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DESCRIPCION
Uso de la toxina botulinica en el tratamiento del dolor de la quemadura
Fundamento

La presente invencion se refiere a una toxina botulinica tipo A para el uso en un método para aliviar el dolor por
guemadura en un paciente humano mediante administracion periférica de la toxina botulinica tipo A.

Muchos, si no la mayoria de los achaques del cuerpo producen dolor. Generalmente, el dolor se experimenta
cuando las terminaciones nerviosas libres que constituyen los receptores del dolor en la piel ademas de en ciertos
tejidos internos, se someten a estimulos mecanicos, térmicos, quimicos u otros estimulos nocivos. Los receptores
del dolor pueden transmitir sefiales a lo largo de neuronas aferentes en el sistema nervioso central y de ahi al
cerebro.

Las causas del dolor pueden incluir inflamacion, herida, enfermedad, espasmo muscular y el comienzo de un suceso
o sindrome neuropatico. El dolor tratado de forma ineficaz puede ser devastador para la persona que lo experimenta
limitando la funcion, reduciendo la movilidad, complicando el suefio e interfiriendo dramaticamente con la calidad de
vida.

Un espasmo muscular puede llevar a la estimulacion de receptores del dolor mecanosensibles provocando asi una
sensacion de dolor. Asi, el dolor puede surgir de o deberse a un espasmo muscular. Adicionalmente, el espasmo
puede estimular indirectamente los receptores del dolor por compresiéon sobre los vasos sanguineos, provocando
isquemia en el tejido, que a su vez libera sustancias inductoras del dolor que estimulan los receptores del dolor para
provocar sensaciones de dolor. Ademas, un espasmo muscular puede provocar una reduccién localizada de pH que
puede percibirse como o que puede engendrar sefiales dolorosas. Por tanto, el dolor puede ser un efecto secundario
de un espasmo muscular o hipertonicidad muscular.

El dolor inflamatorio puede darse cuando el tejido esta dafiado, como puede resultar de cirugia o debido a un suceso
fisico, quimico o térmico adverso o a infeccién por un agente biolégico. Cuando un tejido esta dafiado, una gran
cantidad de sustancias endégenas inductoras del dolor, por ejemplo bradiquinina e histamina, pueden liberarse
desde el tejido dafiado. Las sustancia s inductoras del dolor pueden unirse a receptores en las terminaciones
nerviosas sensoriales e iniciar asi sefiales aferentes de dolor.

De forma adicional, las sustancias inductoras del dolor pueden liberarse desde terminaciones aferentes nociceptivas,
y los neuropéptidos liberados desde las terminaciones sensoriales pueden acentuar una respuesta inflamatoria. Asi,
durante la inflamacion puede haber un brote de fibras periféricas peptidérgicas y un contenido aumentado de
péptido, con muchas fibras que muestran una coexistencia de sustancia P (SP) y péptido relacionado con el gen
calcitonina (CGRP). La sustancia P puede inducir a la contraccion de células endoteliales, que a su vez provoca la
extravasacion de plasma para permitir a otras sustancias (bradiquinina, ATP, histamina) acceder a la cita de la
herida y las terminaciones nerviosas aferentes. La liberacion de sustancia P por la terminacién nerviosa sensorial
puede ademas desgranular mastocitos. Este proceso se ha considerado que es un factor importante en la
inflamacién neurogénica debido a la liberacién de mediadores inflamatorios tales como histamina y serotonina y la
liberaciéon de enzimas proteoliticas que catalizan la produccién de bradiquinina. EI CGRP aparentemente no produce
extravasacion de plasma aunque es un potente vasodilatador y ademas actla de forma sinérgica con SP y otros
mediadores inflamatorios para mejorar la extravasacion de plasma. Todos los mediadores inflamatorios enumerados
anteriormente pueden, o bien sintetizar nociceptores o producir dolor.

Después de la activacion de las neuronas aferentes sensoriales primarias, la siguiente etapa en la transduccion de
sefiales sensoriales puede ser la activacion de las neuronas de proyeccion, que llevan la sefial, por medio del tracto
espinotalamico, a partes superiores del sistema nervioso central tal como el nicleo talamico. Los cuerpos celulares
de estas neuronas (distintas de las relacionadas con los nervios craneales) estan localizados en el asta dorsal de la
médula espinal. Aqui ademas, se puede encontrar las sinapsis entre las neuronas aferentes primarias y las de
proyeccion. El asta dorsal esta organizada en una serie de laminas que estan apiladas, siendo la lamina I la mas
dorsal seguida por la lamina Il, etc. Las diferentes clases de aferentes primarias crean sinapsis en diferentes
laminas. Para las aferentes primarias cutaneas, las fibras C crean sinapsis en las laminas | y Il, las fibras delta A en
las laminas I, Il y V, y las fibras beta A en las laminas I, IV y V. Las laminas mas profundas (V-VII, X) se cree que
estan implicadas en las rutas sensoriales que llegan desde tejidos mas profundos tales como musculos y las
visceras.

Los neurotransmisores predominantes en las sinapsis entre las neuronas aferentes primarias y las neuronas de
proyeccion son sustancia P, glutamato, CGRP y neuropéptido Y. La eficacia de transmision de estas sinapsis puede
alterarse por medio de rutas descendentes y mediante interneuronas locales en la médula espinal. Estas neuronas
moduladoras pueden liberar un nimero de mediadores que son o inhibidores (por ejemplo, péptidos opiaceos,
glicina) o excitantes (por ejemplo, 6xido nitrico, colecistoquinina), para proporcionar un mecanismo para elevar o
reducir la conciencia de las sensaciones.



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

ES 2394314713

Aunque el dolor inflamatorio es generalmente reversible y disminuye cuando el tejido dafiado se ha reparado o el
estimulo inductor del dolor se ha eliminado, los métodos actuales para tratar el dolor inflamatorio tienen muchos
inconvenientes y deficiencias. Asi, la tipica administracién oral, parenteral o topica de un farmaco analgésico para
tratar los sintomas del dolor o de, por ejemplo, un antibidtico para tratar los factores causantes del dolor inflamatorio,
pueden dar por resultado una distribucion sistémica extensa del farmaco y efectos secundarios indeseados.
Adicionalmente, la terapia habitual para el dolor inflamatorio sufre de duraciones cortas de eficacia del farmaco que
necesitan de frecuentes nuevas administraciones de farmaco con posible resistencia al farmaco resultante,
desarrollo de anticuerpos y/o dependencia y adicion al farmaco, todo lo cual es insatisfactorio. Ademas, la
administracion frecuente de farmaco aumenta el gasto del régimen al paciente y para acordarse el paciente puede
necesitar el seguir un calendario de dosificacién.

Ejemplos de tratamientos para la inflamacion y dolor muscular incluyen farmacos anti-inflamatorios no esteroideos
(NSAIDS), que incluyen aspirina e ibuprofeno; y opiaceos, tales como morfina.

Los NSAIDs alivian el dolor inhibiendo la produccion de prostaglandinas liberadas por los tejidos dafiados. Las
prostaglandinas se han mostrados por ser mediadores periféricos del dolor y la inflamacion, como en enfermedades
artriticas, y una reduccién en su concentracion proporciona alivio a los pacientes. Se ha sugerido que las
prostaglandinas estan implicadas en la mediacion del dolor en la médula espinal y el cerebro, lo que puede explicar
los efectos analgésicos de los NSAIDS en algunos estados del dolor que no implican la inflamacion o dafio del tejido
periférico. Sin embargo, las prostaglandinas son solo uno de varios mediadores del dolor. Como tal, los NSAIDs
tienen un limite de actividad por encima del que dosis aumentadas no dan mas alivio del dolor. Ademas, tienen
efectos secundarios que limitan su utilidad. Por ejemplo, los NSAIDs pueden provocar irritacion del tracto gastro-
intestinal y el uso prolongado puede llevar al desarrollo de ulceracion extensiva del intestino. Esto es particularmente
cierto en pacientes mayores gque usan de forma frecuente NSAIDs para sus afecciones de artritis.

Las acciones terapéuticas de opiaceos son en la médula espinal. Los opiaceos inhiben la eficacia de la
neurotransmision entre las neuronas aferentes sensoriales primarias (principalmente fibras C) y las de proyeccion.
Consiguen esto provocando una prolongada hiperpolarizacién de ambos elementos de estas sinapsis: el uso de
opiaceos es eficaz aliviando la mayoria de los tipos de dolor agudo y dolor maligno crénico. Hay, sin embargo, un
numero de procesos dolorosos malignos crénicos que son parcial o completamente refractarios a la analgesia de
opiaceos, particularmente aquellos que implican compresion del nervio, por ejemplo, por formacién tumoral.
Desafortunadamente, los opidceos también tienen efectos secundarios indeseados que incluyen: (1) depresion del
sistema respiratorio, (2) estrefiimiento y (3) efectos psicoactivos que incluyen sedacion y euforia. Estos efectos
secundarios se dan a dosis similares a aquellas que producen analgesia y por lo tanto, limitan las dosis que pueden
darse a los pacientes. De forma adicional, los opiaceos tales como morfina y heroina son drogas de abuso bien
conocidas que llevan a la dependencia fisica, lo que también implica el desarrollo de tolerancia. Con el desarrollo de
la tolerancia, la dosis de un farmaco necesaria para producir el mismo efecto analgésico aumenta con el tiempo.
Esto puede llevar a un proceso en que las dosis necesarias para aliviar el dolor son peligrosas para la vida debido a
los efectos secundarios mencionados previamente.

Aunque el dolor que surge de la inflamacién y el espasmo muscular puede iniciarse por estimulacién mecanica o
guimica de la terminacion libre de la neurona sensorial primaria, el dolor neuropatico no necesita un estimulo inicial a
la terminacién nerviosa libre periférica. El dolor neuropético es un sindrome de dolor persistente o cronico que puede
resultar del dafio al sistema nervioso, los nervios periféricos, el ganglio espinal, raiz dorsal o al sistema nervioso
central.

Los sindromes de dolor neuropatico incluyen alodinia, diversas neuralgias tales como neuralgia post-herpética y
neuralgia trigeminal, dolor fantasma, y sindromes de dolor regional complejos, tales como distrofia simpatica del
reflejo y causalgia. La causalgia se caracteriza a menudo por dolor con ardor espontdneo combinado con
hiperalgesia y alodinia.

Tragicamente, no existe un método para tratar adecuada, predecible y especificamente el dolor neuropatico
establecido (Woolf C. et al., Neuropathic Pain: Aetiology, Symptoms, Mechanisms, and Management, Lancet 1999;
353: 1959-64), ya que los métodos actuales de tratamiento para el dolor neuropatico consiste meramente en intentar
ayudar a paciente a arreglarselas a través de terapia psicolégica u ocupacional, mas que reduciendo o eliminando el
dolor experimentado.

Por ejemplo, métodos habituales para tratar el dolor neuropatico incluyen la administracién de bloques anestésicos
locales dirigidos a puntos desencadenantes, nervios periféricos, plexos, raices dorsales y al sistema nervioso
simpatico. Sin embargo, estos tratamientos solo tienen efectos antinociceptivos de vida corta. Adicionalmente,
métodos de tratamiento analgésico de mayor duracion, tales como bloques mediante inyeccién de fenol o crioterapia
aumentan un riesgo considerable de discapacidad funcional irreversible. Ademas, la administracion epidural o
intratecal (colectivamente “intraespinal”) cronica de farmacos tales como clonidina, esteroides, opiaceos o
midazolam, tienen efectos secundarios significativos y eficacia cuestionable.



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

ES 2394314713

Toxina botulinica

La bacteria gram positiva, anaerobica, Clostridium botulinum, produce una potente neurotoxina polipeptidica, toxina
botulinica, que provoca una dolencia neuroparalitica en seres humanos y animales denominada como botulismo.
Las esporas de Clostridium botulinum se encuentran en la tierra y pueden crecer en envases de comida esterilizados
y sellados de forma inapropiada de fabricas de conserva en casa, que son la causa de muchos de los casos de
botulismo. Los efectos del botulismo aparecen tipicamente 18 a 36 horas después de comer los alimentos infectados
con un cultivo o esporas de Clostridium botulinum. La toxina botulinica puede pasar aparentemente no atenuada a
través del recubrimiento del intestino y atacar a las neuronas motoras periféricas. Los sintomas de intoxicacion por
toxina botulinica pueden progresar desde dificultad para andar, tragar y hablar hasta paralisis de los musculos
respiratorios y muerte.

La toxina botulinica tipo A es el agente bioldgico natural mas letal conocido por el hombre. Aproximadamente 50
picogramos de una toxina botulinica tipo A disponible comercialmente (complejo de neurotoxina purificada)l es una
LDso en ratones (es decir, 1 unidad). Una unidad de BOTOX® contiene aproximadamente 50 picogramos de
complejo de toxina botulinica tipo A. De forma interesante, en una base molar, la toxina botulinica tipo A es
aproximadamente 1,8 billones de veces mas letal que la difteria, aproximadamente 600 millones de veces mas letal
que el cianuro sodico, aproximadamente 30 millones de veces mas letal que la toxina de cobra y aproximadamente
12 millones de veces mas letal que el colera. Singh, Critical Aspects of Bacterial Protein Toxins, paginas 63-84
(capitulo 4) de Natural Toxins Il, editado por B.R. Singh et al., Plenum Press, Nueva York (1976) (donde la LDso
afirmada de toxina botulinica tipo A de 0,3 ng es igual a 1 U se corrige por el hecho de que aproximadamente 0,05
ng de BOTOX® es igual a 1 unidad). Una unidad (U) de toxina botulinica se define como la LDso sobre inyeccion
intraperitoneal en ratones hembra Swiss Webster que pesan 18 a 20 gramos cada uno.

Se han caracterizado siete neurotoxinas botulinicas inmunolégicamente distintas, siendo éstas respectivamente los
serotipos de neurotoxina botulinica A, B, C4, D, E, Fy G, cada una de las cuales se distingue por neutralizacion con
anticuerpos especificos del tipo. Los diferentes serotipos de toxina botulinica varian en las especies animales a que
afectan y en la gravedad y duracién de la paralisis que evocan. Por ejemplo, se ha determinado que la toxina
botulinica tipo A es 500 veces mas potente, como se mide por el indice de paralisis producido en la rata, que lo que
es la toxina botulinica tipo B. Adicionalmente, la toxina botulinica tipo B se ha determinado que no es tdxica en
primates a una dosis de 480 U/kg que es aproximadamente 12 veces la LDso del primate para la toxina botulinica
tipo A. La toxina botulinica aparentemente se enlaza con alta afinidad a neuronas motoras colinérgicas, se transloca
en la neurona y bloguea la liberacién de acetilcolina.

A pesar del serotipo, el mecanismo molecular de la intoxicacion por toxina parece ser similar e implicar al menos tres
pasos o etapas. En la primera etapa del proceso, la toxina se une a la membrana presinaptica de la neurona diana a
través de una interaccion especifica entre la cadena pesada, cadena H, y un receptor de superficie celular; se cree
que el receptor es diferente para cada tipo de toxina botulinica y para la toxina tetanica. El segmento carboxilo
terminal de la cadena H, Hc, parece ser importante para la focalizacion de la toxina a la superficie celular.

En la segunda etapa, la toxina cruza la membrana plasmatica de la célula envenenada. La toxina se envuelve
primero por la célula a través de endocitosis mediada por el receptor, y se forma un endosoma que contiene la
toxina. La toxina escapa entonces del endosoma en el citoplasma de la célula. Se piensa que esta etapa esta
mediada por el segmento amino terminal de la cadena H, Hy, que desencadena un cambio conformacional de la
toxina en respuesta a un pH de aproximadamente 5,5 0 menor. Los endosomas se conocen por poseer una bomba
de protones que disminuye el pH intra-endosomal. El cambio conformacional expone residuos hidrofébicos en la
toxina, lo que permite a la toxina incrustarse en la membrana endos6mica. La toxina (o al menos la cadena ligera) se
transloca entonces a través de la membrana endosomal en el citoplasma.

La Ultima etapa del mecanismo de la actividad de la toxina botulinica parece implicar la reduccién del enlace
disulfuro que une la cadena pesada, cadena H, y la cadena ligera, cadena L. La actividad tdxica total de las toxinas
botulinica y tetanica esta contenida en la cadena L de la holotoxina; la cadena L es una zinc (Zn++) endopeptidasa
qgue rompe de forma selectiva proteinas esenciales para el reconocimiento y acoplamiento de vesiculas que
contienen neurotransmisores con la superficie citoplasmatica de la membrana plasmatica, y la fusion de las
vesiculas con la membrana plasmatica. La neurotoxina tetanica, toxina botulinica/B/D/F y/G, provocan la
degradacion de la sinaptobrevina (también denominada proteina de membrana asociada a la vesicula (VAMP)), una
proteina de membrana sinaptosomal. La mayoria de la VAMP presente en la superficie citoplasmatica de la vesicula
sinaptica se elimina como resultado de cualquiera de estos sucesos de ruptura. El serotipo A y E rompen SNAP-25.
El serotipo C; se penso originalmente que rompia la sintaxina, pero se encontré que rompia la sintaxina y SNAP-25.
Cada toxina rompe especificamente un enlace diferente (excepto el tétanos y el tipo B que rompen el mismo enlace).

Las toxinas botulinicas se han usado en entornos clinicos para el tratamiento de trastornos neuromusculares
caracterizados por musculos esqueléticos hiperactivos. La toxina botulinica tipo A se ha aprobado por la
Administraciéon de Alimentos y Medicamentos de EE.UU. para el tratamiento de blefaroespasmos, estrabismo y
espasmos hemifaciales. Los serotipos de toxina botulinica que no son tipo A aparentemente tienen una menor

! Disponible por Allergan, Inc., de Irvine, California, bajo la marca comercial BOTOX® en viales de 100 unidades).
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potencia y/o una menor duracion de actividad en comparacion con la toxina botulinica tipo A. Los efectos clinicos de
la toxina botulinica tipo A intramuscular periférica se ven normalmente en una semana de la inyeccién. La duracion
tipica del alivio sintomatico de una Unica inyeccion intramuscular de toxina botulinica tipo A se promedia en
aproximadamente de tres meses.

Aunque todos los serotipos de toxinas botulinicas aparentemente inhiben la liberacion del neurotransmisor
acetilcolina en la union neuromuscular, lo hacen afectando a diferentes proteinas neurosecretoras y/o rompiendo
estas proteinas en diferentes sitios. Por ejemplo, los tipos botulinicos A y E rompen ambos la proteina asociada
sinaptosomal de 25 kiloDalton (kD) (SNAP-25), aunque apuntan a diferentes secuencias de aminoacidos en esta
proteina. Los tipos de toxina botulinica B, D, F y G actian en la proteina asociada a la vesicula (VAMP, también
denominada sinaptobrevina), con cada serotipo rompiendo la proteina en distinto sitio. Finalmente, la toxina
botulinica tipo C1 se ha mostrado que rompe tanto la sintaxina como la SNAP-25. Estas diferencias en el mecanismo
de accion pueden afectar a la potencia relativa y/o duracion de accién de los diversos serotipos de toxina botulinica.
De forma significativa, se sabe que el citosol de las células B de la isleta pancreatica contiene al menos SNAP-25
(Biochem J 1; 339 (pt 1): 159-65 (Abril de 1999)), y sinaptobrevina (Mov Disord, Mayo 1995; 10(3): 376).

El peso molecular de la molécula de proteina de toxina botulinica, para los siete serotipos de toxina botulinica
conocidos, es aproximadamente 150 kD. De forma interesante, las toxinas botulinicas se liberan por la bacteria
Clostridial como complejos que comprenden la molécula de proteina de toxina botulinica de 150 kDa junto con
proteinas asociadas que no son toxina. Asi, el complejo de toxina botulinica tipo A puede producirse por la bacteria
Clostridial como formas de 900 kD, 500 kD y 300 kD. La toxina botulinica de tipos B y C; se produce aparentemente
solo como un complejo de 500 kD. La toxina botulinica tipo D se produce como complejo tanto de 300 kD como de
500 kD. Finalmente, la toxina botulinica tipos E y F se producen solo como complejos de aproximadamente 300 kD.
Se cree que los complejos (es decir, peso molecular mayor que aproximadamente 150 kD) contienen una proteina
hemaglutinina que no es toxina y una proteina no hematoglutinina que no es toxina y no es toxica. Estas dos
proteinas que no son toxina (que junto con la molécula de toxina botulinica comprenden el complejo de neurotoxina
relevante) pueden actuar para proporcionar estabilidad frente a la desnaturalizacion a la molécula de toxina
botulinica y proteccién contra los acidos digestivos cuando la toxina se ingiere. Adicionalmente, es posible que los
mayores complejos de toxina botulinica (mayores que aproximadamente 150 kD de peso molecular) puedan dar por
resultado una velocidad de difusién mas lenta de la toxina botulinica desde el sitio de la inyeccién intramuscular de
un complejo de toxina botulinica.

Estudios in vitro han indicado que la toxina botulinica inhibe la liberacién inducida del cation potasio tanto de la
acetilcolina como la norepinefrina a partir de cultivos celulares primarios de tejido del tallo encefalico.
Adicionalmente, se ha presentado que la toxina botulinica inhibe la liberaciéon evocada tanto de la glicina como del
glutamato en cultivos primarios de neuronas de médula espinal y que en los preparados de sinaptosoma cerebral la
toxina botulinica inhibe la liberacion de cada uno de los neurotransmisores acetilcolina, dopamina, norepinefrina,
CGRP y glutamato.

La toxina botulinica tipo A puede obtenerse estableciendo y haciendo crecer cultivos de Clostridium botulinum en un
fermentador y después cosechando y purificando la mezcla fermentada de acuerdo con procedimientos conocidos.
Todos los serotipos de toxina botulinica se sintetizan inicialmente como proteinas de cadena sencilla inactivas que
deben romperse o cortarse mediante proteasas para volverse neuroactivas. Las cepas bacterianas que hacen los
serotipos A y G de toxina botulinica poseen proteasas endégenas, y los serotipos A y G pueden recuperarse por lo
tanto a partir de cultivos bacterianos predominantemente en su forma activa. En contraste, los serotipos C1, Dy E de
la toxina botulinica se sintetizan por cepas no proteoliticas y estan, por tanto, tipicamente inactivas cuando se
recuperan del cultivo. Los serotipos B y F se producen tanto por cepas proteoliticas como no proteoliticas y por lo
tanto, pueden recuperarse en la forma tanto activa como inactiva. Sin embargo, incluso las cepas proteoliticas que
producen, por ejemplo, el serotipo de la toxina botulinica tipo B, solo rompe una parte de la toxina producida. La
proporcion exacta de moléculas de moléculas cortadas a no cortadas depende de la longitud de la incubacion y la
temperatura del cultivo. Por lo tanto, un cierto porcentaje de cualquier preparado de, por ejemplo, la toxina botulinica
tipo B, es probable que esté inactiva, posiblemente contando para la potencia significativamente menor conocida de
la toxina botulinica tipo B en comparacion con la toxina botulinica tipo A. La presencia de moléculas de toxina
botulinica inactivas en un preparado clinico contribuira a la carga de proteina total del preparado, que se ha unido a
antigenicidad aumentada, sin contribuir a su eficacia clinica. Adicionalmente, se sabe que la toxina botulinica tipo B
tiene, en inyeccién intramuscular, una duracién de actividad menor y es ademas menos potente que la toxina
botulinica tipo A al mismo nivel de dosis.

La toxina botulinica tipo A, cristalina, de alta calidad, puede producirse a partir de la cepa A Hall de Clostridium
botulinum con caracteristicas de 23 x 10’ U/mg, un Azso/Az7s de menos que 0,60 y un patron de bandas definido en
electroforesis en gel. El conocido proceso de Shantz puede usarse para obtener toxina botulinica tipo A cristalina,
como se describe en Shantz, E.J., et al, Properties and use of Botulinum toxin and Other Microbial Neurotoxins in
Medicine, Microbiol Rev. 56:80-99 (1992). Generalmente, el complejo de toxina botulinica tipo A puede aislarse y
purificarse a partir de una fermentacion anaerébica cultivando Clostridium botulinum tipo A en un medio adecuado.
El proceso conocido puede usarse también, en la separacion fuera de las proteinas que no son toxina, para obtener
toxinas botulinicas puras, tal como por ejemplo: toxina botulinica tipo A purificada con un peso molecular de
aproximadamente 150 kD con una potencia especifica de 1-2 x 10° LDso U/mg o mayor; toxina botulinica tipo B
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purificada con un peso molecular de aproximadamente 156 kD con una potencia especifica de 1-2 X 10° LDso U/mg
0 mayor, y; toxina botulinica tipo F purificada con un peso molecular de aproximadamente 155 kD con una potencia
especifica de 1-2 x 10’ LDso U/mg o mayor.

Las toxinas botulinicas y/o complejos de toxina botulinica pueden obtenerse a partir de List Biological Laboratories,
Inc., Campbell, California; el Centre for Applied Microbiology and Research, Porton Down, U.K.; Wako (Osaka,
Japon), Metabiologics (Madison, Winconsin) ademas de Sigma Chemicals of St Louis, Missouri.

La toxina botulinica pura es tan labil que generalmente no se usa para preparar una composicion farmacéutica.
Ademas, los complejos de toxina botulinica, tal como el complejo de toxina tipo A son ademas extremadamente
susceptibles a la desnaturalizacion debida a la desnaturalizacion de superficie, calor y condiciones alcalinas. La
toxina inactivada forma proteinas toxoides que pueden ser inmunogénicas. Los antibidticos resultantes pueden dar
un paciente refractario a la inyeccion de toxina.

Como con enzimas generalmente, las actividades bioldgicas de las toxinas botulinicas (que son peptidasas
intracelulares) es dependiente, al menos en parte, de su conformacion tridimensional. Asi, la toxina botulinica tipo A
se destoxifica por calor, diversos compuestos quimicos que estiran la superficie y secan la superficie.
Adicionalmente, se sabe que la dilucién del complejo de toxina obtenido por el cultivo conocido, fermentacion y
purificacién a las concentraciones de toxina mucho, mucho menores, usadas para la formulacion de la composicion
farmacéutica da por resultado la rapida destoxificacion de la toxina a menos que esté presente un agente
estabilizador adecuado. La dilucién de la toxina a partir de cantidades de miligramos a una disolucién que contiene
nanogramos por milimetro presenta dificultades significativas por la rapida pérdida de toxicidad especifica sobre
dicha gran dilucion. Como la toxina puede usarse meses o0 afios después de que la composicién farmacéutica que
contiene toxina se formula, la toxina debe estabilizarse con un agente de estabilizacién. El Unico agente de
estabilizaciéon con éxito para este propdsito ha sido las proteinas derivadas de animal albimina y gelatina. Y como
se indica, la presencia de proteinas derivadas de animales en la formulacién final presenta problemas potenciales en
esos ciertos virus estables, priones u otros compuestos infecciosos o patogénicos llevados a partir de donantes
pueden contaminar la toxina.

Ademas, cualquiera de las duras condiciones de pH, temperatura e intervalo de concentracién necesarias para
liofilizar (secar por congelacién) o secar al vacio una composicién farmacéutica que contiene toxina botulinica en un
formato de transporte y almacenaje de toxina (listo para el uso o reconstitucion por un médico), puede destoxificar
algo de la toxina. Asi, las proteinas derivadas de animales o donantes tales como gelatina y albimina de suero se
han usado con algun éxito para estabilizar toxina botulinica.

Una composicion farmacéutica que contiene toxina botulinica comercialmente disponible se vende bajo la marca
registrada BOTOX® (disponible a partir de Allergan, Inc., de Irvine, California). EIl BOTOX® consiste en un complejo
purificado de toxina botulinica tipo A, albumina y cloruro sédico empaquetado en forma estéril, seca al vacio. La
toxina botulinica tipo A esta hecha a partir de un cultivo de la cepa Hall de Clostridium botulinum crecido en un
medio que contiene amina N-Z y extracto de levadura. El complejo de toxina botulinica tipo A se purifica a partir de la
disolucién de cultivo mediante una serie de precipitaciones acidas a un complejo cristalino que consiste en la
proteina de toxina activa de alto peso molecular y una proteina hemaglutinina asociada. EI complejo cristalino se
disuelve de nuevo en una disolucion que contiene solucion salina y albdmina y se filtr6 estéril (0,2 micras) antes del
secado al vacio. EI BOTOX® puede reconstituirse con solucion salina estéril, no conservada, antes de la inyeccién
intramuscular. Cada vial de BOTOX® contiene aproximadamente 100 unidades (U) de complejo de neurotoxina
purificada de toxina tipo A de Clostridium botulinum, 0,5 miligramos de albimina de suero humano y 0,9 miligramos
de cloruro sédico en una forma estéril, seca al vacio, sin un conservante.

Para reconstituir una solucion salina normal estéril de BOTOX® seco al vacio sin un conservante, se us6 Inyeccion
de Cloruro Sddico al 0,9% disefiando la cantidad apropiada de diluyente en la jeringa de tamafio apropiado. Como
se cree que el BOTOX® se desnaturaliza mediante burbujeo o agitacién violenta similar, el diluyente se inyecta
suavemente en el vial. El BOTOX® se administraria en las cuatro horas después de la reconstitucion. Durante este
periodo de tiempo, el BOTOX® reconstituido se almacena en un refrigerador (2° a 8°C). EIl BOTOX® reconstituido es
claro, incoloro y libre de materia particulada. El producto seco al vacio se almacena en un congelador a o por debajo
de -5°C. El BOTOX® se administra en las cuatro horas después de que el vial se sacara del congelador y se
reconstituyera. Durante estas cuatro horas, el BOTOX® reconstituido puede almacenarse en un refrigerador (2° a
8°C). EI BOTOX® reconstituido es claro, incoloro y libre de materia particulada.

Se ha presentado que la toxina botulinica tipo A se ha usado en el ambito clinico como sigue:

(1) aproximadamente 75-125 unidades de BOTOX® por inyeccién intramuscular (misculos multiples) para tratar la
distonia cervical;

(2) 5-10 unidades de BOTOX® por inyeccion intramuscular para tratar lineas glabelares (surcos de la frente) (5
unidades inyectadas de forma intramuscular en el musculo précer y 10 unidades inyectadas de forma intramuscular
en cada musculo superciliar corrugador);



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

ES 2394314713

(3) aproximadamente 30-80 unidades de BOTOX® para tratar el estrefiimiento mediante inyeccién intraesfinter del
musculo puborrectal;

(4) aproximadamente 1-5 unidades por musculo de BOTOX® inyectado de forma intramuscular para tratar el
blefaroespasmo inyectando el misculo ocular orbicular pre-tarsal lateral del parpado superior y el misculo ocular
orbicular pre-tarsal lateral del parpado inferior.

(5) para tratar estrabismo, los musculos extraoculares se han inyectado de forma intramuscular con entre
aproximadamente 1-5 unidades de BOTOX®, variando la cantidad inyectada en base tanto al tamafio del musculo a
inyectar como la extensién de pardlisis muscular deseado (es decir, cantidad de correccion de dioptrias deseada).

(6) para tratar la espasticidad de la extremidad superior después de ictus mediante inyecciones intramusculares de
BOTOX® en cinco diferentes musculos flexores de la extremidad superior, como sigue:

(a) flexor digitorum profundus (flexor profundo): 7,5 U a 30 U
(b) flexor digitorum sublimus (flexor superficial): 7,5 U a 30 U
(c) flexor carpi ulnaris (extensor lunar del carpo): 10 Ua 40 U
(d) flexor carpi radialis (flexor radial del carpo): 15 U a 60 U

(e) biceps brachii (biceps braquial): 50 U a 200 U. Cada uno de los cinco musculos indicados se han inyectado en la
misma sesion del tratamiento, de manera que el paciente recibe de 90 U a 360 U de BOTOX® en el musculo flexor
superior del limbo por inyeccion intramuscular en cada sesion de tratamiento.

(7) para tratar migrafia, la inyeccion de 25 U de BOTOX® inyectada de forma pericraneal (inyectada de forma
simétrica en los musculos glabelar, frontal y temporal) ha mostrado un beneficio significativo como un tratamiento
profilactico de la migrafia en comparacion con el vehiculo como se mide mediante medidas decrecientes de la
frecuencia de migrafia, gravedad maxima, vomito asociado y uso agudo de medicacion durante el periodo de tres
meses después de la inyeccion de 25 U.

Se sabe que la toxina botulinica tipo A puede tener una eficacia de hasta 12 meses (European J. Neurology 6 (Supl.
4): S111-S1150:1999, y en algunas circunstancias durante tanto como 27 meses, (The Laryngoscope 109: 1344-
1346:1999).). Sin embargo, la duracion normal de una inyeccion intramuscular de Botox” es tipicamente de
aproximadamente 3 a 4 meses.

Como se describe, ciertas toxinas botulinicas se han usado para tratar diversos trastornos de movimiento, tal como
enfermedades de musculo espasmaddico con un alivio del dolor resultante. Por ejemplo, se conoce el uso de una
toxina botulinica para tratar los espasmos musculares con alivio resultante tanto de la hiperactividad espasmadica
del masculo como del dolor que surge de forma secundaria como resultado de o debido a la actividad espasmadica
del muasculo. Por ejemplo, Cheshire et al Pain 1994; 59(1):65-69 presentd que los paciente con sindrome de dolor
miofascial experimentaron una reduccién de dolor después de inyecciones de toxina botulinica tipo A en puntos
desencadenantes. Véase ademas el documento WO 94/15629. Se cree que la toxina botulinica A puede reducir el
dolor reduciendo la contracciéon sostenida del musculo que provocd o que provocé esencialmente el dolor en primer
lugar. Asi, el dolor que puede resultar o que puede acompafiar un espasmo muscular puede deberse al pH local
menor provocado por el espasmo. Un efecto indirecto de la paralisis del masculo flacido inducido por una toxina
botulinica es permitir que el pH vuelva a un nivel fisiolégico, provocando asi la reduccion del dolor como un efecto
secundario de la denervacion colinérgica de la placa motora terminal que puede darse debido a la administracion de
toxina botulinica periférica.

La toxina botulinica puede usarse para tratar dolor de cabeza por migrafia que esta asociado con espasmo
muscular, trastornos vasculares, neuralgia y neuropatia (Binder Patente de EE.UU. nim. 5.714.468). De forma
notable, el dolor por espasmo muscular, dolor de musculo hipertonico, dolor miofascial y dolor de cabeza por
migrafia pueden deberse todos, al menos en parte, a la produccion y liberacién de una 0 mas sustancias
nociceptivas de los musculos en si mismos, durante periodos de tension o contraccién muscular aumentada.

El éxito de la toxina botulinica tipo A para tratar una variedad de trastornos clinicos ha llevado al interés en otros
serotipos de toxina botulinica. Un estudio de dos preparados de botulina tipo A disponible comercialmente (BOTOX®
y Dysport®) y preparados de toxinas botulinicas tipo B y F (ambos obtenidos de Wako Chemicals, Japdn) se han
llevado a cabo para determinar la eficacia del debilitamiento local del muasculo, la seguridad y el potencial antigénico.
Los preparados de toxina botulinica se inyectaron en la cabeza del musculo gemelo derecho (0,5 a 200,0
unidades/kg) y la debilidad muscular se evalu6 usando el ensayo de puntuacién de abduccion digital del ratén
(DAS). Los valores de EDsp se calcularon a partir de las curvas de respuesta a la dosis. Se dieron a ratones
adicionales inyecciones intramusculares para determinar las dosis de LDsp. El indice terapéutico se calculé como
LDso/EDsg. Grupos separados de ratones recibieron inyecciones de BOTOX® en la extremidad posterior (5,0 a 10,0
unidades/kg) o toxina botulinica tipo B (50,0 a 400,0 unidades/kg), y se ensayaron para la debilidad muscular y el
consumo aumentado de agua, siendo lo Ultimo un modelo putativo para la boca seca. El potencial antigénico se
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evalué mediante inyecciones intramusculares mensuales en conejos (1,5 o0 6,5 ng/kg para la toxina botulinica tipo B
0 0,15 ng/kg para BOTOX®). La debilidad pico del musculo y la duracion se relaciond con la dosis para todos los
serotipos. Los valores EDsy de DAS (unidades/kg) fueron como si@(jzjue: BOTOX": 6,7, Dysport®: 24,7, toxina
botulinica tipo B: 27,0 a 244,0, toxina botulinica tipo F: 4,3. EIl BOTOX" tenia una mayor duracién de accién que la
toxina botulinica tipo B o la toxina botulinica tipo F. Los valores del indice terapéutico fueron como sigue: BOTOX":
10,5, Dysport®: 6,3, toxina botulinica tipo B: 3,2. El consumo de agua fue mayor en ratones inyectados con toxina
botulinica tipo B que con BOTOX®, aunque la toxina botulinica tipo B fue menos eficaz en el debilitamiento muscular.
Después de cuatro meses de inyecciones 2 de 4 (donde se traté con 1,5 ng/kg) y 4 de 4 (donde se traté con 6,5
ng/kg) conejos desarrollaron anticuerpos contra la toxina botulinica tipo B. En un estudio separado, 0 de 9 conejos
tratados con BOTOX® demostraron anticuerpos contra la toxina botulinica tipo A. Los resultados de DAS indican
potencias pico relativas de toxina botulinica tipo A que son iguales a la toxina botulinica tipo F, y la toxina botulinica
tipo F que son mayores que la toxina botulinica tipo B. Con respecto a la duracion del efecto, la toxina botulinica tipo
A fue mayor que la toxina botulinica tipo B, y la duracion del efecto de la toxina botulinica tipo B fue mayor que la de
la toxina botulinica tipo F. Como se muestra por los valores del indice terapéutico, los dos preparados comerciales
de toxina botulinica tipo A (BOTOX® y Dysport®) son diferentes. El comportamiento de consumo de agua aumentado
observado después de la inyeccion en la extremidad posterior de toxina botulinica tipo B indica que cantidades
clinicamente significativas de este serotipo entraron en la circulacion sistémica murina. Los resultados indican
ademas que para alcanzar la eficacia comparable a la toxina botulinica tipo A, es necesario aumentar las dosis de
los demas serotipos examinados. La dosis aumentada puede comprender seguridad. Ademas, en conejos, el tipo B
fue mas antigénico que el BOTOX®, posiblemente por la mayor carga de proteina inyectada para alcanzar una dosis
eficaz de toxina botulinica tipo B. Eur J Neurol 1999 Nov; 6(Supl. 4): S3-S10.

Ademas de tener acciones farmacolégicas en la posicion periférica, las toxinas botulinicas pueden tener ademas
efectos inhibidores en el sistema nervioso central. Trabajo por Weigand et al, Nauny-Schmiedeberg’s Arch.
Pharmacol. 1976; 292, 161-165, y Habermann, Nauny-Schmiedeberg’s Arch. Pharmacol. 1974; 281, 47-56,
mostraron que la toxina botulinica es capaz de ascender al area espinal por transporte retrogrado. Como tal, una
toxina botulinica inyectada en una posicién periférica, por ejemplo, de forma intramuscular, puede transportarse de
forma retrégrada a la médula espinal. Sin embargo, los autores de los citados articulos fueron incapaces de
demostrar que el material radiomarcado era toxina botulinica intacta.

Como se trata anteriormente, el dolor asociado con el trastorno muscular, por ejemplo, dolor por espasmo muscular,
y dolor de cabeza asociado con alteraciones vasculares, neuralgia y neuropatia, pueden tratarse de forma eficaz
mediante el uso de toxina botulinica. Sin embargo, hay una clara deficiencia en medios disponibles para el
tratamiento de una variedad de otros tipos de dolor. Dicho dolor incluye, por ejemplo, dolor no asociado con
trastorno muscular, neuralgia que no es dolor de cabeza y dolor por neuropatia, dolor por inflamacién tisular, dolor
por inflamacién de la articulacién, dolor por inflamacién tisular, dolor por cancer, dolor post-operatorio, dolor por
laceracion, dolor isquémico, etc.

Se han hecho intentos para tratar estos otros tipos de dolor, aunque su éxito potencial y posible uso clinico es
incierto en este momento. Por ejemplo, Foster et al. en la Patente de EE.UU. ndm. 5.989.545, describe que una
neurotoxina Clostridial, preferiblemente una toxina botulinica, conjugada quimicamente o condensada de forma
recombinante a un resto de localizacion particular, puede usarse para tratar el dolor.

Acetilcolina

Tipicamente, solo un Unico tipo de neurotransmisor de molécula pequefia se libera por cada tipo de neurona en el
sistema nervioso del mamifero. El neurotransmisor acetilcolina se secreta por las neuronas en muchas areas del
cerebro, pero especificamente por las células piramidales grandes de la corteza motora, por varias neuronas
diferentes en el ganglio basal, por las neuronas motoras que inervan los musculos esqueléticos, por las neuronas
pregangliénicas del sistema nervioso autonémico (tanto simpatico como parasimpatico), por las neuronas post-
glanglionicas del sistema nervioso parasimpatico, y por algunas de las neuronas post-gangliénicas del sistema
nervioso simpatico. Esencialmente, solo las fibras nerviosas simpaticas post-glangliénicas a las glandulas
sudoriparas, los musculos piloerectores y unos pocos vasos sanguineos son colinérgicos, ya que la mayoria de las
neuronas post-gangliénicas del sistema nervioso simpatico secretan el neurotransmisor norepinefrina. En la mayoria
de los ejemplos, la acetilcolina tiene un efecto excitante. Sin embargo, la acetilcolina se conoce por tener efectos
inhibidores en algunas de las terminaciones nerviosas parasimpaticas periféricas, tal como la inhibicién del ritmo
cardiaco por el nervio vagal.

Las sefiales eferentes del sistema nervioso autonémico se transmiten al cuerpo a través o bien del sistema nervioso
simpatico o del sistema nervioso parasimpatico. Las neuronas pregangliénicas del sistema nervioso simpatico se
extienden de los cuerpos celulares de neuronas simpaticas pregangliénicas situadas en el asta intermediolateral de
la médula espinal. Las fibras nerviosas simpaticas preganglionicas, que se extienden del cuerpo celular, tienen
sinapsis con neuronas post-gangliénicas situadas o bien en un ganglio simpatico paravertebral o en un ganglio
prevertebral. Ya que, las neuronas pregangliénicas tanto del sistema nervioso simpatico como del parasimpatico son
colinérgicas, la aplicacion de acetilcolina a los ganglios excitard las neuronas post-ganglidnicas tanto simpaticas
como parasimpaticas.
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La acetilcolina activa dos tipos de receptores, receptores muscarinicos y nicotinicos. Los receptores muscarinicos se
encuentran en todas las células efectoras estimuladas por las neuronas post-ganglidnicas del sistema nervioso
parasimpatico, ademas de las estimuladas por las neuronas colinérgicas post-ganglionicas del sistema nervioso
simpatico. Los receptores nicotinicos se encuentran en las sinapsis entre las neuronas preganglidnicas y post-
gangliénicas tanto del sistema simpatico como parasimpatico. Los receptores nicotinicos estan presentes ademas en
muchas membranas de fibras del mdsculo esquelético en la unién neuromuscular.

La acetilcolina se libera a partir de neuronas colinérgicas cuando vesiculas pequefas, claras, intracelulares, se
funden con la membrana celular neuronal presinaptica. Una amplia variedad de células secretoras no neuronales,
tales como células de médula adrenal (ademas de la linea celular PC12) y de la isleta pancreatica, liberan
catecolaminas y hormona paratiroidea, respectivamente, a partir de vesiculas grandes con nucleo denso. La linea
celular PC12 es un clon de células de feocromocitoma de rata usadas de forma extensiva como un modelo de cultivo
tisular para estudios de desarrollo simpatoadrenal. La toxina botulinica inhibe la liberacién de ambos tipos de
compuestos a partir de ambos tipos de células in vitro, permeabilizadas (como por electroporacion) o por inyeccién
directa de la toxina en la célula denervada. La toxina botulinica se conoce también por bloquear la liberacién del
neurotransmisor glutamato de los cultivos celulares de sinaptosomas corticales.

Una unién neuromuscular se forma en el misculo esquelético por la proximidad de axones a células musculares.
Una sefial transmitida a través del sistema nervioso da por resultado una accién potencial en el axén terminal, con
activacion de canales de iones y liberacion resultante del neurotransmisor acetilcolina desde vesiculas sinapticas
intraneuronales, por ejemplo, en la placa motora terminal de la unién neuromuscular. La acetilcolina cruza el espacio
extracelular para unirse con las proteinas del receptor de acetilcolina en la superficie de la placa terminal muscular.
Una vez que se ha dado suficiente unién, una accion potencial de la célula muscular provoca cambios especificos en
el canal de iones de la membrana, dando por resultado la contraccion de la célula muscular. La acetilcolina se libera
entonces de las células musculares y se metaboliza por colinesterasas en el espacio extracelular. Los metabolitos se
reciclan de vuelta en el axén terminal para volver a procesarse en mas acetilcolina.

Lo que se necesita por lo tanto, es un método eficaz, de larga duracién, no quirdrgico, para tratar el dolor,
particularmente el dolor por quemadura.

Resumen

La presente invencién encuentra esta necesidad y proporciona un método eficaz, de larga duracién, no quirdrgico,
para tratar el dolor por quemadura.

La presente invencién proporciona una toxina botulinica tipo A para el uso en un método para tratar dolor, como se
define en las reivindicaciones. El dolor tratado no estd asociado con un trastorno muscular, tal como un espasmo
muscular, porque se cree que un mecanismo por el que la presente invencion trabaja es por un efecto
antinociceptivo sobre neuronas del dolor aferentes, sensoriales, periféricas, en oposicion a tener un efecto sobre las
neuronas motoras.

La toxina botulinica es toxina botulinica tipo A, denominada en adelante como “la toxina botulinica”.

La toxina botulinica puede ser una toxina botulinica modificada que tiene al menos un aminoacido eliminado,
modificado o sustituido. Adicionalmente, la toxina botulinica puede hacerse al menos en parte, mediante un proceso
recombinante.

La toxina botulinica puede administrarse en una cantidad entre aproximadamente 0,01 U/kg y aproximadamente 35
U/kg vy el dolor tratado puede aliviarse sustancialmente para entre aproximadamente 1 mes y aproximadamente 27
meses, por ejemplo para de aproximadamente 1 mes a aproximadamente 6 meses.

La administracion periférica de la toxina botulinica puede llevarse a cabo antes de un comienzo de un suceso
nociceptivo o sindrome experimentado por un paciente. Adicionalmente, la administracion periférica de la toxina
botulinica puede llevarse a cabo posteriormente a un comienzo de un suceso nociceptivo experimentado por un
paciente.

resto, esencialmente completamente derivado de una neurotoxina seleccionada de un grupo que consiste en toxina
botulinica tipos A, B, Ci1, D, E, F, G y mezclas de los mismos; (b) una segunda regién secuencial de aminoacidos
eficaz para translocar el polipéptido o una parte del mismo a través de una membrana de endosoma, y; (c) una
tercera region secuencial de aminoacidos que tiene actividad terapéutica cuando se libera en un citoplasma de una
célula diana, en donde el dolor no esta asociado con un espasmo muscular.

La primera regién secuencial de aminoacidos del polipéptido puede comprender un carboxilo terminal de una cadena
pesada derivada de la neurotoxina y la neurotoxina puede ser una toxina botulinica, tal como toxina botulinica tipo A.

La segunda regién secuencial de aminoacidos del polipéptido puede tener un amino terminal de una cadena pesada
derivada de una neurotoxina seleccionada de un grupo que consiste en toxina botulinica tipos A, B, C1, D, E, F, Gy



10

15

20

25

30

35

40

45

50

ES 2394314713

mezclas de las mismas. De forma notable, la segunda regién secuencial de aminoacidos del polipéptido puede
incluir un amino terminal de una cadena pesada de toxina derivada de la toxina botulinica tipo A.

Finalmente, la tercera region secuencial de aminoacidos del polipéptido puede comprender una cadena ligera de
toxina derivada de una neurotoxina seleccionada de un grupo que consiste en toxina de Clostridium beratti, toxina
butyricum; toxina tetanica, toxina botulinica tipos A, B, Ci1, D, E, F, G y mezclas de las mismas. La tercera region
secuencial de aminoéacidos del polipéptido puede incluir una cadena ligera de toxina derivada de la toxina botulinica
tipo A.

La presente invencién incluye ademas un método para mejorar la funcién del paciente, comprendiendo el método la
etapa de administracion periférica de una toxina botulinica a un paciente que experimenta dolor por quemadura,
mejorando asi la funcién del paciente.

De forma significativa, las neurotoxinas dentro del alcance de la presente invencién comprenden un resto de union
tipo nativo o salvaje con una afinidad especifica por un receptor de superficie celular neuronal. Las neurotoxinas
dentro del alcance de la presente invencion excluyen los restos de localizacién neuronal que no son nativas a la
neurotoxina porque se ha encontrado que la presente invencion puede practicarse de forma eficaz sin la necesidad
de hacer ninguna modificacion o supresiones del resto de unidn tipo nativo o salvaje de las neurotoxinas usadas.

Asi, el uso de una neurotoxina con uno o mas artefactos o construcciones de resto de localizaciéon no nativos se
excluye del alcance de la presente invencibn como innecesario ya que, como se afirma, se ha descubierto
sorprendentemente que la administracién periférica de una neurotoxina segun la presente invencién proporciona
alivio significativo del dolor incluso aunque la neurotoxina no comprenda un resto de localizacion neuronal no nativo.
Asi, se ha descubierto que una neurotoxina tal como toxina botulinica tipo A, en administracion periférica, puede
proporcionar alivio del dolor incluso aunque no se haya concedido a la neurotoxina de forma artificial o manipulativa
ninguna union de un resto de localizacion neuronal no nativo.

Sorprendentemente, se ha descubierto que una neurotoxina, por ejemplo una neurotoxina Clostridial, que tiene un
resto de unién neuronal tipo salvaje, puede administrarse periféricamente en un mamifero para tratar el dolor. El
resto de union neuronal tipo salvaje es originalmente parte de la neurotoxina. Por ejemplo, la toxina botulinica tipo A,
con su resto de unién neuronal tipo salvaje original, puede administrarse periféricamente en cantidades entre
aproximadamente 0,01 U/kg a aproximadamente 35 U/kg para aliviar el dolor experimentado por un mamifero, tal
como un paciente humano. Preferiblemente, la toxina botulinica usada se administra periféricamente en una
cantidad entre aproximadamente 0,1 U/kg a aproximadamente 3 U/kg. De forma significativa, el efecto aliviante del
dolor de los actuales métodos descritos puede persistir durante un promedio de 1-6 meses y mas tiempo en algunas
circunstancias. Se ha presentado que un efecto de una toxina botulinica puede persistir durante hasta 27 meses
después de la administracion.

La toxina botulinica puede diferir de una toxina botulinica que se da de forma natural por al menos un aminoacido.
La toxina botulinica tiene ademas un resto de unién neuronal tipo salvaje.

La toxina botulinica puede tener un resto de unién neuronal tipo salvaje de otro subtipo de toxina botulinica.

Un método para tratar el dolor por quemadura comprende la etapa de administracion periférica de una toxina
botulinica a un mamifero. El dolor tratado no es esencialmente debido a un espasmo muscular porque se ha
descubierto sorprendentemente que una toxina botulinica dentro del alcance de la presente invencion puede usarse
para tratar dolor que no es secundario a un espasmo muscular. Asi, la presente invencion es aplicable al tratamiento
de dolor que surge independientemente de la presencia o ausencia de un trastorno muscular, tal como un espasmo
muscular.

Definiciones
Las siguientes definiciones se proporcionan y se aplican en este documento:

“Cadena ligera” significa la cadena ligera de una neurotoxina clostridial. Puede tener un peso molecular de
aproximadamente 50 kDa, y puede denominarse como cadena L, L o como el dominio proteolitico (secuencia de
aminoacidos) de una neurotoxina clostridial.

“Cadena pesada” significa la cadena pesada de una neurotoxina clostridial. Puede tener un peso molecular de
aproximadamente 100 kDa y puede denominarse en este documento como cadena H o como H.

“Hn” significa un fragmento que puede tener un peso molecular de aproximadamente 50 kDa, se deriva a partir de la
cadena H de una neurotoxina Clostridial y es aproximadamente equivalente al segmento amino terminal de la
cadena H, o la parte correspondiente a ese fragmento en la cadena H intacta. Se cree que contiene la parte de la
neurotoxina clostridial tipo natural o salvaje implicada en la translocacién de la cadena L a través de una membrana
endosomal intracelular.

10



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

ES 2394314713

“Hc” significa un fragmento (aproximadamente 50 kDa) derivado de la cadena H de una neurotoxina clostridial que
es aproximadamente equivalente al segmento carboxilo terminal de la cadena H, o la parte correspondiente a ese
fragmento en la cadena H intacta. Se cree que es inmunogénico y que contiene la parte de la neurotoxina Clostridial
tipo natural o salvaje implicada en enlace presinaptico de alta afinidad a las neuronas motoras.

“Resto de unién neuronal tipo salvaje” significa que la parte de una neurotoxina que es nativa a la neurotoxina y que
muestra una afinidad de enlace especifica para un receptor en una neurona. Asi, el resto de unién neuronal tipo
salvaje 0 nativo excluye un resto de unién que no es nativo a la neurotoxina.

“Resto de localizacion” significa una molécula que tiene una afinidad de enlace especifica por un receptor de
superficie celular. El resto de localizaciéon no es una neurotoxina Clostridial He, o péptidos derivados de Hc con al
menos uno de sus aminoacidos eliminados, modificados o sustituidos. El resto de localizacién es una molécula que
no es una neurotoxina Clostridial, por ejemplo puede ser una bradiquinina.

“Administracién local” significa administracion por una ruta no sistémica a o en la vecindad del sitio de un mal,
trastorno o dolor percibido.

“Administracién periférica” significa la administracion por medio de una ruta no sistémica a una posicion periférica en
un mamifero. Una posicién periférica generalmente significa bajo la piel o en un musculo esquelético. La
administracion periférica incluye rutas de administracion intramuscular periférica, intraglandular y subcutanea, pero
excluye la administracién intravenosa u oral y excluye ademas cualquier administracién directa al sistema nervioso
central.

Dibujos

Estas y otras caracteristicas, aspectos y ventajas de la presente invencién pueden entenderse mejor a partir de la
siguiente descripcion, reivindicaciones y los dibujos que la acompafian, donde en las Figuras 1 y 2 posteriores,
“inyeccion” significa inyeccién o administracion periférica.

La Figura 1 es un gréafico de respuesta con la dosis que muestra que un método alivia el dolor inflamatorio inducido
bajo el modelo de formalina de rata durante al menos cinco dias. El eje X describe el tiempo en minutos después del
comienzo del modelo de formalina en ratas. El eje Y describe el tiempo gastado levantando y lamiendo la pata
inyectada con formalina bajo el uso de inyecciones de control (solucién salina, n=7) y BOTOX® (complejo de
neurotoxina purificada de toxina botulinica tipo A) a concentraciones de 7 U/kg (n=8), 15 U/kg (n=5) y 30 U/kg (n=4).
El BOTOX® se inyect6 5 dias antes del comienzo de la prueba de formalina.

La Figura 2 es un gréafico de respuesta con la dosis que muestra que un método alivia el dolor inflamatorio inducido
bajo el modelo de formalina en rata durante al menos doce dias. El eje X describe el tiempo en minutos después del
comienzo del modelo de formalina en ratas. El eje Y describe el tiempo gastado levantando y lamiendo la pata
inyectada con formalina bajo el uso de inyecciones de control (solucién salina, n=3) y BOTOX® (complejo de
neurotoxina purificada de toxina botulinica tipo A) a concentraciones de 3,5 U/kg (n=7) y 7 U/kg (n=8). El BOTOX®
se inyectd 12 dias antes del comienzo de la prueba de formalina.

Descripcion

La presente invencion se basa en el descubrimiento de que la administracion periférica de una toxina botulinica
puede proporcionar tratamiento eficaz de dolor por quemadura. Notablemente, la toxina botulinica tiene un resto de
unién neuronal nativo o tipo salvaje. El dolor tratado no se debe a un espasmo muscular, ni es el dolor del dolor de
cabeza. El dolor por quemadura se trata por el efecto antinociceptivo a largo plazo de las toxinas botulinicas usadas.
El componente resto de unién neuronal de la toxina botulinica es un resto de unién neuronal que es nativo a la
toxina botulinica seleccionada porque se ha descubierto que la presente invencién puede practicarse sin sustitucion
del resto de unién neuronal tipo salvaje con un resto de localizaciéon no nativo o tipo no salvaje. El tratamiento del
dolor de cabeza no esta dentro del alcance de la presente invencién porque los sitios preferidos de administracion
periférica de una toxina botulinica segun la presente invencion excluyen la cabeza y el cuello.

Antes del descubrimiento, se ha usado una toxina botulinica para tratar el dolor asociado con diversos trastornos
musculares. Asi, se sabe que un trastorno muscular, tal como un musculo espasmadico, puede provocar dolor y que
tratando el espasmo puede también aliviarse el dolor. Foster et al. describe que la neurotoxina esta unida a un resto
de localizacién para el uso en el tratamiento del dolor, que es que el resto de union tipo salvaje de una neurotoxina
Clostridial se elimina completamente y se sustituye por un resto de localizacion.

Sorprendentemente, se ha descubierto que una toxina botulinica que no se ha conjugado, unido, adherido o
condensado con un resto de localizaciéon neuronal, puede administrarse de forma periférica para tratar el dolor por
quemadura. Preferiblemente, el dolor tratado no es debido, que es que el dolor no surge directamente de o como
unos resultados secundarios de un espasmo muscular.

Antes de la invencion no se sabia que una toxina botulinica pudiera usarse para tratar dolor de forma eficaz, donde
el dolor no es debido a un espasmo muscular o trastorno muscular hiperténico. El mecanismo fisiolégico por el que
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la administracién periférica de neurotoxina puede dar por resultado el alivio a largo plazo del dolor no esta claro. Se
nota que mientras el dolor debido a un espasmo muscular o trastorno muscular hiperténico puede producir un pH
local reducido, la invencién no se apoya y no necesita la elevacion de un nivel de pH bajo, local. Adicionalmente,
mientras un espasmo muscular o trastorno muscular hiperténico puede aliviarse por un efecto anticolinérgico de una
toxina botulinica, sobre neuronas motoras, la invencién no se basa en un efecto sobre neuronas motoras. Sin desear
estar atado por la teoria, se hipotetiza que un efecto de la administracién periférica de una toxina botulinica, segun la
presente invencién puede ser un efecto antinociceptivo sobre una neurona aferente sensorial periférica. De forma
significativa, en la invencion, el alivio del dolor es un efecto primario, en oposicién a ser uno secundario, sobre la
administracion periférica de una toxina botulinica.

Asi, la presente invencion se basa, al menos en parte, en el descubrimiento de que una toxina botulinica que tiene
un resto de union neuronal tipo salvaje puede administrarse de forma periférica a un mamifero para aliviar el dolor
por quemadura. La toxina botulinica segun esta invenciéon no estd acoplada a un resto de localizacion no nativo. Un
resto de union tipo salvaje segun la presente invencion, puede ser un segmento Hc que existe de forma natural de
una toxina botulinica o una secuencia de aminoacidos esencialmente derivada completamente a partir del segmento
Hc de la toxina botulinica.

Como se usa en adelante, una secuencia de aminoacidos, por ejemplo un resto de union de tipo salvaje, “derivado
de” otra secuencia de aminoacidos, por ejemplo el segmento Hc, significa que la secuencia de aminoacidos
resultante esta duplicada exactamente como la secuencia de aminoacidos de la que se deriva; o la secuencia de
aminoacidos resultante tiene al menos un aminoéacido eliminado, modificado o sustituido cuando se compara con la
secuencia de aminoacidos de la que se deriva.

La toxina botulinica puede usarse en un método para el tratamiento de dolor por quemadura que comprende
administrar a un mamifero dosis eficaces de una toxina botulinica que tiene un resto de unién neuronal tipo salvaje.
En una realizacion, los métodos incluyen administrar a un mamifero una toxina botulinica que tiene un resto de union
neuronal tipo salvaje que es ya originalmente una parte de la toxina botulinica. Preferiblemente, la botulina tipo A
usada tiene su resto de union neuronal tipo salvaje original.

En otra realizacion, los métodos comprenden la administracion de una toxina botulinica a un mamifero en donde la
toxina botulinica difiere de una toxina botulinica que se da de forma natural por al menos un aminoéacido. Por
ejemplo, variantes de la toxina botulinica tipo A como se describen en Biochemistry 1995, 34, paginas 15175-15181
y Eur. J. Biochem., 1989, 185, paginas 197-203, pueden administrarse a un mamifero para tratar dolor no
relacionado con espasmos. Estas variantes tienen ademas restos de unién neuronal tipo salvaje.

En otra realizacion, la toxina botulinica tiene un resto de unién neuronal tipo salvaje de otra toxina botulinica. Por
ejemplo, puede usarse la toxina botulinica tipo A que tiene un resto de union neuronal tipo salvaje de toxina
botulinica tipo B. Todas las demas combinaciones se incluyen en el alcance de la presente invencion.

La administracion periférica de la toxina botulinica puede ser en una posicién de dolor real o percibido en el
mamifero. En una realizacion, la toxina botulinica se administra de forma subcutanea a o cerca de la posicién del
dolor percibido. En otra realizacion, la toxina botulinica se administra de forma intramuscular a o cerca de la posicion
del dolor, por ejemplo a o cerca de un neoplasma en el mamifero. Ademas, inyecciones repetidas, frecuentes, o
infusion de la toxina botulinica a una posicién de dolor periférica esta dentro del alcance de la presente invencion.
Sin embargo, dados los efectos terapéuticos de larga duracion de la presente invencion, las inyecciones frecuentes
o infusion de la toxina botulinica pueden no ser necesarias. Por ejemplo, la practica de la presente invencion puede
proporcionar un efecto analgésico, por inyeccion, durante 2 meses 0 mas, por ejemplo 7 meses, en seres humanos.

Sin desear limitar la invencion a cualquier mecanismo o teoria de operacién, se cree que cuando se administra la
toxina botulinica de forma local a una posicion periférica, inhibe la liberacién de neuro-sustancias, por ejemplo,
sustancia P, desde la terminacion sensorial primaria periférica. Como se trata anteriormente, una liberacion de
sustancia P por la terminacion sensorial primaria periférica puede provocar o al menos amplificar el proceso de
transmisién del dolor. Por lo tanto, la inhibicién de su liberacién en la terminaciéon sensorial primaria periférica
disminuira el proceso de transmision del dolor.

Ademas de tener acciones farmacoldgicas a una posicion periférica de administracion, un método dentro del alcance
de la presente invencién puede tener ademdas un efecto antinociceptivo debido al transporte retrégrado a la
neurotoxina desde el sitio de inyeccién periférica (es decir, subcutdnea) al sistema nervioso central. Se ha
determinado que la botulina tipo A puede transportarse de forma retrégrada a partir del sitio periférico de
administracion de vuelta al asta dorsal de la médula espinal. Presumiblemente, el transporte retrogrado es por medio
del aferente primario. Este descubrimiento es consistente con el trabajo de Weigand et al, Nauny-Schmiedeberg’s
Arch. Pharmacol. 1976; 292, 161-165, y Habermann, Nauny-Schmiedeberg’'s Arch. Pharmacol. 1974; 281, 47-56,
gue mostraron que la toxina botulinica es capaz de ascender al area espinal por transporte retrégrado. Asi, se
present6 que la toxina botulinica tipo A inyectada de forma intramuscular puede transportarse de forma retrograda a
partir de la terminacion sensorial primaria periférica a la terminacién sensorial primaria central.
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El descubrimiento difiere de forma significativa de la discusion en los articulos citados en el parrafo anterior. Se ha
descubierto que, en la rata, después de la administracion subcutanea periférica, la toxina botulinica se encontré
localizada en el asta dorsal del animal, que esta en la posicion donde las fibras C tienen la sinapsis. Una inyeccion
subcutanea es una inyeccion en una posicién donde estas situadas muchas fibras nerviosas nociceptivas bipolares.
Estas fibras sensoriales van desde la periferia al asta dorsal de la médula espinal. Por el contrario, en uno o mas de
los articulos citados en el parrafo anterior, después de que se llevara a cabo la inyeccién de toxina intramuscular,
algo de toxina botulinica radiomarcada se encontré situada en las raices ventrales. La raiz ventral de la médula
espinal es donde estan situadas las neuronas motoras eferentes (fuera de trafico) monopolares. Asi, la técnica lleva
a una expectativa de que la espasticidad muscular periférica puede esperarse como un resultado del transporte
retrogrado de una toxina botulinica desde la periferia a una posicion de la médula espinal.

Asi, se ha creido por los expertos en la técnica que la aparicion de una neurotoxina, tal como una toxina botulinica
en la médula espinal de un mamifero: (1) induciria la espasticidad significativa en el receptor, y; (2) promoveria los
efectos perjudiciales sobre la médula espinal y las funciones cerebrales. Asi, con respecto al citado efecto nocivo
(1): se presentd, como ejemplos, en Williamson et al., en Clostridial Neurotoxins and Substrate Proteolysis in Intact
Neurons, J. of Biological Chemistry 271:13; 7694-7699 (1996), que tanto la toxina tetanica como la toxina botulinica
tipo A inhiben la liberacién evocada de los neurotransmisores glicina y glutamato de los cultivos celulares de médula
espinal de ratones fetales, mientras que se presento por Hagenah et al., en Effects of Type A Botulinum Toxin on the
Cholinergic Transmission at Spinal Renshaw Cells and on the Inhibitory Action at la Inhibitory Interneurones,
Naunyn-Schmiedeberg’s Arch. Pharmacol. 299, 267-272 (1977), que la inyeccién intraespinal directa de toxina
botulinica tipo a en gatos preparados de forma experimental, anestesiados, inhibe la actividad de células Renshaw
de SNC. La inhibicion de la liberacion central de neurotransmisor glicina y glutamato, ademas de la regulacion hacia
debajo de la actividad de células Renshaw, presumiblemente puede dar por resultado in vivo tanto la promocién de
hiperactividad significativa de neuronas motoras con la consiguiente espasticidad muscular periférica.

Con respecto al efecto nocivo (2): se cree que la presencia central (médula espinal) de una neurotoxina tetanica
ejerce, por movimiento retrogrado de la toxina tetanica a lo largo de neuronas del SNC, efectos negativos
significativos sobre la médula espinal y las funciones cerebrales, contraindicando asi cualquier deseo de tener una
neurotoxina relacionada, tal como aparece la toxina botulinica (como por transporte retrégrado) en la médula
espinal. Notablemente, la toxina botulinica y la toxina tetanica estdn ambas hechas por bacterias Clostridial, aunque
por diferentes especies de Clostridium. De forma significativa, algunos investigadores han presentado que la toxina
botulinica comparte, al menos en alguna extension, la caracteristica de subida neuronal anotada de la toxina
tetanica. Véase, por ejemplo, Habermann E., 125|_Labeled Neurotoxin from Clostridium Botulinum A: Preparation,
Binding to Synaptosomes and Ascent in the Spinal Cord, Naunyn-Schmiedeberg’s Arch. Pharmacol. 281, 47-56
(1974).

La invencién no encuentra sorprendentemente los efectos nocivos (1) o (2), y los métodos de administracion
periférica (subcutanea) descritos de la presente invencidn pueden practicarse para proporcionar un alivio eficaz y de
larga duracién a partir del dolor que no es debido a un espasmo muscular y para proporcionar una mejora general en
la calidad de vida experimentada por el paciente tratado. El dolor experimentado por el paciente puede deberse, por
ejemplo, a herida, cirugia, infeccién, accidente o enfermedad (que incluye céncer y diabetes), que incluyen
enfermedades y trastornos neuropaticos, donde el dolor no es debido principalmente a un espasmo muscular o
proceso de musculo hipertonico.

Una vez en la terminacion sensorial primaria central situada en el asta dorsal de la médula espinal, la neurotoxina
puede inhibir ademas la liberacion del neurotransmisor responsable de la transmisiéon de sefales de dolor, por
ejemplo sustancia P. Esta inhibicion previene la activacién de las neuronas de proyeccion en el tracto espinotalamico
y aliviando asi el dolor. Por lo tanto, la administracion periférica de la neurotoxina, debido a su efecto antinociceptivo
central ahora descubierto, sirve como un método alternativo para la administraciéon central (es decir, intraespinal) de
un analgésico, eliminando asi las complicaciones asociadas con la administracion central de un farmaco analgésico.

Ademas, se ha mostrado por Habermman Experientia 1988; 44:224-226, que la toxina botulinica puede inhibir la
liberacion de noradrenalina y GABA desde los homogeneizados cerebrales. Este descubrimiento sugiere que la
toxina botulinica puede entrar en las terminaciones nerviosas simpaticas adrenérgicas y terminaciones nerviosas
GABA. Como tal, la toxina botulinica puede administrarse al sistema simpatico para proporcionar bloqueo a largo
plazo y aliviar el dolor, por ejemplo, dolor neuropatico. La administracién de una neurotoxina, preferiblemente toxina
botulinica tipo A, proporciona un beneficio de bloqueo a largo plazo sin el riesgo de deficiencia funcional
permanente, que no es posible con compuestos farmacéuticos actualmente en uso.

La cantidad de la neurotoxina administrada puede variar ampliamente segun el trastorno particular a tratar, su
gravedad y otras diversas variables del paciente que incluyen tamafio, peso, edad y respuesta a la terapia. Por
ejemplo, la extension del area de dolor periférico se cree que es proporcional al volumen de neurotoxina inyectada,
mientras la cantidad de la analgesia, para la mayoria de los intervalos de dosis, se cree que es proporcional a la
concentracion de la neurotoxina inyectada. Ademas, la posicion particular para la administraciéon de neurotoxina
puede depender de la posicién del dolor a tratar.
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Generalmente, la dosis de neurotoxina a administrar variara con la edad, enfermedad que se presenta y peso del
mamifero a tratar. La potencia de la neurotoxina se considerara también.

En una realizacién segun esta invencion, las dosis terapéuticamente eficaces de una neurotoxina, por ejemplo,
toxina botulinica tipo A, en una posicion periférica, puede estar en cantidades entre aproximadamente 0,01 U/kg y
aproximadamente 35 U/kg. Un intervalo preferido para la administracion de una neurotoxina que tiene un resto de
unién neuronal tipo salvaje, tal como la toxina botulinica tipo A, para asi alcanzar un efecto antinociceptivo en el
paciente tratado, es de aproximadamente 0,01 U/kg a aproximadamente 35 U/kg. Un intervalo mas preferido para la
administracion periférica de una neurotoxina, tal como toxina botulinica tipo A, para asi alcanzar un efecto
antinociceptivo en el paciente tratado, es de aproximadamente 1 U/kg a aproximadamente 15 U/kg. Menos de
aproximadamente 0,1 U/Kg puede dar por resultado el efecto terapéutico deseado siendo de menos que la duracién
posible éptima o més larga, mientras que mas de aproximadamente 2 U/kg puede aun dar por resultado algunos
sintomas de flacidez muscular. Un intervalo mas preferido para la administracion periférica de una neurotoxina, tal
como la toxina botulinica tipo A, para asi alcanzar un efecto antinociceptivo en el paciente tratado, es de
aproximadamente 0,1 U/kg a aproximadamente 1 U/kg.

Aunque se proporcionan ejemplos de rutas de administracién y dosificaciones, la ruta apropiada de administracion y
dosificacién se determina generalmente en una base de caso por caso por el médico que atiende. Dichas
determinaciones son rutinarias para un experto en la técnica (véase por ejemplo, Harrison’s Principles of Internal
Medicine (1998), editado por Anthony Fauci et al., 142 edicién, publicada por McGraw Hill). Por ejemplo, la ruta y
dosificacién para la administracion de una neurotoxina segun la presente invencién descrita puede seleccionarse en
base a criterios tales como las caracteristicas de solubilidad de la neurotoxina elegida ademas de la intensidad del
dolor percibido.

En otra amplia realizacién de la invencion, se proporcionan métodos para tratar dolor no relacionado con espasmos
gue comprende administrar dosis eficaces de una neurotoxina, en donde la neurotoxina es un polipéptido sencillo en
oposicion al di-polipéptido como se describe anteriormente.

En una realizacion, la neurotoxina es un polipéptido sencillo que tiene tres regiones secuenciales de aminoacidos.
La primera region secuencial de aminoacidos incluye un resto de uniéon neuronal que esta esencialmente derivado
completamente de una neurotoxina seleccionada de un grupo que consiste en toxina beratti; toxina butyricum; toxina
tetanica; toxina botulinica tipos A, B, Ci, D, E, F y G. Preferiblemente, la primera regién secuencial de aminoacidos
se deriva del extremo carboxilo de una cadena pesada de toxina, Hc. Mas preferiblemente, la primera regién
secuencial de aminoéacidos se deriva de la Hc de la toxina botulinica tipo A.

La segunda region secuencial de aminoacidos es eficaz para translocar el polipéptido o una parte del mismo a través
de una membrana de endosoma en el citoplasma de una neurona. En una realizacion, la segunda region secuencial
de aminoacidos del polipéptido comprende un extremo terminal de una cadena pesada, Hn, derivada de una
neurotoxina seleccionada de un grupo que consiste en toxina beratti; toxina butyricum; toxina tetanica; toxina
botulinica tipos A, B, C1, D, E, F y G. Preferiblemente, la segunda region secuencial de aminoacidos del polipéptido
comprende un extremo terminal de una cadena pesada de toxina, Hy, derivada de la toxina botulinica tipo A.

La tercera region secuencial de aminoacidos tiene actividad terapéutica cuando se libera en el citoplasma de una
célula diana o neurona. En una realizacion, la tercera region secuencial de aminoacidos del polipéptido comprende
una cadena ligera de toxina, L, derivada de una neurotoxina seleccionada de un grupo que consiste en toxina beratti;
toxina butyricum; toxina tetanica; toxina botulinica tipos A, B, C1, D, E, F y G. Preferiblemente, la tercera region
secuencial de aminoacidos del polipéptido comprende una cadena ligera de toxina, L, derivada de la toxina
botulinica tipo A.

En una realizacion, el polipéptido comprende una primera regiéon secuencial de aminoacidos derivada del Hc de la
toxina tetanica, una segunda regién secuencial de aminoacidos derivada del Hy de la toxina botulinica tipo B, y una
tercera regién secuencial de aminoacidos derivada de la cadena L de botulina tipo A. En una realizacion preferida, el
polipéptido comprende una primera regién secuencial de aminoacidos derivada de la Hc de la toxina botulinica tipo
B, una segunda region secuencial de aminoacidos derivada de la Hy de la toxina botulinica tipo A, y una tercera
region secuencial de aminoacidos derivada de la cadena L de la botulina tipo A. Todas las demas combinaciones se
incluyen en el alcance de la presente invencion.

En otra realizacién, el polipéptido comprende una primera region secuencial de aminoacidos derivada de la Hc de la
toxina botulinica tipo A, en donde la secuencia de aminoacidos tiene al menos un aminoéacido eliminado, modificado
0 sustituido; una segunda regién secuencial de aminoacidos derivada de la Hy de la toxina botulinica tipo A, y una
tercera region secuencial de aminoéacidos derivada de la cadena L de botulina tipo A. Todas la demas
combinaciones se incluyen en el alcance de la presente invencion.

Como se indica anteriormente, estos polipéptidos son cadenas sencillas y pueden no ser tan potentes como se
desea. Para aumentar su potencia, la tercera

Si una toxina botulinica no modificada se va a usar para tratar dolor por quemadura como se describe en este
documento, la toxina botulinica puede obtenerse cultivando una especie bacteriana apropiada. Por ejemplo, la toxina
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botulinica tipo A puede obtenerse estableciendo y haciendo crecer cultivos de Clostridium botulinum en un
fermentador y después cosechando y purificando la mezcla fermentada de acuerdo con procedimientos conocidos.
Todos los serotipos de toxina botulinica se sintetizan inicialmente como proteinas inactivas de cadena sencilla que
deben romperse o cortarse con proteasas para volverse neuroactivas. Las cepas bacterianas que hacen los
serotipos A de la toxina botulinica poseen proteasas endogenas y los serotipos A pueden por lo tanto, recuperarse
de los cultivos bacterianos predominantemente en su forma activa.

Si una toxina botulinica modificada se va a usar segun esta invencion, pueden usarse técnicas recombinantes para
producir las toxinas botulinicas deseadas. La técnica incluye las etapas de obtencién de materiales genéticos a partir
de fuentes naturales, o fuentes sintéticas, que tienen cddigos para un resto de unién neuronal, una secuencia de
aminoacidos eficaz para translocar la toxina botulinica o una parte de la misma, y una secuencia de aminoacidos
gue tiene actividad terapéutica cuando se libera en un citoplasma de una célula diana, preferiblemente una neurona.
En una realizacion preferida, los materiales genéticos tienen cédigos para Hc, Hy y la cadena L de las toxinas
botulinicas, toxinas botulinicas modificadas y fragmentos de las mismas. Las construcciones genéticas se incorporan
en células huésped para la amplificacion fusionando primero las construcciones genéticas con vectores de
clonacion, tales como fagos o plasmidos. Después los vectores de clonacion se insertan en huéspedes,
preferiblemente E. Coli. Después de las expresiones de los genes recombinantes en células huésped, las proteinas
resultantes pueden aislarse usando técnicas convencionales.

Aunqgue las técnicas recombinantes se proporcionan para la produccion de toxinas botulinicas modificadas, las
técnicas recombinantes pueden también emplearse para producir toxinas botulinicas no modificadas, por ejemplo,
toxina botulinica A como existe de forma natural, ya que la secuencia genética de la toxina botulinica tipo A se
conoce.

Hay muchas ventajas para producir estas toxinas botulinicas de forma recombinante. Por ejemplo, la produccion de
toxina botulinica a partir de cultivos anaerébicos de Clostridium es un proceso engorroso y consumidor de tiempo
que incluye un protocolo de purificacién multi-etapa que implica varias etapas de precipitacion de proteina y
cristalizacion tanto prolongada como repetida de la toxina o varias etapas de cromatografia en columna. De forma
significativa, la alta toxicidad del producto dicta que el procedimiento debe llevarse a cabo bajo contencion estricta
(BL-3). Durante el proceso de fermentacion, las toxinas botulinicas de cadena sencilla plegadas se activan mediante
proteasas clostridiales enddgenas a través de un proceso denominado de corte. Esto implica la eliminacion de
aproximadamente 10 residuos de aminoacido de la cadena sencilla para crear la forma di-cadena en que las dos
cadenas permanecen unidas de forma covalente a través del enlace disulfuro intracatenal.

La toxina botulinica cortada es mucho mas activa que la forma no cortada. La cantidad y posicion precisa del corte
varia con los serotipos de la bacteria que produce la toxina. Las diferencias en la activacion de la toxina botulinica de
cadena sencilla y, por tanto, el rendimiento de la toxina cortada, son debidas a variaciones en el tipo y cantidades de
actividad proteolitica producida por una cepa dada. Por ejemplo, mas del 99% de la toxina botulinica de cadena
sencilla tipo A de Clostridial botulinum se activa mediante la cepa Hall A de Clostridial botulinum. Asi, la alta
toxicidad de la toxina botulinica madura tiene una parte principal en la fabricacion comercial de neurotoxinas como
agentes terapéuticos.

El grado de activacion de toxinas clostridiales generadas por ingenieria es, por tanto, una importante consideracion
para la fabricacion de estos materiales. Seria una ventaja principal si neurotoxinas tales como toxina botulinica y
toxina tetanica pudieran expresarse, de forma recombinante, en alto rendimiento, en bacterias de crecimiento rapido
(tal como células E. coli heterélogas) como cadenas sencillas relativamente no téxicas (o cadenas sencillas que
tienen actividad téxica reducida) que son seguras, faciles de aislar y sencillas de convertir a la forma totalmente
activa.

Con la seguridad siendo un asunto principal, el trabajo previo se ha concentrado en la expresién en E. coli y la
purificacién de cadenas H y L individuales de toxinas tetanica y botulinica; estas cadenas aisladas son, por si
mismas, no toxicas; véase Li et al., Biochemistry 33:7014-7020 (1994); Zhou et al., Biochemistry 34:15175-15181
(1995). Después de la produccion separada de estas cadenas peptidicas y bajo condiciones estrictamente
controladas, las cadenas H y L pueden combinarse por unién disulfuro oxidativo para formar las di-cadenas
neuroparaliticas.

Se sabe que el dolor post-operatorio resultante de (es decir, secundario a) un espasmo muscular, puede aliviarse
mediante la inyeccién pre-operatoria de toxina botulinica tipo A. Developmental Medicine & Child Neurology 42; 116-
121:2000. Contrariamente, esta invencién abarca un método para tratar el dolor post-operatorio por administracion
periférica, pre- o peri-operatoria, de una toxina botulinica donde el dolor no es debido a un mudsculo espasmaodico.

Asi, un paciente puede o bien durante la cirugia o hasta aproximadamente diez dias antes de la cirugia (donde la
cirugia no esta relacionada con la correccion de o el tratamiento de un proceso por musculo espasmaodico) ser
administrado local y periféricamente por inyeccion en bolo con de aproximadamente 20 unidades a
aproximadamente 300 unidades de una toxina botulinica, tal como toxina botulinica tipo A, a o0 en la cercania del
sitio de una incisién de prospeccién en la dermis del paciente. La inyeccién de toxina botulinica puede ser
subcutanea o intramuscular. La cirugia no se lleva a cabo para tratar o aliviar dolor que resulta de un musculo
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hiperactivo o hiperténico porque se ha descubierto sorprendentemente que muchos tipos de dolor que no surgen de
0 que no resultan de un espasmo muscular, pueden aliviarse significativamente mediante la practica de esta
invencién descrita.

Segun la invencién, para el alivio de dolor post-operatorio, un paciente que esta previsto operar con el propésito de
eliminacion tumoral, injerto de hueso, sustitucion ésea, cirugia de exploracion, cierre de heridas, una cirugia estética
tal como liposuccion, o cualquiera de una miriada de otros tipos de posibles procedimientos quirdrgicos (tratamiento
de trastorno no muscular) que necesita una 0 mas incisiones en y/o a través de la dermis del paciente, puede
tratarse, segun esta invencién, por administracion periférica de aproximadamente 0,01 U/kg a aproximadamente 60
U/kg de una toxina botulinica, tal como toxina botulinica tipo A o B. La duracion del alivio del dolor post-operatorio
significativo puede ser de aproximadamente 2 a aproximadamente 6 meses, 0 mas.

Un método dentro del alcance de la presente invencién puede proporcionar funcion mejorada al paciente. “Funcion
mejorada al paciente” puede definirse como una mejora medida por factores tales como un dolor reducido, tiempo
reducido pasado en cama, movilizacién aumentada, actitud mas sana, estilo de vida mas variado y/o salud permitida
por tono muscular normal. La funcién mejorada al paciente es sinénimo con una calidad de vida mejorada (QOL).
QOL puede valorarse usando, por ejemplo, los procedimientos conocidos de puntuacién de supervivencia de salud
SF-12 o SF-36. SF-36 valora la salud fisica y mental de un paciente en los ocho dominios de funcionamiento fisico,
limitaciones de funcién debido a problemas fisicos, funcionamiento social, dolor corporal, salud mental general,
limitaciones de funcién debido a problemas emocionales, vitalidad y percepciones de salud general. Las
puntuaciones obtenidas pueden compararse con valores publicados disponibles para diversas poblaciones
generales y de pacientes.

Ejemplos

Los siguientes ejemplos no limitantes proveen a los expertos en la técnica con métodos preferidos especificos para
tratar dolor no relacionado con espasmos en el alcance de la presente invencion y no se pretende limitar el alcance
de la invencion. En los siguientes ejemplos pueden llevarse a cabo diversos modos de administracion no sistémica
de una neurotoxina. Por ejemplo, por inyeccidon de bolo intramuscular, por inyecciones subcutdneas multiples en
zonas dérmicas a y en la regién de dolor o por implantacion de un implante de liberacién controlada.

Ejemplo 1

Alivio del Dolor por Administracién Periférica de la Toxina Botulinica Tipo A

Se llevaron a cabo dos experimentos. Se usaron ratas Sprague-Dawley (aproximadamente 300 a aprOX|madamente
350 gramos) en ambos experimentos. La neurotoxina usada en ambos experimentos fue BOTOX® (complejo de
neurotoxina purificada de toxina botulinica tipo A). En el primer experlmento hubo 4 grupos de tratamlento (dosis):
ratas de control (solucién salina inyectada) (n=4), ratas de 7 U BOTOX /kg (n=8), ratas de 15 U BOTOX /kg (n=5)y
ratas de 30 U BOTOX®/kg (n=4). Para las ratas de control, se inyectaron 25 microlitros de solucién salina al 0,9% de
forma subcutanea en la superficie plantar de la extremidad trasera del animal. El sitio y ruta de administracion de
BOTOX® fue igual que para la inyeccidn salina del grupo de control.

Cinco dias después de la inyeccion de o bien la solucién salina o el BOTOX®, se inyectaron 50 microlitros de
formallna al 5% en el sitio en cada una de las ratas en todos los cuatro grupos donde o bien la solucién salina o el
BOTOX® se han inyectado previamente. El levantamiento/lamido de la extremidad por los animales sujeto se grabo
entonces a intervalos de 5 minutos durante una hora.

El segundo conjunto de experimentos implicaron el mismo protocolo que se hizo en el primer experimento. En el
segundo experimento hubo tres grupos de tratamiento (dosis): ratas de control (solucidén salina inyectada) (n=3),
ratas de 3,5 U/kg (n=7) y ratas de 7 Ulkg (n=8); y el ensayo de formalina se llevé a cabo en el duodécimo dia
después de la inyeccién de BOTOX® o solucién salina original.

Los resultados de estos dos experimentos se muestran en las Figuras 1y 2, respectivamente. Los primeros 5 a 10
minutos pueden denominarse como fase 1 que va seguida por la fase 2. Como se muestra por las Figuras 1y 2,
tanto en 5 dias como en 12 dias después de la inyeccién, hubo un alivio del dolor dependiente de la dosis
significativo en los animales tratados con BOTOX".

Ejemplo 2

Administracién Periférica de una Toxina Botulinica para Aliviar el Dolor que No es por Espasmos

Una mujer de 46 afios de edad se presenta con dolor localizado en la region deltoidea debido a un trastorno artritico.
El mUsculo no estd en espasmos, ni muestra un trastorno hipertonico. La paciente se trata mediante una inyeccion
en bolo de entre aproximadamente 50 Unidades y 200 unidades de toxina botulinica tipo A intramuscular. En los
dias 1-7 después de la administracion de neurotoxinas, el dolor del paciente se alivia sustancialmente. La duracién
de alivio de dolor significativo es de aproximadamente 2 a aproximadamente 6 meses. Un dolor en el hombro, brazo
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y mano debido a la osteoporosis, fijacion de articulaciones, insuficiencia coronaria, osteoartritis cervical, enfermedad
del hombro localizada, o debido a un periodo prolongado de descanso en cama puede tratarse de forma similar.

Ejemplo 3

Administracién Periférica de una Neurotoxina para Tratar Neuralgia Post-terapéutica.

La neuralgia post-terapéutica es uno de los mas intratables de los problemas de dolor cronico. Los pacientes que
sufren este proceso atrozmente doloroso son a menudo mayores, tienen enfermedad debilitante, y no son
adecuados para procedimientos intervencionistas principales. La diagnosis se hace facilmente por la aparicion de las
lesiones curadas de herpes y por la historia del paciente. El dolor es intenso y emocionalmente estresante. La
neuralgia post-terapéutica puede darse en cualquier sitio, aunque es mas a menudo en el térax.

Un hombre de 76 afios de edad presenta un dolor tipo post-terapéutico. El dolor se localiza en la regiéon abdominal.
El paciente se trata con una inyeccion de bolo de entre aproximadamente 50 Unidades y 200 unidades de toxina
botulinica tipo A de forma subcutanea a la regién abdominal. Dentro de los dia 1-7 después de la administracion de
neurotoxina, el dolor del paciente se alivia sustancialmente. La duracion del alivio del dolor significativa es de
aproximadamente 2 a aproximadamente 6 meses.

Ejemplo 4

Administracién Periférica de una Neurotoxina para Tratar Dolor por Tumor Nasofaringeo.

Estos tumores, lo mas a menudo carcinomas de células escamosas, estan normalmente en la fosa de Rosenmuller y
pueden invadir la base del craneo. El dolor en la cara es comun. Es dolor sordo, constante, por naturaleza.

Un hombre de 35 afios de edad presenta un dolor tipo tumor nasofaringeo. El dolor se presenta en la mejilla
izquierda inferior. El paciente se trata mediante una inyeccion en bolo de entre aproximadamente 10 unidades y
aproximadamente 35 unidades de toxina botulinica tipo A de forma intramuscular en la mejilla. En 1-7 dias después
de la administracion de neurotoxina, el dolor del paciente se alivia sustancialmente. La duracion del alivio
significativo del dolor es de aproximadamente 2 a aproximadamente 6 meses.

Ejemplo 5

Administracion Periférica de una Neurotoxina para Tratar Dolor Inflamatorio Crénico

Un paciente, 45 afios de edad, se presenta con dolor inflamatorio crénico en la region del pecho. El paciente se trata
mediante una inyeccién en bolo de entre aproximadamente 50 Unidades y 200 Unidades de toxina botulinica tipo A
intramuscular. En 1-7 dias después de la administracion de la neurotoxina, el dolor del paciente se alivia
sustancialmente. La duracion del alivio significativo del dolor es de aproximadamente 2 a aproximadamente 6
meses.

Ejemplo 6

Administracién Periférica de una Neurotoxina para Tratar Dolor Provocado por Quemaduras

Un paciente, 51 afios de edad, que experimenta dolor posterior a unas quemaduras de primer o segundo grado,
graves y extensas, en el brazo. El paciente se trata mediante una inyeccion en bolo de entre aproximadamente 30
unidades a aproximadamente 200 unidades de toxina botulinica tipo A, de forma subcutanea en el brazo. En 1-7
dias después de la administracion de neurotoxina, el dolor del paciente se alivia sustancialmente. La duracion del
alivio significativo del dolor es de aproximadamente 2 a aproximadamente 6 meses.

Ejemplo 7

Administracién Periférica de una Neurotoxina para Tratar Dolor de Articulaciones

Un paciente, 63 afios de edad, que sufre de dolor de articulaciones resultante de artritis. El paciente se trata
mediante una inyeccién en bolo de entre aproximadamente 30 Unidades y 150 Unidades de toxina botulinica tipo A
intramuscular en la region de la articulacion dolorida. En 1-7 dias después de la administracion de neurotoxina, el
dolor del paciente se alivia sustancialmente. La duracién del alivio significativo del dolor es de aproximadamente 2 a
aproximadamente 6 meses.

Ejemplo 8

Administracién Periférica de una Neurotoxina para Tratar Dolor Post-Operatorio

Un paciente, 39 afios de edad, de 1 hora a diez dias antes de la cirugia, se administra local y periféricamente
mediante inyeccion de bolo o inyeccién subcutanea con de aproximadamente 20 unidades a aproximadamente 300
unidades de una toxina botulinica, tal como toxina botulinica tipo A, a 0 en cercania del sitio de una incisiéon de
prospeccion en la dermis del paciente. La inyeccion de toxina botulinica puede ser subcutanea o intramuscular. La
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cirugia no se lleva a cabo para tratar o aliviar un trastorno muscular, tal como un musculo hiperactivo o hiperténico.
La duracion del alivio del dolor post-operatorio significativo es de aproximadamente 2 a aproximadamente 6 meses.

Ejemplo 9

Tratamiento de Dolor Visceral por Administracién de una Neurotoxina

Un paciente varén de 46 afios de edad se presenta con dolor abdominal crénico de origen visceral pero de etiologia
desconocida. Se hipotetiza tumor o constriccién del conducto. La toxina botulinica subcutdnea o intra-organica, tal
como de aproximadamente 20 unidades a aproximadamente 300 unidades de una toxina botulinica tipo A, se
administra de forma subcutanea o intra-organica (en el sitio del dolor percibido). En uno a siete dias, el dolor se
alivia sustancialmente. La duracién del alivio significativo del dolor es de aproximadamente 2 a aproximadamente 6
meses.

Aunque la presente invencion se ha descrito en detalle con respecto a ciertos métodos preferidos, son posibles otras
realizaciones, versiones y modificaciones dentro del alcance de la presente invencion. Por ejemplo, una amplia
variedad de neurotoxinas pueden usarse de forma eficaz en los métodos de la presente invencién. Adicionalmente,
la presente invencién incluye métodos de administracion periférica para aliviar dolor relacionado con trastornos no
musculares, en donde dos o mas neurotoxinas, tales como dos o mas toxinas botulinicas, se administran al mismo
tiempo o de forma consecutiva. Por ejemplo, la toxina botulinica tipo A puede administrarse hasta una pérdida de
respuesta clinica o desarrollo de anticuerpos de neutralizacion, seguido por la administracion de toxina botulinica
tipo E. De forma alternativa, una combinacién de cualquiera de dos o mas de los serotipos A-G de botulina, pueden
administrarse de forma local para controlar el comienzo y duracién del resultado terapéutico deseado. Ademas, los
compuestos que no son neurotoxina pueden administrarse antes de, al mismo tiempo o posteriormente a la
administracion de la neurotoxina para efecto adjunto probado tal como comienzo mejorado o mas rapido de
denervacion antes de que la neurotoxina, tal como una toxina botulinica, comience a ejercer su efecto terapéutico.
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REIVINDICACIONES

1. Una toxina botulinica tipo A para uso en un método para aliviar un dolor por quemadura en un paciente humano,
en donde el método comprende la administracion subcutanea de la toxina botulinica tipo A.

19



ES 2394314 T3

() YINITYWIOS 30 NOIZIIANI V130 53NdS3T OdWIIL

e

Y=u b3/N0F oy
SV YN SF y ours
8=V '6y/nt v odrs

—_—

= ——
llxlll

LU YNITPS NOIINTOS/KSE ——o—

F oL

07-56 $5-05 05-5¢ 5p-0b Or-SE SE-0F O0-52 $2-02 02/ SF-0F OF-S §-0

-0
T05
T O0F
T 0sF
TO00Z

1052

773

TIEMPO DE LEVANTAMIENTO/LAMIDO (seg)

20



ES 2394314 T3

- -
(us) NI TYWIOS 30 NOIZIIANI V130 SINSIT OdWIIL AR w\

02-55 £5-05 0S-S5k 5p-0p Op-S€ SE-05 05-S2 §2-02 02-ST SI-Of OF-S G-0

g=v ‘byMmt VOdIl e

LV EYNGE v oIl e
£:U YNITWS NOIHNIIOS —tmmm

0o

—-0%

—00F

- 05F

- 002

~05%2

00E

TIEMPO DE LEVANTAMIENTO/LAMIDO (seq)

21



	Primera Página
	Descripción
	Reivindicaciones
	Dibujos

