamiento de Primera Linea: Monoterapia continua conjugada con
quimioterapia se indica para reducir la toxicidad del tratamiento. La
poliquimioterapia se considera solo en casos en los que se requiere una respuesta

rapida dado el estado critico del paciente.

-Tratamiento de Segunda linea: En caso del fracaso del uso de la primera linea de
tratamiento o la recurrencia de nuevos tumores, se indica el uso de inhibidores de

la poli ADP ribosa polimerasa (PARP) como olaparib.

- Tratamiento de tercera linea: en casos de metastasis se indica el uso de eribulina
para aumentar la supervivencia en pacientes con TNBC que recibieron otros

tratamientos.

Actualmente existen nuevas opciones de tratamiento que han demostrado su
efectividad y beneficio para los pacientes con TNBC. Aunque actualmente se

cuenta con un limitado acceso de estas terapias en paises en vias de desarrollo.

- Inmunoterapia: la quimioterapia combinada con pembrolizumab mejora la
supervivencia global y la supervivencia sin progresion de la enfermedad en

aquellos TNBC positivos para PD-L1.

- Inhibidores de la PARP: En los TNBC con mutaciones en BRCA se ha observado

una extendida PFS cuando se tratan con olaparib y talazoparib.

- Anticuerpos conjugados: el uso de scituzumab-govitecan en etapas avanzadas
del TNBC ha demostrado una mejora en OS y PFS.



Microambiente Tumoral

Las células tumorales son portadoras de mutaciones y moléculas inestables o
peligrosas para las células que se encuentren alrededor de ésta. Las células
tumorales necesitan de la comunicacién bidireccional entre ellas y el estroma para
el beneficio de su desarrollo y supervivencia en el organismo, ya que el estroma
se conforma de tejido conectivo, células del sistema inmune innato (Células
dendriticas, macréfagos M1 y M2) y adaptativo (linfocitos T CD4+, CD8+, CD25+)
fibroblastos y células endoteliales de vasos sanguineos y linfaticos. Esta
interaccion entre el estroma y las células tumorales se concibe como
microambiente tumoral (TME), en el que las células tumorales mantienen
interacciones con su entorno para sobrevivir y proliferar, en cambio, las células del
estroma retroalimentan esta simbiosis con la secrecion de proteinas que
promueven el crecimiento y la division celular. Por lo tanto, la evolucion tumoral
depende de las células que participan en este microambiente tumoral (Lim et al.,
2018).

El TME puede transformase facilmente a un TME pro-tumorigénico mediante la
induccion de anergia de las células inmunes, dando paso a la formacion de
macrofagos asociados a tumor (TAM), de fibroblastos asociados a cancer (CAF),
la reprogramacion metabdlica de las células mas internas del tumor y la hipoxia,
que estimulara la progresion tumoral de distintas maneras. En el microambiente
pro-tumorigénico, los TME tienen la capacidad de cambiar su fenotipo pro-
inflamatorio (M1 TAM), en donde estimulan la respuesta inflamatoria y la supresion
de tumor a través de las citocinas, a un fenotipo antiinflamatorio (M2 TAM) el cual
promueve el crecimiento tumoral mediante el remodelando del tejido circundante.
Ademas, los CAFs son capaces de secretar vesiculas y factores de crecimiento
que ayuden a la proliferacién de células tumorales, al igual que la secrecion de
proteinas que remodelen la matriz extracelular (ECM) y la expansién del tumor a
vasos sanguineos cercanos al tumor, asi como la promocion de la angiogénesis
mediante la secrecion de citocinas necesarias para este proceso (VEGF, FGF e IL-
6) (Benavente et al., 2020).



El tipo de comunicacidon que se da en el microambiente tumoral es mixta; desde la
sefalizacion con metabolitos, citocinas y quimiocinas hasta la interaccion
dependiente de contacto célula a célula, y los efectos que estas sefales puedan
tener sobre el desarrollo del tumor pueden ser benéficos o negativos para las
células tumorales, este efecto dependera de las capacidades de las células
tumorales para promover su proliferacién, evadir la respuesta y reconocimiento
inmune y de su resistencia a las terapias antitumorales. Una forma de
comunicacién celular mas compleja y sofisticada es a través de los exosomas,
nanovesiculas originadas por la célula que se liberan al espacio extracelular con
contenido de la célula como material genético y proteinas. Estas vesiculas pueden
actuar como mensajeros celulares complejos, ya que ademas del contenido
interno poseen proteinas de sefializacién en su membrana, con las que pueden
ejercer sefalizacion por contacto e internalizar los exosomas para incorporar el
contenido a la célula diana. Los exosomas de las células tumorales mas internas
del tumor, que se encuentran en un estimulo de hipoxia, pueden inducir de manera
potencial el microambiente tumoral en pro-tumorigénico, promoviendo la invasién
de tejido cercano y la formacion de nichos pre-metastasicos que favorezcan la
metastasis en organos distantes, haciendo de los exosomas componentes clave
para lograr la invasion y metastasis del cancer (Meldolesi, 2018; Zhang et al.,
2015).

Exosomas Como Mensajeros Celulares

Los exosomas tienen su origen en el endosoma temprano, donde por medio de
invaginacion membranal se forman vesiculas intraluminales (ILV's), las cuales, al
invaginarse del endosoma se cargan con proteinas ubiquitinadas, moléculas de
DNA y RNA, glucidos y moléculas pequefias como metabolitos mediante
mecanismos de seleccidon mediados por proteinas de reconocimiento ancladas en
su membrana. Posteriormente fusionan su membrana al interior del endosoma
temprano, convirtiendo el endosoma en un cuerpo multivesicular (MVB) que

contiene diversas ILV's. Después de su formacién, los MVB’s pueden ser



degradados por via del lisosoma o secretar su contenido al espacio extracelular.
Cuando la membrana del MVB se fusiona con la de la membrana plasmatica y
libera los ILV's al espacio extracelular, estos son ahora denominados exosomas
(figura 3) (Han et al., 2022). En el endosoma temprano se agregan también
vesiculas de la via lisosomal que provienen de la degradacion de proteinas, igual
que de la via trans-Golgi (TGN). Los exosomas que provienen del TGN expresan
proteinas CD63 y CD81 en su membrana, y son usados como biomarcadores de
exosomas, mientras que en la via del endosoma se expresa CD9, igualmente
usado como biomarcador exosomal (Andreu & Yafez, 2014; Kumari & Anji, 2022;
McAndrews & Kalluri, 2019). Mediante estos biomarcadores es posible estimar el
origen biogénico de los exosomas (endosoma, TGN y RER), el cual serviria para
clasificar estas poblaciones y buscar proteinas o material genémico de interés. En
el proceso de la seleccion del cargo de los ILV's también participan activamente el
reticulo endoplasmico rugoso (RER) y el aparato de Golgi, que transportan sus
cargos hacia el endosoma temprano para posteriormente transferirlo a las ILV's
(de Jong et al., 2012). Aunque se desconoce en mayor parte el motivo de su
origen y funcion, ha demostrado tener efectos importantes en células distales del
sitio de origen de los exosomas, como inductores de cambios morfologicos, el
ciclo celular, sefializacién celular, motilidad, regulacién del estrés y sintesis y
transcripcion de proteinas. Puesto que la membrana de los exosomas proviene del
endosoma, aparato de Golgi, RER y del lisosoma, esta es rica en esfingomielina y
fosfatidilinositol, ademas de proteinas. Dicha composicién de su membrana les
confiere a los exosomas resistencia a cambios drasticos de pH y de la presion
hidrostatica en circulacion sanguinea (Al-shubaily & Al-Zahrani, 2021; J. Dai et al.,
2020; Taylor & Shah, 2015). Estas caracteristicas de naturaleza celular le permiten
a los exosomas viajar por el sistema circulatorio, capilares, cruzar la barrera
hematoencefalica y el sistema linfatico sin ser reconocidas como antigeno o
patégeno puesto que su membrana lipidica y proteinas de membrana son
reconocidas como propias, permitiéndoles llegar a tejidos lejanos de su sitio de
origen hasta ser reconocidas por la célula diana (Krylova & Feng, 2023; Mashouri
et al., 2019; Meldolesi, 2018; Shaabani et al., 2023).
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Figura 3. Biogénesis y secrecion de exosomas. Del endosoma tardio se forma el
cuerpo multivesicular (MVB) por la invaginacién de su membrana, formando las vesiculas
intraluminales (ILV) al interior de este llevando contenido del reticulo endoplasmico (ER),
aparato de Golgi, mitocondria, DNA, RNA y proteinas de unién a RNA, posteriormente
puede continuar la secrecion de exosomas por fusidon de membrana con la membrana
plasmatica o junto con productos del anfisoma, o degradarse en el lisosoma. Tomada y
traducida de Han et al., 2022 (Han et al., 2022).

La captura e internalizacion de los exosomas en la célula diana no es un proceso
aleatorio, sino que se media por interaccion ligando-receptor de proteinas de
membrana; tetraspaninas e integrinas, asi como su liberacion se da en las
regiones celulares ricas en actina, como la invadopodia de las células tumorales.

Su papel de senfalizaciéon en la célula diana puede ser yuxtacrina, internalizacion



por fagocitosis, via clasica de fusidn de membranas, macropinocitosis y mediada

por caveolinas y clatrinas.

El cargo exosomal (contenido de estas microvesiculas) tiene la capacidad de
ejercer cambios en los procesos celulares, ya que la mayoria del cargo de esta
proviene del RER son moléculas activas del tipo microRNA (miRNA), smal-
interference  RNA (siRNA), long-non-coding RNA (IncRNA), messenger RNA
(mRNA) y complementary DNA (cDNA), asi como proteinas monoubiquitinadas,
lipidos y componentes del citoesqueleto (14). Este cargo exosomal es capaz de
efectuar e interferir de manera relevante sobre los diversos procesos fisiolégicos
de la célula diana, dado que parte del cargo exosomal es material genético, los
exosomas podran alterar la expresion de proteinas involucradas en el
metabolismo, ciclo y fenotipo celulares. Los cambios que este logre generar en la
célula diana dependeran de las condiciones fisioldgicas o fisiopatolégicas en la
que la célula originé el exosoma (Jong et al., 2012; Wang et al., 2023; Xu et al.,
2023).

ANTECEDENTES

Secrecion Exosomal y Comunicacion en Cancer

La secrecion de los exosomas del MVB se apoya de las proteinas que también
participan en la secrecidbn de vesiculas sinapticas; con la presencia de
sinaptotagmina, el complejo v-SNARE (sinaptobrevina y Rab3) en la membrana de
sus vesiculas y la presencia proteinas del complejo t-SNARE (sintaxina, SNAP-25
y SNAP-23). La Secrecion de ambos tipos de vesiculas es igualmente
dependiente del aumento de calcio intracelular (Ca?*) para que los complejos V-
SNARE y T-SNARE fusionen las membranas de ambos tipos vesiculares y liberen

su contenido al espacio extracelular (Liu et al., 2023; Ramirez & Kavalali, 2012).

Se ha demostrado que los exosomas se secretan en mayor proporcién y ritmo en

células que se encuentran en condiciones fisiopatolégicas, como en enfermedades



cronicas (p.ej. cancer, enfermedades neurodegenerativas, etc.). El cargo de los
exosomas de las células tumorales tiene un potencial oncogénico sobre las células
diana e influye altamente sobre el microambiente tumoral, debido a que promueve
la formacion de nichos pre-metastasicos, invasion, progresion tumoral, metastasis

y como evasores de la respuesta inmune antitumoral.

De acuerdo la teoria genometastasica, la cual estipula el proceso de transferencia
de oncogenes de células cancerosas a células susceptibles y saludables
localizadas en érganos distantes a través del sistema circulatorio (24), el cargo
exosomal de las células tumorales tiene un potencial oncogénico sobre las células
diana e influye directamente sobre el microambiente tumoral, que promueve la
formacion de nichos pre-metastasicos, invasion, progresion tumoral, metastasis y
como evasores de la respuesta inmune antitumoral (Alnefaie, 2021; Paskeh et al.,
2022).

Los exosomas derivados de las células de cancer de mama triple negativo son
capaces de preparar nichos pre-metastasicos en pulmones y cerebro, promover la
angiogénesis, alterar el metabolismo de los adipocitos cercanos al tumor primario
para obtener leptina y factor 1 de crecimiento de tipo insulina (ILGF1), inducir el
fenotipo M2 de los TAM y conferir caracteristicas malignas a otras células
epiteliales no tumorales. Mientras que los que derivan de los CAFs tienen la
capacidad de inducir metastasis mediante la estimulacion de la transicion epitelio
mesenquimal (EMT) y la producciéon de proteinas anti apoptdticas. Ademas, los
exosomas derivados de CAFs y las células troncales de cancer pueden inducir
resistencia a quimioterapia en las células tumorales por medio de ncRNA que
promueva la sintesis de proteinas transportadoras de farmacos (Groza et al.,
2020; Kahlert & Kalluri, 2013).

SV2Ay Secrecidén Vesicular

La glicoproteina de vesicula sinaptica 2A es una proteina transmembranal que

tiene un papel crucial para el sistema nervioso central, ya que se ha propuesto su



participacion en procesos de regulacién de la liberacidon de neurotransmisores en
las terminales presinapticas, debido a su elevada expresion en este sistema, se
usa como biomarcador principal para medir las densidades sinapticas encefalicas,

en condiciones fisioldgicas como en condiciones patologicas (Rossi et al., 2022).

Su estructura se conforma de 12 dominios transmembrana, con dos asas, una
extravesicular que se forma entre los dominios transmembrana 6 y 7 y el otro
intraluminal entre los dominios 7 y 8. El asa extravesicular es responsable de la
unidn a neurotoxinas como toxina botulinica y tetanica, cuando el SV2A se
encuentra en la membrana plasmatica por la fusion de la membrana vesicular en
el proceso de liberacion de neurotransmisores expone el asa intraluminal y la
unién de las neurotoxinas al SV2A, internalizandolas en el proceso de reciclaje de
membrana, esta internalizacién provoca una inhibicion de la liberacion de
neurotransmisores en la terminal presinaptica. Su dominio extravesicular tiene
ambos extremos amino terminal y carboxilo terminal, en el amino terminal se
encuentra el sitio de union a sinaptotagmina, una proteina transmembrana de
vesiculas sinapticas encargada de censar los niveles intracelulares de iones de
calcio provocando un cambio conformacional entre SV2A, sintaxina y SNAP-25,
para permitir la fusion de ambas membranas y liberar el contenido vesicular al

espacio extracelular (Loscher et al., 2016; Shetgaonkar et al., 2022).

Se ha evidenciado la presencia de SV2A en biopsias de cancer de colon y
prostata, igual que en lineas celulares tumorales de cancer de mama, como T-47D
y MDA-MB-231. Se ha sugerido que la presencia de SV2A en estos tumores y
lineas celulares estaria relacionado con un perfil neuroendocrino, en el que sus
células tienen un fenotipo similar al de células neuroendocrinas; secretan
hormonas y neurotransmisores. Este perfil neuroendocrino ha sido clinicamente
clasificado como tumores de alto grado de malignidad (Alfredo Cortés et al., 2017;
Guan et al., 2021). Ademas, las proteinas involucradas en los mecanismos de
secrecion de vesiculas sinapticas y los MBV's son idénticas (Yakovlev, 2023), lo
que sugeriria que la participacion de SV2A no solo se ve limitada a la regulacién



de la liberacion de vesiculas sinapticas, sino que también en la liberaciéon de

exosomas al medio extracelular.
Toxina Botulinica Tipo A (BoNT/A)

La toxina botulinica es una neurotoxina producida por Clostridium botulininum,
puede producirse en ocho isoformas; tipo A a H. La BoNT/A tiene una cadena
ligera de ~50kDa y una pesada de ~100kDa unidas entre si por un enlace
disulfuro, la actividad proteasa de esta reside en la cadena ligera la cual escinde a
las proteinas SNAP-25, mientras que la cadena pesada de BoNT/A se une a SV2A
en la membrana celular para anclar a la toxina y mediar su entrada a la célula
junto con ganglioésidos tipo GT1b en la membrana. Con las proteinas SNAP-25
escindidas no habra interaccion con la sinaptobrevina de la vesicula, lo que
inhibira su fusion con la membrana plasmatica y en consecuencia bloqueando la

secrecion vesicular (Dong et al., 2006, 2008).

JUSTIFICACION

En las ultimas dos décadas se ha demostrado ampliamente la funcion de los
exosomas como mecanismo unico y complejo de comunicacion celular que llevan
informacion de la célula origen a una célula diana en un 6rgano o tejido diferente.
Se ha reportado continuamente la alta actividad secretora de exosomas de las
células malignas, donde los hallazgos sugieren que desempefian un papel
importante para las células malignas y sus mecanismos de supervivencia, evasion
de la respuesta inmune, resistencia a farmacos, progresion tumoral, generacién de
nichos pre-metastasicos, transformacion de células sanas a pre-malignas,

transferencia de oncoproteinas y mantenimiento del microambiente tumoral.

Algunas de las principales causas de muerte en pacientes con cancer de mama es
el fracaso de los tratamientos, los grados avanzados en los que se detecta la
enfermedad y las metastasis, procesos en donde se ha observado la importante

participacion de los exosomas.



Es necesaria la busqueda de nuevas terapias adyuvantes para disminuir las
principales causas de muerte, entre ellas terapias que frenen las tazas de
secrecion exosomal de las células malignas, cuyo objetivo sea ralentizar el
desarrollo del cancer esperando una respuesta exitosa con las terapias elegidas.
Por ello, consideramos importante investigar la actividad que tiene SV2A sobre la
secrecion de exosomas al usar BoNT/A un farmaco que escinde proteinas de
secrecion vesicular. Esto permitiria identificar la participacion de SV2A sobre la
secrecion de exosomas en la linea celular de cancer de mama MDA-MB-231,
donde se han reportado altos niveles de expresién de esta proteina, al igual que
nos permitiria relacionar los niveles de expresion de SV2A y la cantidad de

exosomas secretados al espacio extracelular en estas lineas celulares.

A su vez, el presente estudio permitira situar a BoNT/A como posible candidato a
reposicionamiento de farmacos de futuras investigaciones que tengan como
objetivos el disefio de nuevas terapias adyuvantes, ideadas para frenar la
progresion tumoral y mejorar la efectividad de los tratamientos de eleccion para

pacientes con cancer de mama triple negativo.

PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

En el tercer trimestre del afo pasado se registraron 2,261,000 nuevos casos de
cancer de mama en todo el mundo y se espera que para 2040 la incidencia de
casos nuevos aumente 40% y la mortalidad aumente 52%, y se espera que estas
cifras aumenten para la préxima década (1). En México se estimaron cerca de
30,000 nuevos casos de cancer de mama en el pais el afio anterior, reportando

una mortalidad de cercana 10,000 de estos nuevos casos (2).

El cancer de mama es una enfermedad crénica considerada prioridad atencion en
instituciones de salud publica y centros de investigacién clinica, puesto que tiene
que ser evaluada, diagnosticada y tratada oportunamente para mejorar la calidad

de vida del paciente.



El cancer de mama mas prevalente en México es el triple negativo, el cual se
caracteriza por la ausencia en la expresion de receptores para estrogenos (ER"),
progesterona (PR") y el receptor de factor de crecimiento humano (HER2"). Al ser
negativo a estos tres receptores se considera de peor pronostico de supervivencia
debido a la generacién de metastasis en organos distantes y la recurrencia de

tumores resistentes a los tratamientos convencionales.

La migracion de las células tumorales a otros tejidos como higado, cerebro,
pulmén y hueso provoca la formacién de nichos metastasicos en dénde las células
proliferan e invaden el tejido hospedero, esto sucede con el apoyo de vesiculas
extracelulares como los exosomas, secretados en grandes cantidades por las

células tumorales en los diferentes estados de la enfermedad.

Los exosomas liberados por células tumorales pueden crear nichos pre-
metastasicos en distintos 6rganos, favorecer la invasion tumoral e inmunosuprimir
al huésped al inhibir linfocitos T y NK, induciendo su muerte y promoviendo la
progresion del cancer. Asimismo, exosomas de cancer de mama confieren rasgos
malignos a células sanas, transforman fibroblastos en fibroblastos asociados a
cancer y fomentan la angiogénesis, la vasculogénesis y la resistencia a terapias
antitumorales. En el laboratorio de Biologia Celular del CIBIOR, las
investigaciones se han enfocado en desarrollar un tratamiento adyuvante contra el
cancer de mama al bloquear la secrecion vesicular mediada por SV2A mediante el
uso de toxina botulinica A. Dicha proteina (SV2A) facilita la internalizacién de la
toxina botulinica A (BoNT/A), que escinde SNAP-25 dentro de la célula, impidiendo
la liberacién de vesiculas. Este enfoque busca interferir en los procesos de
comunicacion celular, incluida la liberacion de exosomas, que favorecen la

progresion tumoral y, con ello, retrasar la diseminacién del cancer.

El presente trabajo plantea evaluar el efecto sobre la induccion de citotoxicidad,
apoptosis y necrosis de distintas concentraciones de BoNT/A en cultivos celulares
de una linea celular de cancer de mama triple negativo, ademas de evaluar los
cambios en la expresidon de marcadores exosomales y su secrecion al medio

después de la interaccion con BoNT/A, esto con la finalidad de aportar informacion



acerca del papel de BoNT/A sobre la secrecion de microvesiculas del tipo

exosomal en un sistema in vitro que expresa SV2A.

HIPOTESIS CIENTIFICA

La escision de proteinas del complejo SNAP-25 por BoNT/A en la linea celular

tumoral MDA-MB-231 disminuye la secrecion vesicular de exosomas.

OBJETIVOS

OBJETIVO GENERAL

Evaluar el efecto de BoNT/A sobre la secrecidon de exosomas en la linea celular
triple negativa de mama MDA-MB-231 después de la interaccion con la toxina
botulinica tipo A (BoNT/A).

OBJETIVOS PARTICULARES

1.- Determinar la viabilidad celular de las células MDA-MB-231 después de su

interaccion con BoNT/A.

2.- ldentificar las poblaciones CD9*, CD63* y CD81* de las células interactuadas
con BoNT/A.

3.- Identificar las poblaciones de exosomas CD9*, CD63* y CD81* secretadas por

las células interaccionadas con BoNT/A.



MATERIALES Y METODOS

Evaluacion del Efecto Citotoxico de BoNT/A en los Cultivos Celulares.

Se utilizaron células de cancer de mama MDA-MB-231 (ATCC, HTB-26), asi como
una linea celular como control positivo de expresion para SV2A, U-87 MG (ATCC,
HTB-14) (Figura 4), para ambas lineas se utilizé el medio de cultivo F12 (56498C,
Merk) suplementado al 10% con suero fetal bovino y adicionalmente con 1% de
estreptomicina/penicilina para disminuir el riesgo de contaminaciones. Todas las
células fueron incubadas en oscuridad a 37°C y 5% de CO2. Después de 48 horas
de incubacion e interacciéon con BoNT/A, las células se desprendieron de las cajas
de cultivo con tripsina-EDTA 1X (ATCC, cat. No. 302101) para su uso posterior en

los experimentos.

| MDA-MB-231 | U-87 MG |

Figura 4. Morfologia de lineas celulares MDA-MB-231 y U-87 MG. Tomada de Atlas of
Living Cell Cultures., 2013 (Lindl & Steubing, 2013).

La toxina botulinica A BoNT/A se comercializa en forma de administracion
intramuscular de la marca Dysport® de la farmacéutica IPSEN. Las células se
cultivaron en placas de 96 pozos donde se realizd la evaluacion de la
concentracion minima toxica de la interaccion de las concentraciones de 2.5 U/mL,
3.5 U/mLy 5 U/mL de BoNT/Ay solucion salina isoténica 0.9%.



Ya que el analisis de exosomas requiere medio de cultivo suplementado libre de
exosomas, el medio de cultivo se someti6 a un proceso de eliminacion de
exosomas de la siguiente forma; se suplement6 el medio F12 con 20% de suero
fetal bovino y se centrifuga a 100,000 x g durante 24 horas a 4°C en vacio. Este
procedimiento aseguro la eliminacidn de vesiculas extracelulares como exosomas,
ectosomas y debris celulares presentes en el suero. Para su uso en los cultivos se
diluyé el medio F12 libre de exosomas (F12-EF) con medio F12 en relacién 1:1y
se suplementdé con 1% de estreptomicina/penicilina, este medio F12 EF

suplementado se utilizé en las interacciones de los cultivos con BoNT/A.

Determinacion de Cambios en la Viabilidad Celular Generados por
BoNT/A.

El primer ensayo de viabilidad celular se realizé con yoduro de propidio ya que es
una técnica sencilla y accesible para descartar aquellas concentraciones de
BoNT/A potencialmente toxicos para los cultivos celulares en los diferentes

tiempos de interaccion.

Después de la interaccion de 48 horas con las distintas concentraciones de
BoNT/A se retiré el sobrenadante y se tifieron las células con 10 uM de yoduro de
propidio durante 10 minutos, posteriormente se observaron en microscopio de
epifluorescencia en el filtro rojo, capturando fotografias en 10X y 20X. Las

imagenes se procesaron y analizaron con ayuda del software Image J.

Evaluacion del Efecto Apoptético/Necrético de BoNT/A.

Las células se cultivaron en placas de 6 pozos sometiéndose a las mismas
concentraciones y tiempos de interaccion con BoNT/A para evaluar necrosis y

procesos de muerte celular programada (apoptosis).

Se realizé la tincion con FITC-Anexina V y 7-AAD en las células interaccionadas

con BoNT/A siguiendo las instrucciones del fabricante. Se evaluaron por medio de



FSC-H

citometria de flujo para poder establecer una dosis que no afecte la integridad de
la membrana celular ni la viabilidad en un periodo de interaccion de 48 horas.
Partimos de estos datos para establecer la concentracion minima toxica que se
utilizara en los experimentos subsecuentes. Los resultados se analizaron con

ayuda del software FlowJo V10.0 siguiendo el algoritmo descrito en la figura 5.
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Figura 5. Algoritmo de trabajo para viabilidad celular. Se seleccionan los eventos
(células) individuales (A) de eventos dobles y de los debris, posteriormente se selecciona

la poblacién celular de interés (B) para identificar las subpoblaciones de interés (C).

Identificacion de las Poblaciones Celulares CD9*, CD63* y CD81" de los
Cultivos Interactuados con BoNT/A a 48 horas.

Una vez establecida la concentracidn minima téxica de BoNT/A a aplicar a los
cultivos celulares se evaluaron los cambios en la expresion de marcadores de

exosomas dentro forma intracelular.

Las células fueron incubadas por 48 horas con la concentraciéon minima téxica de
BoNT/A, posteriormente se recuperd el sobrenadante y se reserva para los

siguientes experimentos.

Las células se sometieron a un protocolo de tincién intracelular estandarizado para

identificar 3 marcadores exosomales en los cultivos celulares por medio de




citometria de flujo. Estos se tifieron con los marcadores CD9 (anti-CD9::V450, cat.
No. 658167, BD), CD63 (anti-CD63::PE, cat, No. 556020, BD) y CD81 (anti-
CD81::APC-H7, cat. No. 656647, BD).

Después de cosechar las células se lavaron y centrifugaron con 200 uL de Perm
Wash 1X (BD) por 5 minutos a 2,000 rpm.

Se colocaron las muestras en tubos de citometria y se agregaron100 pL de

Cytofix/Cytoperm (BD) y se incubaron las muestras durante 20 minutos a 4°C.

Pasado el tiempo indicado se lavaron y centrifugaron con 1 ml de Perm Wash (1X)

(BD) por 5 minutos a 2000 rpm.

Se agregaron 100 pL de solucion de bloqueo (50% FBS) durante 20 minutos en

agitacion a temperatura ambiente.
Se lavaron con 1 mL de Perm Wash (1X).

Se aforé el volumen de las células a 50 yL y se incubaron los anticuerpos

conjugados a las siguientes concentraciones:

Fluorocromo
V450 PE
conjugado
Anticuerpo |a-CD9 a-CD63 | a-CD81

Volumen 5uL 1.5 uL 1L

Se incubaron durante 30 minutos a 4°C resguardadas de la luz.

Se centrifugaron y lavaron dos veces con Perm Wash 1X.

Se centrifugaron y se aforé el volumen a 200 uL de PBS para adquirir en el

citometro.

Posteriormente, las muestras fueron adquiridas y analizadas en el citdmetro de
flujo FACS CANTO Il (BD Biosciences). Este equipo permite evaluar parametros
fisicos como el tamano celular (FSC-A) y la complejidad estructural (SSC-A).
Adicionalmente, se cuantificé la expresidon de los marcadores exosomales

previamente descritos (CD9, CD63 y CD81), proporcionando informacion detallada



sobre la poblacién celular y la dinamica de los marcadores exosomales de forma
intracelular. Posteriormente los datos se analizaron con ayuda del software FlowJo

V10.0 siguiendo el algoritmo de trabajo descrito en la figura 6.
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Figura 6. Identificacion de las poblaciones celulares CD9*, CD63* y CD81*. Primero
se distinguen los eventos individuales (A) y la poblacion celular de interés (B),
posteriormente se identifican las subpoblaciones de marcadores exosomales CD9/CD63
(C)y CD81/CD63 (D).

Evaluacion de Exosomas del Sobrenadante de los Cultivos
Interactuados con BoNT/A por 48h.

El andlisis de exosomas mediante citometria de flujo convencional presenta
desafios debido a su reducido tamano, que los hace dificiimente detectables con
esta técnica. Para superar esta limitacion, se emplearon perlas de captura de
exosomas, disefladas con un tamafo adecuado para ser analizadas por este

método. Estas perlas estan recubiertas con anticuerpos anti-CD63, un marcador



caracteristico de los exosomas, permitiendo su deteccion especifica. En este
estudio, se utilizaron perlas de captura de exosomas recubiertas con anticuerpos
anti-CD63 (Abcam, cat. No. ab239686) (figura 7). La interaccion de estas perlas
con los exosomas se basa en una reaccion de inmunoafinidad, en la que el
anticuerpo anti-CD63 reconoce y se une al antigeno CD63 presente en la
superficie de los exosomas. Este procedimiento facilita la uniéon de los exosomas a
la superficie de las perlas, permitiendo asi su analisis eficiente mediante citometria
de flujo convencional y su caracterizacion en detalle. (figura 8). Los resultados se
analizaron con ayuda del software FlowJo V10.0 siguiendo el algoritmo de trabajo
de la figura 6.

Figura 7. Perlas de captura de exosomas de latex CD63 Exosome Capture Beads,
Abcam. Las perlas de captura tienen un radio de 3.25 pm y estan cubiertas de anticuerpo
anti-CD-63 para reconocer a este marcador en la superficie de los exosomas.
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Figura 8. Esquema de preparacion de exosomas para su analisis por citometria de
flujo. Las perlas de captura de exosomas son microparticulas de poliestireno cubiertas de
anticuerpo anti-CD63 (monoclonales, TEA3/18). Estas reconocen a CD63 presente en las
membranas de los exosomas anclandolos a la perla por su inmunoafinidad.
Posteriormente los exosomas acoplados a las perlas de captura se incuban con los
anticuerpos conjugados anti CD9, anti CD63 y anti CD81 para evaluarlos por medio de
citometria de flujo. Tomada y editada de Miltenyi Biotec.

Se tomaron 100 uL del sobrenadante recuperado de los cultivos celulares
interactuados con BoNT/A y se centrifugaron por 2,000 rpm por 5 minutos a 4°C,
posteriormente se transfirieron a un nuevo tuvo sin haber tocado el precipitado, se

centrifugaron nuevamente a 14,000 X g por 10 minutos a 4°C.

Se recuperaron 50 uL de la muestra si tocar el precipitado y se transfirieron a un
tubo de citometria junto con las perlas de captura siguiendo las instrucciones del
fabricante. Se incubaron las perlas de captura junto con el sobrenadante durante

toda la noche a temperatura ambiente.

Al siguiente dia se incubaron los anticuerpos conjugados dirigidos a los

marcadores de exosomas en las siguientes concentraciones:



Fluorocromo
V450 PE
conjugado
Anticuerpo |a-CD9 a-CD63 | a-CD81
Volumen 5uL 1.5 uL 1L

Las perlas acopladas a los exosomas se incubaron durante 2 horas con los

anticuerpos conjugados a 4°C y resguardados de la luz.

Posteriormente se realizaron un lavado y centrifugado con PBS 1X a 2500 X g por
5 minutos. Después se agregaron 100 yL de PBS 1X y se adquirieron las
muestras en el citometro de flujo. Los datos se analizaron con ayuda del software

FlowdJo.

Cuantificacion de Proteinas Totales del Sobrenadante de las Células
Interactuadas con BoNT/A por 48h.

La cantidad de proteinas totales en el sobrenadante de los cultivos celulares
tratados con la concentracion minima toxica de BoNT/A y el medio de cultivo fue
cuantificada mediante el método de Bradford. Este analisis se llevd a cabo en
placas de 96 pozos, evaluando diferentes condiciones experimentales: medio de
cultivo F12, F12 suplementado, F12-EF y el sobrenadante de cultivos celulares
expuestos a la concentracion minima téxica de BoNT/A. El reactivo de Bradford se
utilizé a una concentracion 2X para asegurar la sensibilidad del ensayo en la
deteccién de proteinas. Posteriormente, para evaluar cambios en el perfil proteico,
se realizd una electroforesis en gel de poliacrilamida-SDS (SDS-PAGE), técnica
que permite la separaciéon de proteinas segun su peso molecular. Los geles
obtenidos fueron tefidos utilizando dos métodos complementarios: Coomassie
blue, para una deteccidén general de proteinas, y nitrato de plata, reconocido por
su alta sensibilidad. Estos enfoques permitieron comparar y analizar diferencias en

la composicion proteica entre las distintas condiciones experimentales.



RESULTADOS

La BoNT/A no Afecta la Integridad de la Membrana de las Lineas
Celulares MDA-MB-231 y U-87 MG.

Se evaluo el efecto citotoxico de las concentraciones 2.5 U/mL, 3.5 U/mLy 5 U/mL
de BoNT/A en los cultivos celulares por medio de tinciéon de yoduro de propidio,
esta se realizd6 en las interacciones de 48 horas. Los resultados indican la
ausencia de dafo citotoxico a 48 horas con las distintas concentraciones en

ambas lineas celulares.

En la linea celular MDA-MB-231 el efecto citotoxico de BoNT/A durante 48 horas
de interaccion en las diferentes concentraciones fue comparable al efecto
citotoxico del vehiculo y del control, demostrando que dichas concentraciones no
ejercen cambios significativos en la viabilidad celular en las 48 horas de
exposicion a BoNT/A. Ademas, hay una ausencia de una relacion dosis-respuesta
clara, dado que la frecuencia de células positivas para yoduro de propidio
oscilaron en un rango estrecho, sin diferencias estadisticamente significativas

entre los grupos problema y control (figura 9-A).

En la linea celular U-87 MG el efecto citotoxico de BoNT/A en las mismas
condiciones de interaccion se observaron diferencias en la frecuencia de las
células positivas a yoduro de propidio del 1.8% entre los grupos control y 2.5
U/mL, ademas de ser el grupo con menor frecuencia de células positivas para
yoduro de propidio que el resto, incluyendo el grupo control y vehiculo. Los
resultados para esta linea celular no tuvieron diferencias estadisticamente

significativas (figura 9-B).

En ambas lineas celulares existe una baja diferencia en la frecuencia de células
positivas a yoduro de propidio entre los grupos control y vehiculo. A pesar de la
ausencia de diferencias significativas entre estos grupos, el grupo vehiculo
muestra menor numero de células positivas a yoduro de propidio respecto al grupo

control.
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Figura 9. Evaluacién de la viabilidad celular. Porcentajes correspondientes a los
nucleos positivos a yoduro de propidio de los cultivos celulares a 48 horas de interaccion
con BoNT/A en las concentraciones 2.5 U/mL, 3.5 U/mL y 5 U/mL. A) Células MDA-MB-
231. B) Células U-87 MG. Las diferencias entre los grupos analizados de ambas lineas
celulares no demuestran diferencias significativas, p>0.05 (n=6).

BoNT/A induce cambios en la morfologia de las células después de 48
horas de interaccion.

Durante el analisis de viabilidad celular con yoduro de propidio en el microscopio
de epifluorescencia, se observaron cambios notables en la morfologia de las
células de los grupos de BoNT/A. Después de 48 horas de interaccion con la
toxina, los cultivos de ambas lineas celulares mostraron una morfologia esférica,

perdiendo dicha morfologia en un 50%-60% de los cultivos (figura 10).

En los cultivos de MDA-MB-231 se observaron cambios notables en la morfologia
celular. Las células perdieron su caracteristica forma husada, que es tipica de esta
linea celular, y adoptaron una morfologia mas contraida y esférica. Ademas, no se
observaron nucleos evidentes, aunque las células mantuvieron su aspecto general
de indiferenciacion celular. Este cambio en la forma celular estuvo acompafado
por la presencia de estructuras en la membrana similares a proyecciones de
invadopodios, lo que podria sugerir un estado activo o dinamico en la interaccion

con el entorno extracelular (Figura 11-A).
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Figura 10. Cambios morfolégicos de los cultivos celulares después de 48 horas de
interaccion con BoNT/A. Células tefiidas con yoduro de propidio. A) en la linea celular
MDA-MB 231 se observé una disminucion del tamafo de algunas células, con
proyecciones celulares cortas alrededor de esta y con nudcleos definidos. B) la linea
celular U-87 MG presenté en la mayoria de sus células una reduccion en el tamafio de
sus somas, manteniendo sus proyecciones celulares. No observaron variaciones de los
cambios morfologicos entre las distintas concentraciones utilizadas (2.5 U/mL, 3.5 U/mL y
5 U/mL). ElI grupo control y vehiculo no mostraron variaciones destacables,
manteniéndose en gran parte los aspectos morfolégicos de cada linea celular. Fotografias
tomadas en objetivo 10X.



En los cultivos de la linea celular U-87MG se observd un efecto similar al
registrado en la linea celular MDA-MB-231, con alteraciones notorias en la
morfologia celular. Los somas de las células presentaron una contraccién en su
tamafio y adoptaron una forma esférica mas definida, acompafada de la
desaparicion de nucleos visibles. Las proyecciones dendriticas, caracteristicas de
esta linea celular, se observaron mas delgadas y elongadas, con bifurcaciones
ramificadas en sus extremos, lo que sugiere cambios en la dinamica del

citoesqueleto y en la organizacion estructural celular (Figura 11-B).

Adicionalmente, se observo, aunque con menor frecuencia (aproximadamente una
célula por campo a 10X), la presencia de células con somas mas amplios en
comparacion con la morfologia tipica de la linea celular U-87 MG. Estas células
destacaron por presentar un nucleo bien definido y observable, acompafado de
proyecciones celulares alargadas que, aunque poco ramificadas, establecian
contactos con otras células vecinas. Un aspecto particular de estas proyecciones
fue la presencia de pequefias ramificaciones distribuidas a lo largo de su
extension, lo que recuerda las caracteristicas morfologicas de los astrocitos. Estas
estructuras, propias de los astrocitos diferenciados, no suelen observarse en esta

linea celular debido a su bajo grado de diferenciacion celular.

La aparicion de estas células morfoldgicamente diferentes podria sugerir una
respuesta adaptativa o un cambio especifico en una subpoblacién celular bajo las
condiciones experimentales de cultivo con BoNT/A. Aunque estas observaciones
son aisladas, su presencia plantea la posibilidad del efecto de BoNT/A sobre
sefiales inductoras de diferenciacion o cambios en la plasticidad celular,
fendmenos que podrian estar influenciados por factores presentes en el medio de

cultivo o en las interacciones celulares estudiadas.



Estas observaciones no presentaron variaciones entre los distintos grupos de
BoNT/A, ya que la frecuencia con la que se observaron dichos efectos no cambio
de forma que pudiera sugerir un efecto dosis-respuesta entre las distintas

concentraciones de BoNT/A.

A)

Figura 11. Morfologia de las células interactuadas con BoNT/A. La BoNT/A provoco
una reduccion del tamano de las células y promovié la generacion de nuevas
proyecciones celulares. A) Se observd una contraccién celular y la aparicion de
proyecciones celulares de corta elongacién similares a invadopodias en la linea celular
MDA-MB-231. B) La mayoria de las células U-87 MG mostraron contraccion en el tamafio
de su soma, observandose esférico, manteniendo y elongando sus proyecciones
ramificadas (A1). Igualmente se observaron en menor frecuencia células con un soma
mas extenso con un nucleo claro y observable (A2) y la presencia de ramificaciones
bifurcadas que establecen contacto con otras células (A3). Fotografias tomadas en
objetivo 10X.

La Concentracion de 2.5 U/mL de BoNT/A no Induce Muerte Celular
Programada en los Cultivos Celulares.

Después de la interaccién de los cultivos celulares de las lineas MDA-MB-231 y U-
87 MG con 2.5 U/mL de BoNT/A durante 48 horas, se evaluaron los procesos de
apoptosis y necrosis utilizando marcadores especificos para Annexina V y 7-AAD,
los cuales permiten diferenciar entre necrosis y apoptosis tardia. La evaluacién se
realizd6 mediante citometria de flujo para determinar el impacto de BoNT/A en los

procesos de muerte celular.

En la linea celular MDA-MB-231, la interaccién con BoNT/A a una concentracion

de 2.5 U/mL no mostré un efecto citotdxico significativo. Los cultivos mantuvieron



mas del 80% de viabilidad celular como se menciond anteriormente, lo que indica
que la mayoria de las células sobrevivieron a la interaccién. Sin embargo, se
observo un incremento en la proporcidn de células en apoptosis tardia tanto en el
grupo interactuado con 2.5 U/mL de BoNT/A como en el grupo vehiculo, en
comparacion con el grupo control. Este resultado sugiere que BoNT/A, incluso a
bajas concentraciones, podria influir en etapas tardias de la apoptosis en esta

linea celular (figura 12-A).

En el caso de la linea celular U-87 MG, los cultivos interactuados con 2.5 U/mL de
BoNT/A conservaron una viabilidad superior al 90%. Aunque la apoptosis tardia
fue el tipo de muerte celular predominante, no se identificaron diferencias
estadisticamente significativas en las proporciones de células en apoptosis tardia
entre los grupos evaluados. Tampoco se observaron cambios relevantes en las
proporciones de células muertas por necrosis 0 apoptosis temprana, o que indica
una respuesta celular uniforme a la interaccion con BoNT/A. Estos resultados
destacan la capacidad de 2.5 U/mL de BoNT/A para preservar una alta viabilidad
celular en ambas lineas, con efectos diferenciados en las etapas finales de

apoptosis, dependiendo del tipo celular interactuados (figura 12-B).

Estos resultados dieron suficiente informacién para utilizar la concentraciéon de 2.5
U/mL de BoNT/A en ambas lineas celulares en una interaccién de 48 horas sin
afectar la integridad de los cultivos. Por ello, esta concentracion minima téxica de
BoNT/A fue utilizada en los experimentos posteriores para evaluar la secrecion

exosomal en ambas lineas celulares.
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Figura 12. Viabilidad celular de los cultivos después de 48 horas de interacciéon con
2.5 U/mL de BoNT/A. A) Los cultivos celulares de la linea MDA-MB-231 mantuvieron una
viabilidad celular mayor al 80% después de que se interactuan con BoNT/A, con valores
similares a los grupos vehiculo y control. Se observa un aumento en la proporcién de
células en apoptosis tardia en los grupos vehiculo y 2.5 U/mL de BoNT/A. B) Los cultivos
celulares de la linea U-87 MG mantuvieron una confluencia mayor del 90% cuando se
interactuan durante 48 horas con 2.5 U/mL de BoNT/A, valores semejantes al resto de los
grupos, asi como de la proporcion de células en apoptosis tardia. Los cambios no
muestran diferencias significativas entre los grupos (n=3) p>0.05. Apoptosis tardia (LA),
apoptosis temprana (EA).

La expresion de Marcadores Exosomales a Nivel Intracelular no
Cambia Después de la Interaccién con BoNT/A.

Después de la interaccion de los cultivos celulares con BoNT/A, se evalud la
expresion intracelular de los marcadores exosomales CD9, CD63 y CD81 en
ambas lineas celulares mediante citometria de flujo, con el objetivo de analizar
posibles cambios en la secrecion y dinamica de exosomas a nivel intracelular bajo

la exposicion de BoNT/A durante 48 horas (figura 13).

En la linea celular MDA-MB-231 los resultados indicaron que la expresion del
marcador exosomal CD9 permanecio estable, sin diferencias detectables entre los
grupos control y aquellos interactuados con 2.5 U/mL de BoNT/A. Este hallazgo
sugiere que, bajo estas condiciones experimentales, la exposicion a BoNT/A no
afecta la regulacion de este marcador especifico. Por otro lado, en el grupo



vehiculo, se observd un leve incremento en la expresion de CD9 en comparacion
con el control. Sin embargo, este aumento no fue estadisticamente significativo, lo
que indica que el efecto del vehiculo sobre la expresion de CD9 es minimo y no
suficiente para modificar sustancialmente la dinamica de este marcador. No
obstante, este efecto no demuestra alterar de forma sustancial la expresion de
CD9 ni impactar significativamente las caracteristicas generales de la poblacién

celular analizada.

Por otro lado, los marcadores CD63 y CD81 también mostraron una expresion
similar entre los grupos control e interactuados con 2.5 U/mL de BoNT/A. Al igual
que con CD9, en el grupo vehiculo se observd un incremento en la expresion de
ambos marcadores, pero nuevamente, este cambio no fue estadisticamente
significativo. Esto sugiere que ni BoNT/A ni el vehiculo provocaron modificaciones
notables en la expresion de los marcadores exosomales en esta linea celular
(figura 13-A). Para la linea celular U-87 MG se observa el mismo comportamiento
de expresion de los tres marcadores, teniendo una expresion homogénea del
marcador CD9 entre los grupos de BoNT/A y control, pero con un aumento
observable en el grupo vehiculo, mientras que los marcadores CD63 y CD81
muestran un aumento de su expresion en los grupos vehiculo y BoNT/A respecto

al grupo control sin mostrar cambios significativos (figura 13-B).
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Figura 13. Expresion de los marcadores exosomales intracelulares después de la
interaccién con BoNT/A. La evaluacion de la expresion de marcadores CD9, CD63 y
CD81 de forma intracelular no mostré cambios significativos entre los grupos analizados
de la linea celular MDA-MB-231 (A). En la linea celular U-87 MG se observé un aumento
en la expresion de CD9 en el grupo vehiculo, en comparacién con los grupos control y 2.5
U/mL de BoNT/A que comparten los valores de expresién de los marcadores de CD9,
CD63 y CD81 (B). Los histogramas demuestran que la expresion de los marcadores en
ambas lineas celulares no presenta una variabilidad de la distribucion significativa,
tampoco subpoblaciones observables. Los valores no presentan diferencia significativa
(n=3) p>0.05.

La Interaccion de los Cultivos Celulares a BoNT/A no Cambia la
Complejidad ni el Tamaio de las Células.

Ademas de evaluar los marcadores exosomales de forma intracelular mediante
citometria de flujo, también se analizaron posibles cambios en el tamafo y la
complejidad después de la exposicién a BoNT/A (figura 14); MDA-MB-231 (A) y U-
87 MG (B). Los resultados obtenidos mostraron que no hubo variaciones
significativas en ninguno de estos parametros en los tres grupos experimentales
evaluados. Las mediciones de tamano relativo (FSC) y complejidad interna o
granulosidad (SSC) indicaron que las células mantuvieron caracteristicas
consistentes en todas las condiciones experimentales. Esto sugiere que la
interaccion con BoNT/A, incluso tras 48 horas de exposicion, no impacté de
manera notable la estructura celular ni alter6 la granularidad general de las
poblaciones analizadas. Esto indica que, durante las 48 horas de exposiciéon, 2.5
U/mL de BoNT/A no fueron suficientes para generar diferencias en la complejidad
ni el tamano celular, lo que confirma que las células no responden a este

tratamiento con cambios en su organizacion fisica basica (figura 14).
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Figura 14. La interaccién con 2.5 U/mL de BoNT/A no cambia la complejidad ni el
tamano relativo de las células. A) Los cultivos celulares de ambas lineas celulares A)
MDA-MB-231 y B) U-87 MG muestran valores similares entre los grupos para complejidad
y tamano relativos, con un aumento de ambos parametros en el grupo de BoNT/A. Los
resultados no presentan diferencias significativas (n=3) p>0.05.
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Identificacién de Poblaciones Exosomales CD9, CD63 y CD81 de los
Sobrenadantes de la linea MDA-MB-231 Después de la Interaccién con
BoNT/A.

Se recupero el sobrenadante de los cultivos celulares interactuados con 2.5 U/mL
de BoNT/A para evaluar la tasa de secrecion exosomal al medio tras la interaccion
con BoNT/A mediante la identificacién de los marcadores exosomales CD9, CD63
y CD81. El andlisis se realizé siguiendo un algoritmo disefiado para identificar
exclusivamente la poblacién de eventos unicos, descartando de manera efectiva
las poblaciones de dobles eventos y los debris generados por la fragmentaciéon de
las perlas durante su manipulacion. Este enfoque permiti6 obtener datos

confiables y reducir el ruido experimental (figura 15).

Durante la evaluacién de las perlas de captura acopladas a los exosomas
provenientes del sobrenadante de los cultivos celulares, se observo en la linea
celular MDA-MB-231 una disminucion en la expresion del marcador exosomal CD9
en los cultivos interactuados con BoNT/A (figura 16-A). Sin embargo, los valores
de CD63 se mantuvieron similares entre los grupos control y BoNT/A. Asimismo,
se registrd un aumento poco significativo en la complejidad de los eventos (SSC-
A) en el grupo interactuados con BoNT/A, pero no en el tamafo de los eventos
(FSC-A). Este hallazgo sugiere que la superficie de las perlas de captura esta, en
su mayoria, saturadas en el grupo interactuado con BoNT/A, pero sin promover un

aumento en el tamano de los eventos registrados (figura 16-B).

En los exosomas capturados de la linea celular U-87 MG interactuada con
BoNT/A, se observé un aumento en la expresiéon de CD63 acompanado de una
disminucion en la expresién de CD9 en el grupo interactuado con BoNT/A (figura
16-C). No obstante, los cambios en el tamafio (FSC-A) y la complejidad (SSC-A)
de los eventos analizados no mostraron diferencias significativas entre los grupos
experimentales, lo que indica una tasa de secrecion exosomal relativamente
estable tras la interaccion con BoNT/A en estas condiciones especificas (figura 16-
D).
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Figura 15. Algoritmo de analisis de las perlas acopladas a exosomas. Se siguié un
algoritmo que permitié descartar los eventos dobles observados durante la adquisicion de
las muestras (A-B), continuando por la discriminacion de eventos dobles en la intensidad
de la fluorescencia (C) y asi obtener una poblacién mas pura de perlas acopladas a
exosomas (D).
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Figura 16. Identificacion de poblaciones exosomales CD9, CD63 y CD63 de los
sobrenadantes de los cultivos interactuados con BONT/A. Medicion de los
marcadores de CD9 y CD63 a través de la intensidad media de fluorescencia (MFI) de las
lineas MDA-MB-231 (A) y U-87 MG (C), y la medicién de la media de su tamafo (FSC) y
complejidad (SSC) relativa de ambas lineas celulares; MDA-MB-231 (B) y U-87 MG (D).
Los resultados no presentan diferencias significativas (n=3) p>0.05.

La Interaccion de las Células con BoNT/A Disminuye la Cantidad de
Proteinas Secretadas al Medio.

Posteriormente se cuantificaron las proteinas totales presentes en el sobrenadante
para evaluar las diferencias en la concentracion de estas entre los grupos de
células interactuadas con BoNT/Ay los controles. En la linea celular MDA-MB-231
se observé una disminucion significativa en la concentracion de proteinas en el
sobrenadante de las células interactuadas con 2.5 U/mL de BoNT/A tras 48 horas
de interaccion (figura 17-A). Los niveles de concentracion medidos fueron
similares a los observados en el medio de cultivo suplementado, lo que sugiere
una disminucion en la liberacion de proteinas al medio por efecto del BoNT/A. Sin
embargo, en la linea celular U-87 MG, la concentracion de proteinas en el

sobrenadante de las células interactuadas con BoNT/A fue comparable a la



observada en el grupo control, aunque superior a la del grupo correspondiente al
medio de cultivo suplementado, indicando un efecto distinto de la toxina en esta
linea celular (figura 17-B).

Posteriormente, se realizd6 un andlisis en geles SDS-PAGE para evaluar los
posibles cambios en la concentracion de proteinas del sobrenadante de los grupos
de la linea MDA-MB-231. En el gel se observé un leve decremento en la
concentracion de proteinas con un peso molecular entre ~40 y ~100 kDa en el
carril correspondiente al sobrenadante de las células interactuadas con 2.5 U/mL
de BONT/A durante 48 horas (figurai8). Por otro lado, las bandas
correspondientes al resto de las proteinas mostraron intensidades similares entre
los grupos interactuados y el control. En contraste, el control del medio de cultivo
libre de exosomas no presentd bandas correspondientes a proteinas del rango de
~25 a ~35 kDa, evidenciando una clara ausencia de estas en dicho grupo.
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Figura 17. Concentracion de proteinas del sobrenadante de los cultivos celulares a
48h de exposicion a BoNT/A. El sobrenadante de la linea MDA-MB-231 interactuada
con 2.5 U/mL de BoNT/A present6 un decremento en la concentracion de proteinas totales
respecto al grupo control, teniendo valores similares a los del medio de cultivo original
F12EF (A), indicando que la concentracion de 2.5 U/mL de BoNT/A provocd una
disminucioén en la concentracion de proteinas totales del sobrenadante. Mientras que no
existe esa diferencia entre el grupo control y de 2.5 U/mL de BoNT/A en el sobrenadante
de la linea U-87 MG (B). El ajuste lineal entre la concentracion de proteina y la
absorbancia (R2=0.988) confirma la confiabilidad del modelo dentro del rango de
concentraciones analizado (C). (n=3) p<0.05. Control (Ctrl), 2.5 U/mL BoNT/A (Tx), medio
F12 libre de exosomas (F12-EF).
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Figura 18. Diferencia en la concentracion de proteinas del sobrenadante de las
células MDA-MB-231 interactuadas con BoNT/A. Se observa una disminucion de la
intensidad de la senal en la banda correspondiente a proteinas del tamano de ~40 a ~100
kDa en el carril del sobrenadante de las células interactuadas con 2.5 u/mL de BoNT/A
durante 48 horas (A). La banda en donde se encontrarian los marcadores de exosomas

(~25 a ~35 kDa) esta ausente en el carril del medio F12-EF (A), reafirmando la ausencia

de exosomas del medio utilizado. Tincién de nitrato de plata en gel SDS-PAGE 12%.
Control (Ctrl), 2.5 U/mL BoNT/A (Tx), medio F12 libre de exosomas (F12-EF).



DISCUSION

La BoNT/A se ha administrado en distintas concentraciones en la practica
dermatoldgica y cosmeética, dependiendo de la afeccion y el sitio de la aplicaciéon
sera su concentracion en unidades internacionales (Ul). Sin embargo, en
condiciones experimentales se ha necesitado establecer la concentracion toxica
de BoNT/A en los cultivos celulares para la continuacién de los propdsitos de los
respectivos estudios. En el caso de la linea celular de cancer de mama T47D, la
concentracion IC50 a 48 horas es de 5.3 U (Bandala et al., 2013), mientras que
para fibroblastos de explantes es de 0.625 U/mL (Haubner et al., 2014) y para la
linea de cancer de prostata LNCaP es de 1U/mL (Karsenty et al., 2009). Nuestro
trabajo muestra que, los resultados de la evaluacién por tincion de yoduro de
propidio en los cultivos celulares interactuados con 2.5, 3.5y 5 U/mL de BoNT/A,
demuestran que estas concentraciones no inducen efectos citotoxicos a las 48
horas de exposicion en las lineas MDA-MB-231 y U-87 MG. Con esta informacion
se eligio la concentracion mas baja, de 2.5 U/mL, para evaluar su efecto sobre la

induccion de muerte celular programada.

La concentracion de 2.5 U/mL de BoNT/A en los cultivos celulares de MDA-MB-
231 y U-87 MG no mostr6 un aumento en el numero de células necroéticas y
apoptéticas de manera significativa. Con esta informacion se logré establecer la
concentracion de 2.5 U/mL como concentracion minima téxica de BoNT/A, la cual
no compromete la integridad de los cultivos y no induce muerte celular
programada de forma que interfieran los resultados de la evaluacién de exosomas
como lo indica Gregory C. et al. (Gregory & Rimmer, 2023), por ello, se utilizé en los

experimentos posteriores.

Estos resultados son similares a aquellos en los que se demuestra la nula
citotoxicidad de BoNT/A para células de cancer de mama BT-474 a 48 horas de
interaccion con dicha toxina (Hajighasemlou et al., 2015), mientras que un efecto

diferente se ha observado en el trabajo Akpinar et al., (2020) en donde evidenci6



que en la linea celular de glioblastoma DBTRG se observa una baja viabilidad

celular después de la interaccion con 5 U de BoNT/A a 24 horas de interaccion.

Es de resaltar que la morfologia de las células MDA-MB-231 después de 48 horas
de interaccion con 2.5 U/mL de BoNT/A coinciden con la descripcion morfoldgica
de las células de tumores neuroendocrinos de mama; citoplasma granular,
cromatina puntillada y nucleolos discretos (Vegni et al., 2024; Wronski et al.,
2015). El papel de SV2A en las células de cancer de mama puede estar
relacionado con la transdiferenciacion celular a un fenotipo neuronal (Bandala et
al., 2015; NILSSON et al., 2004), sin embargo, dicho proceso esta sobre regulado
después de la interaccion de los receptores SV2A en las membranas de las
células con BoNT/A, en donde se evidencia una morfologia similar a la de células
de tumores neuroendocrinos. Asi mismo la linea celular U-87 MG mostro
morfologia similar a la de células de un tumor neuroendocrino diferenciado (Fedele
et al., 2024; Grenda et al., 2022; Juhlin & Bal, 2023); con monotonia en la
morfologia celular, células en forma de cuerda y anisonucleosis aleatoria. Las
ramificaciones bifurcadas en forma de neuritas de los cultivos celulares U-87 MG
se ha observado igualmente en co-cultivos de células musculares y ganglionares
ciliadas, donde a partir del tercer dia de interaccion con BoNT/A los cultivos
muestran evidentes neuritas secundarias (Bonner et al., 1994). Previamente se ha
descrito el efecto de la BoNT/A sobre la transdiferenciacion celular ejercida por
BoNT/A en cultivos de fibroblastos que se diferencian a adipocitos (X. Dai & Lei,
2021).

La evaluacién de los marcadores intracelulares CD9, CD63 y CD81 después de la
interacciéon con BoNT/A, asi como con las perlas de captura de exosomas no
mostré cambios significativos respecto a los controles, asi como tampoco lo hizo
en tamano y complejidad celular, demostrando que la concentracién de 2.5 U/mL
de BoNT/A no afectan la biogénesis de los MVB's (CD9*, CD63* y CD81*) de
ambas lineas celulares. En el trabajo de Harper et al. (2016), se demostré que
BoNT/A se localiza en los MBV's en un tiempo de exposicion prolongado,

sugiriendo que los MVB’s se reciclan a través de la via de degradacién lisosomal,



cabe sefalar que sus resultados se replicaron con otras isoformas y fragmentos
de la toxina BoNT (Meunier et al., 2003; Solabre Valois et al., 2020). Por su parte
Yeo et al. (2024) sugiere que después de 48 horas de interaccion BoNT/A se
transloca al aparato de Golgi y al ER alterando los procesos del trafico vesicular
en las células, lo que explicaria los cambios observados en la concentracion de
proteinas del sobrenadante de la linea celular MDA-MB-231, pero no en la linea
celular U-87 MG.

CONCLUSIONES

- Las concentraciones de 2.5, 3.5 y 5 U/mL de BoNT/A no afectan la
integridad ni la viabilidad de los cultivos celulares de las lineas MDA-MB-
231y U-87 MG después de 48 horas de interaccion.

- BoNT/A indujo cambios morfologicos en las células similares a aquellos
referidos en las células de tumores neuroendocrinos, sin embargo, es
necesario realizar mas estudios para confirmar dichos cambios de
transdiferenciacién celular.

- No existen cambios en la expresién de los marcadores exosomales CD?9,
CD63 y CD81 en las células después de la interaccion con BoNT/A.

- No se observaron cambios en la expresion de los marcadores exosomales
CD9, CD63 y CD81 con las perlas de captura interaccionadas con el
sobrenadante de las células tratadas con BoNT/A, sugiriendo que la
escision de las proteinas SNAP-25 no afecta la secrecion de MBV's.

- Es necesario realizar estudios que evaliuen la expresion de SNAP-25 y
SV2A para poder concluir sobre su participacién en los procesos de
secrecion de exosomas después de la interaccion con BoNT/A.

- Para confirmar los resultados de los cambios en la tasa de secrecion
exosomal después de la interaccién con BoNT/A se necesitan evaluar por
medio de una técnica distinta como el analisis de nanoparticulas en

movimiento.



- Son necesarios mas estudios que expliquen el efecto de BoNT/A sobre el
decremento en la concentracion de proteinas totales en el sobrenadante de
la linea MDA-MB-231.
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