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DESCRIPCION
Tratamiento de neoplasmas con neurotoxina

Esta solicitud reivindica la prioridad de la solicitud provisional de EE.UU. nimero 60/612.443, presentada el 23 de
septiembre de 2004.

Antecedentes

La presente invencion se refiere al uso de una cantidad terapéuticamente eficaz de una neurotoxina
farmacéuticamente aceptable de acuerdo con las reivindicaciones.

La presente invencion se refiere a procedimientos para tratar una enfermedad no cancerosa en un ser humano, en
los que la enfermedad es un crecimiento mediado por virus. La presente invencién describe adicionalmente
procedimientos para tratar, diversos neoplasmas benignos o malignos, infecciones cronicas, enfermedades
autoinmunitarias, a inmunodeficiencias. En particular, la presente invencién se refiere a procedimientos de tratar el
crecimiento mediado por virus con una toxina botulinica.

Neoplasmas

El crecimiento inicial de neoplasmas depende del suministro adecuado de factores de crecimiento y de la eliminacion
de moléculas toxicas. La expansion de la masa del tumor mas alla de 2 mm de diametro depende del desarrollo de
la angiogénesis para producir un suministro de sangre adecuado. La induccion de la angiogénesis esta mediada por
varias moléculas que son liberadas tanto por células tumorales como por células huésped, incluidas células
endoteliales, célula epiteliales, células mesoteliales y leucocitos. La angiogénesis consiste en procesos secuenciales
que emanan de células endoteliales microvasculares. A medida que se expande, el tumor (primario o secundario)
también puede provocar ciertos sintomas, tales como incomodidad (por ejemplo, percepcion de una protuberancia),
dolor y hemorragia.

Tras comenzar la angiogénesis, la invasion de las células tumorales del tejido que rodea al tumor primario y la
penetracion de vasos sanguineos y linfaticos es clave para el fendmeno de la metastasis en conjunto.

Una vez que las células tumorales se separan del tumor primario, deben invadir el estroma del huésped para
penetrar en los vasos linfaticos y sanguineos. Para hacerlo, las células tumorales deben penetrar las membranas
basales que rodean los vasos sanguineos. Las membranas basales y la matriz extracelular (ECM) de tejido
conectivo constan de cuatro grupos de moléculas principales: colagenos, elastinas, glucoproteinas y proteoglucanos.
La degradacion de los componentes de la ECM y la membrana basal por las células tumorales es un requisito previo
esencial para la invasion y la metastasis.

En suma, la metastasis cancerosa consta de varias etapas complejas, interactivas e interdependientes, cada una de
las cuales es limitante de la velocidad, ya que un fallo en completar cualquiera de las etapas evita que la célula
tumoral produzca una metastasis. Las células tumorales que eventualmente dan lugar a metastasis deben sobrevivir
a una serie de interacciones potencialmente letales con mecanismos homeostaticos del huésped. El balance de
estas interacciones puede variar entre diferentes paciente con diferentes neoplasmas o incluso entre diferentes
pacientes con el mismo tipo de neoplasma.

Las etapas esenciales en la formacion de una metastasis son similares en todos los tumores y consisten en lo
siguiente:

1. Alterar la transformacion neoplasica, la proliferacion progresiva de células neoplasicas es inicialmente
soportada con nutrientes suministrados desde el microentorno del érgano por difusion.

2. La neovascularizacion o angiogénesis debe tener lugar para que una masa tumoral exceda de 1 0 2 mm de
diametro. La sintesis y secrecion de diferentes moléculas angiogénicas y la supresion de moléculas inhibidoras son
responsables del establecimiento de una red de capilares a partir del tejido circundante del huésped.

3. Algunas células tumorales pueden inhibir la expresion de moléculas cohesivas y tienen una movilidad
incrementada y, de este modo, pueden separarse de la lesioén primaria. La invasion del estroma del huésped por
algunas células tumorales ocurre mediante varios mecanismos paralelos. Los capilares y vénulas de paredes finas,
como los canales linfaticos, ofrecen muy poca resistencia a la penetracion por las células tumorales y proporcionan
las vias mas comunes para la entrada de células tumorales en la circulacion.

4. La separacion y embolizacion de células sueltas o agregados celulares tumorales tiene lugar después,
siendo destruidas rapidamente la gran mayoria de las células tumorales circulantes.

5. Una vez que las células tumorales han sobrevivido a la circulacién, deben...

6. Permanecer en los lechos capilares de 6rganos distantes adhiriéndose a células endoteliales de capilares o
a membranas basales subendoteliales.
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7. Las células tumorales (especialmente aquellas que forman agregados) pueden proliferar dentro del limen
del vaso sanguineo, pero la mayoria se extravasan al interior del parénquima del drgano por mecanismos similares a
los operativos durante la invasion.

8. Las células tumorales que portan receptores de superficie adecuados pueden responder a factores de
crecimiento paracrinos y asi proliferar en el parénquima del 6rgano.

9. Las células metastasicas deben evadir la destruccion por las defensas del huésped que incluyen respuestas
inmunitarias especificas y no especificas.

10. Para superar una masa de 1 a 2 mm de diametro, la metastasis debe desarrollar una red vascular.
Toxina botulinica

La bacteria gram positiva, anaerobica, Clostridium botulinum produce una potente neurotoxina polipeptidica, la toxina
botulinica. Hasta la fecha se han caracterizado siete neurotoxinas botulinicas distintas: los serotipos A, B, C4, D, E, F
y G. De estas, la toxina botulinica de tipo A se reconoce como uno de los agentes naturales mas letales conocidos
por el hombre.

Se postula que las toxinas botulinicas se unen con alta afinidad a neuronas motoras colinérgicas, se transfieren al
interior de la neurona y efectian el bloqueo de la liberacion presinaptica de acetilcolina. Se supone que todos los
serotipos de la toxina botulinica inhiben la liberacién de acetilcolina en la unién neuromuscular, lo hacen actuando
sobre diferentes proteinas neurosecretoras y/o escindiendo estas proteinas en diferentes sitios. Por ejemplo, la
toxina botulinica A es una endopeptidasa dependiente de cinc que puede hidrolizar especificamente un enlace
peptidico de la proteina asociada a vesiculas, intracelular, SNAP-25. La botulina de tipo E también escinde la
proteina asociada a sinaptosomas de 25 kiloDalton (25kDa) (SNAP-25), aunque, el tipo E se une a una secuencia de
aminoacidos diferente dentro de SNAP-25. Se cree que las diferencias en el sitio de inhibicién son responsables de
la potencia relativa y/o duracién de la accion de los distintos tipos de serotipos de toxina botulinica.

Actualmente, las toxinas botulinicas se han usado en ambitos clinicos para el tratamiento de trastornos
neuromusculares caracterizados por musculos esqueléticos hiperactivos. La toxina botulinica de tipo A fue aprobada
por la Food and Drug Administration de EE.UU. en 1989 para el tratamiento del blefaroespasmo esencial, el
estrabismo y el espasmo hemifacial en pacientes mayores de doce afios. En 2000, la FDA aprobd preparaciones
comerciales de serotipos de toxina botulinica de tipo A y tipo B para el tratamiento de la distonia cervical y en 2002
la FDA aprobd una toxina botulinica de tipo A para el tratamiento cosmético de determinadas arrugas faciales
hipercinéticas (glabelares). En 2004, la FDA aprobd la botulina para el tratamiento de la hiperhidrosis. Usos no
aprobados por la FDA, espasmo hemifacial, torticolis espasmddica, distonia oromandibular, disfonia espasmadica y
otras distonias, temblores, dolor miofascial, disfuncion articular temporomandibular, migrafa, espasticidad.

Los efectos clinicos de la toxina botulinica de tipo A intramuscular periférica se observan normalmente al cabo de
24-48 horas después de la inyeccion y a veces al cabo de pocas horas. Cuando se usa para inducir paralisis
muscular, el alivio sintomatico por una Unica inyeccion intramuscular de toxina botulinica de tipo A puede durar
aproximadamente tres meses, aunque en determinadas circunstancias se sabe que los efectos han durado varios
afos.

A pesar de la aparente diferencia en la unién de los serotipos, se cree que el mecanismo de la actividad botulinica es
similar e implica al menos tres etapas. Primero, la toxina se une a la membrana presinaptica de una célula diana.
Segundo, la toxina atraviesa la membrana plasmatica de la célula afectada, en la que se forma un endosoma. La
toxina se transloca entonces a través de la membrana endosémica hacia el citosol. Tercero, la toxina botulinica
parece reducir un enlace disulfuro de SNAP, teniendo como resultado la alteraciéon de la actividad endopeptidasa
dependiente de cinc (Zn++), que escinde selectivamente proteinas esenciales para el reconocimiento y anclaje de
las vesiculas que contienen neurotransmisores a la superficie citoplasmica de la membrana plasmatica y la fusion de
las vesiculas con la membrana plasmatica. La neurotoxina tetanica y las toxinas botulinicas B, D, F y G provocan la
degradacion de la sinaptobrevina (también llamada proteina de membrana asociada a vesiculas (VAMP)), una
proteina de membrana sinaptosémica. La mayoria de la VAMP presente en la superficie citosdlica de la vesicula
sinaptica se elimina como resultado de uno cualquiera de estos fendmenos de escisién. Cada toxina escinde
especificamente un enlace diferente.

El peso molecular de la molécula de proteina de toxina botulinica, para los siete serotipos de toxina botulinica
conocidos, es de aproximadamente 150 kD. Curiosamente, las toxinas botulinicas son liberadas por la bacteria
clostridial como complejos que comprenden la molécula de proteina de toxina botulinica de 150 kD junto con
proteinas no toxinas asociadas. Por tanto, la toxina botulinica de tipo A puede ser producida por la bacteria clostridial
en formas de 900 kD, 500 kD y 300 kD. Aparentemente, las toxinas botulinicas de tipo B y de tipo C4 se producen
solo como un complejo de 500 kD. La toxina botulinica de tipo D se produce tanto como complejo de 300 kD como
de 500 kD. Finalmente, las toxinas botulinicas de tipos E y F se producen solo como complejos de aproximadamente
300 kD. Se cree que los complejos (es decir, peso molecular de mas de aproximadamente 150 kD) contienen una
proteina hemaglutinina no toxina y una proteina no hemaglutinina no toxina y no téxica. Estas dos proteinas no
toxinas (que junto con la molécula de toxina botulinica pueden comprender el complejo neurotoxina relevante)
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pueden actuar para proporcionar estabilidad contra la desnaturalizacion para la molécula de toxina botulinica y
proteccion contra los acidos digestivos cuando se ingiere la toxina. Ademas, es posible que los complejos de toxina
botulinica mas grandes (peso molecular mayor de aproximadamente 150 kD) puedan tener como resultado una
menor velocidad de difusion de la toxina desde un sitio de inyeccion intramuscular de un complejo de toxina
botulinica. Los complejos de toxina pueden disociarse en proteina toxina y proteinas hemaglutininas tratando el
complejo con glébulos rojos a pH 7,3. La proteina toxina tiene una marcada inestabilidad tras la eliminacion de la
proteina hemaglutinina.

Todos los serotipos de toxina botulinica son sintetizados por bacterias Clostridium botulinum como proteinas de
cadena sencilla inactivas que deben ser escindidas o melladas por proteasas para hacerse neuroactivas. Las cepas
bacterianas que sintetizan los serotipos A y G de toxina botulinica poseen proteasas enddgenas y, por lo tanto, los
serotipos A y G pueden recuperarse a partir de cultivos bacterianos principalmente en su forma activa. En cambio,
los serotipos C1, D y E de toxina botulinica son sintetizados por cepas no proteoliticas y, por lo tanto, normalmente
estan inactivadas cuando se recuperan del cultivo. Los serotipos B y F son sintetizados tanto por cepas proteoliticas
como no proteoliticas y, por lo tanto, pueden recuperarse en forma activa o inactiva. No obstante, incluso las cepas
proteoliticas que producen, por ejemplo, el serotipo de toxina botulinica de tipo B, solo escinden una parte de la
toxina producida. La proporcién exacta de moléculas melladas y no melladas depende de la duracion de la
incubacion y la temperatura del cultivo. Por lo tanto, es probable que un determinado porcentaje de cualquier
preparacion de, por ejemplo, la toxina botulinica de tipo B, sea inactiva, contribuyendo posiblemente a una menor
potencia de la toxina botulinica de tipo B en comparacion con la toxina botulinica de tipo A. La presencia de
moléculas de toxina botulinica inactivas en una preparacion clinica contribuird a la carga proteica general de la
preparacion, que se ha relacionado con una antigenicidad incrementada, sin contribuir a su efecto clinico.

Estudios in vitro han indicado que la toxina botulinica inhibe la liberacién inducida por cationes potasio tanto de
acetilcolina como de norepinefrina a partir de cultivos celulares primarios de tejido de tronco encefalico. Ademas, se
ha comunicado que la toxina botulinica inhibe la liberaciéon provocada tanto de glicina como de glutamato en cultivos
primarios de neuronas de la médula espinal y que en preparaciones de sinaptosomas cerebrales la toxina botulinica
inhibe la liberacién de cada uno de los neurotransmisores acetilcolina, dopamina, norepinefrina, CGRP y glutamato.

La toxina botulinica de tipo A crlstallna de alta calidad puede producirse a partir de la cepa Hall A de Clostridium
botulinum con caracteristicas de 3 x 10 U/mg y Azso/Az7s de menos de 0,60 y un patron distinto de bandeado en gel
de electroforesis. El conocido proceso de Shantz puede usarse para obtener toxina botulinica de tipo A cristalina,
como se establece en Shantz, E. J. y cols, Properties and use of Botulinum toxin and Other Microbial Neurotoxins in
Medicine, Microbiol Rev. 56: 80-99 (1992). Generalmente, el complejo de toxina botulinica de tipo A puede aislarse a
partir de una fermentacién anaerébica cultivando Clostridium botulinum de tipo A en un medio adecuado. La toxina
en bruto puede recogerse por precipitacion con acido sulfurico y concentrarse por ultramicrofiltacion. La purificacion
puede llevarse a cabo disolviendo el precipitado acido en cloruro de calcio. La toxina puede precipitarse después con
etanol frio. El precipitado puede disolverse en tampodn fosfato de sodio y centrifugarse. Después del secado pueden
obtenerse aprOX|madamente 900 kD de complejo de toxina botulinica de tipo A cristalina con una potencia especifica
de 3 x 107 DLso U/mg o superior. Este proceso conocido también puede usarse, tras la separacion de las proteinas
no toxinas, para obtener toxinas botulinicas puras, tales como por ejemplo: toxina botullnlca de tipo A purificada con
un peso molecular de aproximadamente 150 kD con una potencia especifica de 1-2 x 10® DLso U/mg o superior;
toxina botulinica de tlpo B purificada con un peso molecular de aproximadamente 156 kD con una potencia
especifica de 1-2 x 10® DLso U/mg o superior y; toxina botullnlca de tipo F purificada con un peso molecular de
aproximadamente 155 kD con una potencia especifica de 1-2 x 10" DLso U/mg o superior.

Pueden obtenerse toxinas botulinicas y complejos de toxinas ya preparados y purificados adecuados para preparar
formulaciones farmacéuticas de List Biological Laboratories, Inc., Campbell, Calif.; del Centre for Applied
Microbiology and Research, Porton Down, Reino Unido; Wako (Osaka, Japén), asi como de Sigma Chemicals de St
Louis, Mo.

Se ha demostrado que el patréon de diseminaciéon de la toxina dentro de un musculo esta relacionado con la
concentracion, volumen y localizacion del sitio de inyeccion (22).

Técnica anterior del uso de una neurotoxina para tratar el cancer

Varias patentes y solicitudes han ensefiado tratamientos para el cancer con una neurotoxina y, especificamente, una
toxina botulinica. De manera uniforme, los procedimientos han ensefiado a suministrar toxina botulinica directamente
a las células cancerosas o sus proximidades con el objetivo de afectar directamente a las células cancerosas o su
inervacion. El objetivo ha sido suministrar la toxina en la célula cancerosa para ejercer un efecto, o para desnervar
localmente una célula cancerosa. Introduciendo la toxina en una célula, la toxina botulinica puede inhibir el proceso
de exocitosis desde la célula cancerosa, esto es, la liberacién del contenido o vesiculas intracelulares de una célula
al espacio extracelular. Estas patentes y solicitudes ensefian, en parte, que inhibir la exocitosis de una célula
cancerosa reducira la actividad de la division de una célula y reducira la capacidad de moverse de la célula
cancerosa. Desnervando localmente una célula cancerosa, puede hacerse menos activa. La siguiente revision de la
técnica anterior tratara estos asuntos.
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La solicitud de patente US2005/0031648 A1, Methods for Treating Diverse Cancers, divulga el tratamiento de tejidos
precancerosos o cancerosos, hiperplasicos, con una neurotoxina botulinica administrando localmente la toxina
botulinica al tejido precanceroso o canceroso, hiperplasico o a sus proximidades. Solo se "trata" el tejido enfermo. La
administracion local se define como la inyeccion directa de la neurotoxina dentro o en el area local del tejido diana
(parrafo 178). Se define el "tratamiento” como causante especifico de la reduccion del tamafio y/o actividad de un
tejido hiperplasico, hipertonico o neoplasico, dirigiéndolo directamente hacia las células cancerosas o las
"proximidades del tejido diana" (parrafo 159). Esta solicitud de patente establece ademas que una "cantidad
terapéuticamente eficaz" no provocara efectos secundarios negativos o adversos significativos en el tejido tratado
(parrafo 177). La solicitud de patente reconoce que con el fin de lograr el efecto deseado en una célula no neuronal
(tal como una célula de mama), la dosis inyectada puede tener que ser mayor (0187), ya que las células no
nerviosas no contienen receptores celulares de superficie para una toxina botulinica. De hecho, las células de este
tipo deben permeabilizarse para permitir la entrada in vitro de la toxina botulinica en el citosol de las células (parrafo
191). Ademas, esta solicitud de patente establece que una toxina botulinica puede bloquear la liberacion de
cualquier endocitosis mediada por vesiculas siempre que la cadena ligera de la toxina botulinica se transloque al
medio intracelular (parrafo 191).

La solicitud de patente WO 2005/030248 intenta superar la deficiencia significativa de la toxina botulinica cuando se
tratan células cancerosas directamente, a saber que la toxina no tiene una alta afinidad por células no neuronales y
por lo tanto se requieren dosis mucho mas elevadas para entrar en una célula de este tipo. Una vez que la toxina
esta dentro de una célula, la toxina interferira con la maquinaria intracelular. Esta solicitud describe un procedimiento
para incrementar la entrada de la toxina botulinica c3 en células cancerosas uniendo la ¢3 a una proteina de fusion
permeable a células. El objetivo del tratamiento es hacer que la célula cancerosa pare de contraerse y diseminarse.
El compuesto descrito se dirige especificamente a una célula cancerosa. Esta solicitud de patente ensefia que el
compuesto puede inyectarse también alrededor de un cancer en el “margen de reseccion” tras una cirugia, pero el
objetivo es tratar células cancerosas que puedan estar en ese margen. El procedimiento de inyeccion en un margen
de reseccion necesariamente implica que se ha realizado cirugia para lograr un “margen de reseccion” que pueda
tratarse.

Los documentos US 2002/0094339 A1, US 6.565.870 B1 y 6.139.845 ensefian todos el tratamiento de tumores,
canceres y trastornos con una toxina botulinica. La toxina se inyecta directamente en el tejido enfermo para ejercer
su efecto en la inhibicion de la exocitosis.

Limitaciones de la técnica anterior

La técnica anterior se basa en el suministro de toxina botulinica directamente en las células cancerosas o en sus
proximidades locales inmediatas para lograr un efecto sobre las células cancerosas. Existen distintas deficiencias
sustanciales de estos procedimientos que, si se emplean, pueden provocar efectos secundarios negativos o
adversos significativos en el tejido tratado o sus proximidades.

La primera limitaciéon de la técnica anterior se refiere a la inervacion colinérgica del cancer. La bibliografia cientifica
esta repleta de informes sobre que los canceres estan inervados colinérgicamente y que bloquear esta inervacion
colinérgica (con toxina botulinica) puede reducir la capacidad de la célula cancerosa de dividirse, diseminarse o
invadir localmente. No obstante, también esta claro que algunos canceres tienen el efecto opuesto por estimulacion
colinérgica y que bloquear esta inervacion colinérgica (con toxina botulinica) puede potenciar realmente la capacidad
de la célula cancerosa de dividirse, diseminarse o invadir localmente. De hecho, hay informes cientificos
contradictorios sobre que el mismo tipo de cancer (pulmoén) puede ser estimulado o inhibido por estimulacion
colinérgica. Cuando uno considera el hecho bien conocido de que los canceres no son una poblacion homogénea de
células sino que suelen ser una mezcla heterogénea, o que las células cancerosas son capaces de modificar sus
respuestas, resulta evidente que bloquear la inervacion colinérgica de un cancer puede ser bueno para algunas
partes de un cancer, pero malo para otras partes. Alternativamente, un cancer que se reduce hoy por el bloqueo de
la inervacion colinérgica, puede adaptarse y convertirse mafiana en estimulado por inervacion colinérgica.

Una segunda limitacion significativa de la técnica anterior se refiere al concepto fundamental de hacer entrar la
toxina botulinica en una célula cancerosa, donde puede afectarse la capacidad total de la célula para someterse a
exocitosis. El documento US 2005/0031648 ensefia que el sustrato para una toxina botulinica no esta restringido a
células neuronales que liberan acetilcolina, sino que los sustratos estan "implicados ubicuamente en fendmenos de
fusion membrana-membrana" y las pruebas apuntan a "un mecanismo universal para fenédmenos de fusion de
membranas" (parrafo 0103). Una vez que la toxina se ha internalizado en la célula afectada, actua de la manera
conocida, como una endoproteasa sobre su correspondiente proteina secretora de anclaje vaso-membrana (parrafo
187). Ademas, "a medida que aumenta la concentracion, las neuronas simpaticas no colinérgicas, células
cromafines y otros tipos celulares pueden incorporar una toxina botulinica y mostrar exocitosis reducida" (parrafo
191). De nuevo, el objetivo es reducir las secreciones excesivas a partir de células cancerosas interfiriendo con la
exocitosis, como también se indica en los documentos US 2002/0094339 A1, 6.139.845 y 6.565.870.

Un problema fundamental de suministrar la toxina en la célula cancerosa o célula del tejido enfermo para interferir
con la exocitosis es que la exocitosis en células cancerosas es una necesidad absoluta para ayudar a matar a las
células cancerosas. Cualquier intento de eliminar o reducir globalmente la exocitosis podria ser ciertamente
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arriesgado, ya que todas las células (incluidas las células cancerosas) se someten de forma rutinaria al
procesamiento y presentacion de moléculas en su superficie a través de la exocitosis lo cual sirve para indicar al
sistema inmunitario del organismo si una célula es cancerosa o normal. Dependiendo del tipo de molécula
presentada en su superficie, el sistema inmunitario puede matar una célula si se considera “cancerosa” o protegerla
si se considera normal o “propia”. El proceso de sefalizacion celular depende de un proceso de exocitosis intacto. Si
estos llamados antigenos asociados a tumores se eliminan de la superficie de una célula cancerosa mediante la
inhibicién global de la exocitosis desde el interior de una célula cancerosa, sera menos probable, si es que lo es, que
el sistema inmunitario destruya la célula cancerosa exdgena. La inyeccion directa en una célula cancerosa
incrementaria adicionalmente los efectos secundarios negativos o adversos significativos en el tejido tratado.

En tercer lugar, se ha ensefiado que las células no neuronales son menos sensibles a la toxina botulinica (parrafo
191 del documento US 2005/0031648) y que, "a medida que aumenta la concentracion de toxina, las neuronas
simpaticas no colinérgicas, células cromafines y otros tipos celulares pueden incorporar una toxina botulinica y
mostrar exocitosis reducida”. Es bien conocido para un experto en la técnica que las inyecciones de concentraciones
mas elevadas de toxina se asocian con una mayor incidencia de efectos secundarios locales, debido a la
diseminacion a los musculos circundantes y a la paralisis muscular accidental. Por lo tanto, una dosis o
concentracion de toxina elevada necesaria para penetrar en células no neuronales puede provocar una diseminacion
excesiva desde la zona diana y provocar efectos no solo en las células cancerosas, sino también en una zona
significativa del tejido circundante, provocando efectos secundarios inaceptables.

Cuarto, hay otras limitaciones practicas en la inyeccion directa en un cancer o sus proximidades con cualquier
sustancia, incluida la botulina. Para inyectar directamente un cancer, debe insertarse una aguja directamente en un
cancer e inyectar a presion la sustancia deseada. La aguja podria entonces pasar al interior a través del tejido
canceroso y posiblemente sembrar células cancerosas en un area que no contenia células cancerosas en un primer
momento. Incluso si la aguja no pasa a través del cancer, el efecto de la presion del inyectable puede forzar o
empujar a las células cancerosas hacia el tejido normal circundante o hacia los vasos linfaticos o sanguineos de
paredes finas del interior del cancer o sus proximidades, provocando una mayor probabilidad de efectos secundarios
negativos o adversos significativos, a saber, metastasis regionales o distantes. Por ejemplo, es bien conocido que
puede sufrirse una hemorragia temporal cuando se clava una aguja en la piel o la encia tras una visita al dentista.
Cuando esta aguja entra en un cancer, debe considerarse que los vasos sanguineos se han roto y, a nivel
microscopico, las células cancerosas pueden haber entrado en la circulacion.

Quinto, la solicitud de patente WO 2005/030248 describe un procedimiento de reduccion de la asociacion de
filamentos de actina introduciendo toxina botulinica en células cancerosas. Aunque se cree que esto puede evitar
que las células cancerosas se contraigan y migren, también puede conducir a una pérdida de adhesion de las
células malignas y tener como resultado una diseminacion distante incrementada.

Ademas, la solicitud de patente WO 2005/056050 describe procedimientos para tratar trastornos de la piel por
administracion local de una toxina clostridial, tal como toxina botulinica, a una paciente con trastorno cutaneo. De
acuerdo con el documento WO 2005/056050 A1, una toxina botulinica de tipo A se aplica directamente en las areas
verrugosas por medio de inyeccién intradérmica o se puede aplicar en una formulacion tépica directamente a la
verruga. El documento WO 2005/056050 ensefia adicionalmente que “la dosis de una toxina clostridial usada (...) es
menos que la cantidad de toxina que se usaria para paralizar un musculo”, dado que el intento de un procedimiento
de acuerdo con esta solicitud de patente “no es paralizar un musculo sino tratar un trastorno cutaneo”.

De acuerdo con ello, existe una necesidad de usar una neurotoxina para tratar otras afecciones, en particular
crecimientos mediados por virus.

Objetivos de la invencion

Es un objetivo de la presente invencion tratar una enfermedad no cancerosa usando una neurotoxina, en la que la
enfermedad no cancerosa es un crecimiento mediado por virus.

Es un objetivo adicional de la presente invencion aplicar la neutotoxina alrededor del tejido afectado por la
enfermedad.

Es un objetivo adicional de la presente invencién usar la neurotoxina botulinica.

Otro objetivo mas de la invencion es aplicar la neurotoxina por inyeccion.

Es un objetivo adicional de la invencion modular positivamente el sistema inmunitario, tanto humoral como celular.
Es un objetivo de la invencion tratar una enfermedad virica, o una enfermedad mediada por virus.

Sumario de la invencion

La presente invencion se refiere al uso de una cantidad terapéuticamente eficaz de una neurotoxina botulinica
farmacéuticamente aceptable de acuerdo con las reivindicaciones.
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La presente invencidon proporciona el uso de una cantidad terapéuticamente eficaz de una neurotoxina botulinica
farmacéuticamente aceptable en la preparacion de un medicamento para tratar una enfermedad no cancerosa en un
ser humano, en la que la enfermedad es un crecimiento mediado por virus y en la que el medicamento es para
inyeccion dentro de un area que rodea el tejido afectado por dicha enfermedad de tal forma que una parte de la
neurotoxina botulinica rodea pero no penetra el tejido afectado y tal que la neurotoxina botulinica debilita o paraliza
el musculo en el area inyectada.

En una realizacion, el medicamento es adicionalmente para inyeccién en uno o mas madulos linfaticos que son
locales o distales con respecto a dicho tejido afectado.

En una realizacién preferida, la neurotoxina botulinica es neurotoxina botulinica de tipo A.
En una realizacién preferida, la neurotoxina botulinica es neurotoxina botulinica de tipo B.
En una realizacion, el crecimiento mediado por virus es un verruga, tal como una verruga vulgar.

La presente invencion también describe un procedimiento de tratar un cancer usando una neurotoxina,
preferiblemente toxina botulinica. La aplicacién de una neurotoxina alrededor de un cancer actia para disminuir el
efecto compresor de las células contractiles sobre la diseminacion del cancer a través del tejido y a través de los
tubulos que drenan el cancer. La aplicacién también paraliza el musculo linfatico que comprime a las células
cancerosas Y la linfa durante la circulacion. La aplicacion también modula positivamente el sistema inmunitario para
potenciar los mecanismos celulares o humorales contra el cancer. Tras la administracién de toxina botulinica
alrededor de un cancer, se reduce o elimina la diseminacion regional y distante. En particular, la neurotoxina se
administra de una forma tal que rodea al cancer.

La invencién describe un procedimiento para inhibir el crecimiento, la invasién o la diseminacion de células
cancerosas usando una neurotoxina. El procedimiento se adapta facilmente al tratamiento del cancer en el momento
en el que un cancer se diagnostica inicialmente y podria mejorar significativamente la evolucién de un paciente
diagnosticado con cancer reduciendo la diseminacion local, regional o distante. La técnica podria usarse para
pacientes sometidos a cirugia, tratamiento con radiacion, quimioterapia u otras formas de tratamiento para el cancer
diagnosticado. También puede usarse como una modalidad de tratamiento individual.

La neurotoxina se aplica preferiblemente por inyeccion.

La neurotoxina, en una realizacion preferida, se inyecta también en tejido linfatico local, regional o distante, lo cual
puede hacerse con guia visual (ocular o con microscopio) o radiografica, tal como escaner TAC o guia ultrasoénica.

La terapia es aplicable, pero no se limita a los siguientes sitios. Los musculos regionales, incluso a nivel
microscopico, rodean casi cualquier localizacion corporal y, por lo tanto, la mayoria de los sitios del cuerpo son
susceptibles de tratamiento con neurotoxina. En cuanto a los sitios de inyeccion linfaticos, se inyectarian los tejidos
linfaticos regionales circundantes (si el cancer estuviera presente en una superficie mucosa), y/o las cuencas
ganglionares regionales. Pueden realizarse inyecciones distantes en el timo, el bazo, la médula dsea u otros sitios
hematopoyéticos también mediante inyeccion.

Descripcion detallada de la invencién

La presente invencion es distinta en tanto en cuanto trata el area que rodea el tejido afectado por enfermedad con el
fin de tratar una enfermedad no cancerosa. La presente invencion trata afecciones precancerosas, asi como
crecimientos o trastornos mediados por virus inyectando toxina botulinica a distancia. Las inyecciones de toxina
botulinica reduciran o eliminaran los sintomas de afecciones precancerosas, crecimientos o afecciones mediados
por virus.

Para la presente solicitud, los términos neoplasma y cancer se usan de indistintamente y ambos términos se
entienden que incluyen afecciones precancerosas.

A diferencia de la técnica anterior que ensefia como tratar un tejido enfermo con una neurotoxina, el presente
procedimiento se basa no en el efecto directo de la toxina botulinica sobre un cancer o su inervacion o tejido
afectado por la enfermedad, sino mas bien en la bien conocida afinidad de la toxina botulinica por el musculo,
especificamente el musculo que rodea al cancer o al tejido afectado por la enfermedad. Debido a la extremadamente
alta afinidad de la toxina por el musculo, este procedimiento supone una ventaja significativa con respecto a la
técnica anterior en cuanto que pueden usarse dosis mucho menores para desencadenar un efecto. Las dosis
menores tendran como resultado menos efectos secundarios relacionados con las dosis tales como la diseminacion
accidental de toxina a través de los tejidos hacia las estructuras vecinas y la resistencia a futuras inyecciones de
botulina. Habra una diseminacion limitada a las proximidades del cancer o directamente al cancer, ya que la toxina
se une rapidamente a la unién neuromuscular en las proximidades de la inyeccion. Ademas, incluso si la toxina se
diseminara en el cancer o sus proximidades, las pequefas dosis no ejercerian efecto sobre el tejido enfermo que
tiene poca afinidad por el sustrato de la toxina. De hecho, las dosis utilizadas en la realizacién preferida ya han sido
aprobadas por la FDA para su uso en otras afecciones neuromusculares que se tratan con toxina botulinica.
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Otra ventaja distinta de la presente invencion es que es un procedimiento “sin contacto’ que evita intencionadamente
el cancer o sus proximidades. Puesto que la aplicacion no es mediante inyeccién con aguja en o cerca de un tejido
afectado por la enfermedad, no hay riesgo de sembrar células enfermas accidentalmente en el tejido circundante y
no hay riesgo de crear un gradiente de presion local que pudiera empujar a las células enfermas hacia el tejido
circundante o hacia vasos sanguineos o canales linfaticos penetrados.

La invencién también es novedosa en cuanto que modula a distancia el sistema inmunitario para potenciar la
actividad inmunoldgica contra afecciones precancerosas, crecimientos o trastornos mediados por virus. Una
inyeccion distante en un ganglio linfatico, tejido linfatico regional o estructura inmunolégicamente productora o
potenciadora (tal como el bazo o el timo) puede potenciar respuestas linfociticas o humorales contra la afeccion.

En el tratamiento de afecciones no cancerosas tales como infecciones viricas, enfermedades viricas, crecimientos
inducidos por virus, puede administrarse la neurotoxina de la misma manera y usando las mismas dosis, en que se
administra para tratar neoplasmas. Esto es, la neurotoxina puede aplicarse en la zona que rodea el tejido enfermo o
afectado asi como, opcionalmente, en ganglios linfaticos proximos y/o distantes, el timo, el bazo y/o la médula 6sea.
Existen, no obstante, varios procedimientos opcionales distintos para aplicar neurotoxina para tratar estas afecciones
no cancerosas.

Para tratar las afecciones anteriores, la neurotoxina se aplica a la zona que rodea el tejido afectado. Ademas, la
neurotoxina puede inyectarse adicionalmente en los ganglios linfaticos proximales, los ganglios linfaticos distales, el
timo y/o el bazo.

Para inyectar un 6rgano o un tejido, especialmente uno que no puede observarse con la vista, puede guiarse la
aguja hacia su sitio usando técnicas convencionales. Estas técnicas incluyen, pero sin limitarse a ello, palpitacion,
guia ultrasonica, guia por escaner TAC y guia por rayos X.

La neurotoxina preferida es la toxina botulinica de tipo A. Las dosificaciones usadas son las mismas que las usadas
para tratar neoplasmas.

Toxina botulinica

La bacteria gram positiva, anaerdbica, Clostridium botulinum produce una potente neurotoxina polipeptidica, la toxina
botulinica, que puede provocar una neuroparalisis en seres humanos. La neuroparalisis se denomina cominmente
botulismo. La bacteria Clostridium botulinum se encuentra cominmente en el suelo y crecera en contenedores de
alimentos mal esterilizados. Los signos y sintomas del botulismo aparecen normalmente en el ser humano al cabo
de 18 a 36 horas después de consumir alimentos que contienen un cultivo de Clostridium botulinum.

Se cree que la toxina botulinica puede pasar a través de las paredes del intestino y afectar a las neuronas motoras
periféricas. Los sintomas del botulismo comienzan con dificultad para andar, tragar y hablar y evolucionan a la
paralisis de los musculos respiratorios con resultado de muerte.

La influencia colinérgica en el cancer:
1) Algunas células cancerosas se activan por estimulacion colinérgica

Se ha demostrado que varias formas de cancer tienen receptores colinérgicos muscarinicos que son capaces de
inducir la mitogénesis en células capaces de sufrir proliferacién celular.

Prostata: El carbacol, un analogo de la acetilcolina, estimula la sintesis de ADN en células cancerosas de prostata
(Rayfor W. y cols. Muscarinic Cholinergic Receptors Promote Growth of Human Prostate Cancer Cells. The Prostate,
30,1997, resumen) y la estimulacion del receptor muscarinico M3 en células cancerosas de prostata estimula la
proliferacion (Luthin GR y cols. Role of ml receptor-G protein coupling in cell proliferation in the prostate. Life Sci 60,
1997, resumen).

Colon: Los receptores M3 estan sobreexpresados en cancer de colon humano en comparacion con tejido de colon
normal y la activacién de este receptor puede contribuir a la progresion maligna del carcinoma de colon humano
(Yang W y cols. Cholinergic receptor up-regulates COX-2 expression and prostaglandin E2 production in colon
cancer cells. Carcinogenesis 21, 2000, pag. 1789). Ukegawa (Ukegawa J y cols. Growth-promoting effect of
muscarinic acetylcholine receptors in colon cancer cells. J Cancer Res Clin Oncol 129, 2003, resumen) demostro
recientemente que la activacion del receptor colinérgico muscarinico M3 tiene un efecto promotor del crecimiento en
lineas celulares cancerosas de colon.

Pulmén: La estimulacion del receptor de acetilcolina muscarinico expresado en carcinoma de pulmén de células
pequefias estimula el crecimiento celular (Song P y cols. Acetylcholine is synthesized by and acts as an autocrine
growth factor for small cell lung carcinoma. Cancer Res 63, 2003, resumen). Se ha demostrado que las lineas
celulares de cancer de pulmén de células pequenias sintetizan y secretan acetilcolina para que actie como un factor
de crecimiento autocrino (Song, P. y cols. Acetylcholine is synthesized by and acts as an autocrine growth factor for
small cell lung carcinoma. Cancer Res 63, 2003, resumen). El crecimiento de las células de mesotelioma humano
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esta modulado por el sistema nervioso colinérgico y los agonistas tienen un efecto proliferativo (Trombino S y cols.
Alpha-7 nicotinic acetylcholine receptors affect growth regulation of human mesothelioma cells: Role of Mitogen-
activated Protein Kinase Pathway. Cancer Res 64, 2004, pag. 135). Curiosamente, Williams encontré que la
estimulacion de receptores muscarinicos potenciaba la adhesion célula-célula en carcinoma de pulmén de células
pequenias.

Mama: Las lineas celulares de adenocarcinoma mamario murinas sufren proliferacion en respuesta al carbacol que
esta mediada por la activacion de receptores M3 (Espanol Ay cols. Different muscarinic receptors are involved in the
proliferation of murine mammary adenocarcinoma cell lines. Int J Mol Med 13, 2004, resumen).

Cerebro: La estimulacion con carbacol provoca un incremento dependiente de la dosis y el tiempo en la proliferacion
de células de astrocitoma humanas (Guizetti M y cols. Acetylcholine as a mitogen: muscarinic receptor-mediated
proliferation of rat astrocytes and human astrocytoma cells. Eur J Pharmacol 297, 1996, resumen).

Melanoma: Las células de melanoma primario y metastasico reexpresan receptores colinérgicos muscarinicos, que,
al ser estimulados, provocan movimientos celulares y contracciones (Sailer M y cols. Induction of cellular
contractions in the human melanoma cell line SK-mel 28 after muscarinic cholinergic stimulation. Anat Embryol
201:27-37, 2000). Se ha propuesto la hipétesis de que tal estimulacion puede ser responsable del crecimiento
invasivo del melanoma y también de que puede establecerse un bucle autocrino colinérgico en el melanoma. En un
estudio histoquimico, se encontré que los receptores de acetilcolina muscarinicos eran mas numerosos en la
periferia del melanoma, en su unién con el tejido normal (Lammerding-Koppel M y cols. Immunohistochemical
localization of muscarinic acetylcholine receptors in primary and metastatic malignant melanomas. J Cut Pathol 25,
1997, resumen).

Linfocitos: Las células T leucémicas humanas tiene el potencial de sintetizar y liberar acetilcolina, lo cual puede
jugar un papel en la regulacion de respuestas inmunitarias dependientes de células T (Fjuii T y cols. Localization and
synthesis of acetylcholine in human leukemic T cell lines. J. Neurosci Rest 44, 1996, resumen).

Ovdrico: En el cancer de ovario, no solo un gran porcentaje de canceres ovaricos expresan receptores
muscarinicos, sino que tal expresion se asocié con una probabilidad reducida de supervivencia (Oppitz M y cols.
Muscarinic receptors in cell lines from ovarian carcinoma: negative correlation with survival of patients. Gynecol
Oncol 85, 2002, resumen).

Cabeza y Cuello: El tratamiento del carcinoma de células escamosas de cabeza y cuello con carbacol activa el
receptor del factor de crecimiento epidérmico (EGFR), que juega un papel directo en la regulacion del
comportamiento migratorio de las células cancerosas de cabeza y cuello (Geschwind A y cols. Lysophosphatidic
Acid-induced Squamous Cell Carcinoma Cell Proliferation and Motility Involves Epidermal Growth Factor Receptor
Signal Transduction. Cancer Res 62,2002 pag. 6335). De hecho, la activacion del EFGR conduce a la invasion del
carcinoma de células escamosas de cabeza y cuello (Geschwind A y cols. Lysophosphatidic Acid-induced
Squamous Cell Carcinoma Cell Proliferation and Motility Involves Epidermal Growth Factor Receptor Signal
Transduction. Cancer Res 62, 2002 pag. 6335). Ademas, el efecto puede estar mediado por la anfirregulina. En
células de carcinoma de células escamosas, el carbacol tiene como resultado especificamente la liberacion de
anfirregulina (Geschwind A y cols. TACE cleavage of proamphiregulin regulates GPCR-induced Proliferation and
motility of cancer cells. EMBO J 22, 2003, resumen). Se sabe que la anfirregulina libera enzimas metaloproteasas en
lineas celulares malignas y dicha liberacion puede asociarse con invasividad y metastasis locales (Lui, Z y cols.
Regulation of matrix metalloprotease activity in malignant mesothelioma cell lines by growth factors. Thorax 58:198-
203, 2003)). En cancer de pulmoén de células no pequefas, la anfirregulina puede inhibir la apoptosis (Hurbin Ay
cols. Inhibition of apoptosis by amphiregulin via an insulin-like growth factor-1 receptor-dependent pathway in non-
small cell lung cancer cell lines. Ann NY Acad Sci 1010, 2003, resumen).

2) Algunas células cancerosas se inhiben por activacion colinérgica

También se ha demostrado que en carcinoma de pulmoén de células pequeinas (SCLC), la activacion de receptores
de acetilcolina muscarinicos M3 provoca una disminucion de la proliferacion celular, un incremento de la adhesion
célula-célula mediada por E-cadherina y una adhesion incrementada sustrato-células mediada por integrina beta 1
(Williams, muscarinic signaling in carcinoma cells, Life Sciences 72 (2003), 2173-2182). El incremento de la
adhesion célula-célula y la adhesion células sustrato produciria una reduccion de las metastasis.

La estimulacion colinérgica de la linea celular preneoplasica (NTH3T3) puede provocar tanto mecanismos de
crecimiento inhibidores como estimuladores (Nicke, B. y cols. Muscarinic Cholinergic Receptors activate both
inhibitory and stimulatory growth mechanisms in NIH3T3 cells, J. Biol. Chem. 1999, vol. 274, n.°: 31, pags. 21701-
21706).

3) Algunos canceres estan inervados parasimpaticamente

En 2001, se publico el primer informe que demostraba que el tejido neoplasico esta inervado (Seifert P y cols.
Tumors may be innervated. Virchows Arch 438, 2001, resumen). En 2002, Seifert informd de que los carcinomas de
vejiga papilares estaban inervados parasimpaticamente (Seifert P y cols. Nerve fibers in tumors of the human urinary
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bladder. Virchows Arch 440:291-297, 2002).
4) La angiogénesis se estimula por la acetilcolina

La angiogénesis consiste en procesos secuenciales que emanan de células endoteliales microvasculares. Se ha
demostrado que el sistema nervioso parasimpatico modula positivamente la neovascularizacion estimulando los
receptores M3 y la liberacion de prostaglandina E2 (Heeschen C y cols. A Novel Angiogenesis Pathway Mediated by
Non-Neuronal Nicotinic Acetylcholine Receptors. Journal of Clin Invest 110:527-536, 2002)).

5) Bloquear el “"mecanismo universal de anclaje” en células cancerosas

Se ha teorizado y demostrado que la toxina botulinica actua inhibiendo un “'mecanismo universal de anclaje" dentro
de todas las células interfiriendo con la formacion de un complejo SNARE entre dos membranas que se fusionaran y
sufrirdan exocitosis. Este concepto se ha aplicado al tratamiento del cancer, teorizando que un efecto de ese tipo
ayudara a reducir la actividad de las células cancerosas (documento US 2005/0031648 A1) o a reducir la asociacion
de filamentos de actina y, por lo tanto, a reducir el movimiento de una célula cancerosa (documento WO
2005/030248).

Existen limitaciones practicas y de seguridad significativas para este enfoque que se han detallado anteriormente. En
primer lugar, la toxina botulinica no entra en células no neuronales a menos que la célula haya sido permeabilizada
(solo in vitro); se haya unido un vehiculo de transporte (solo in vitro), o se haya inyectado una dosis de toxina
significativamente mas elevada. Dosis mas elevadas de inyecciones de botulina pueden provocar diseminacion
accidental mayor con la subsiguiente paralisis de las estructuras vecinas, resistencia incrementada a inyecciones
futuras. Ofras limitaciones practicas de inyectar un cancer con toxina botulinica también se han detallado
anteriormente, pero incluyen la posible siembra de células cancerosas en el tejido normal vecino, la penetracion de
vasos linfaticos o vasos sanguineos del interior del cancer provocando una mayor probabilidad de diseminacién, o
producir un efecto de bolo presurizado sobre el cancer que puede conducir a la diseminacion.

CONCLUSION: La significativa incertidumbre de una respuesta cancerosa frente a una toxina botulinica prohibiria su
uso directo en tejido canceroso. Se ha concluido que deberia evitarse la introduccion de toxina botulinica en un
cancer.

6) Las inyecciones distantes de toxina botulinica reduciran las metastasis y proporcionaran un tratamiento
local del cancer mas seguro

Para curar el cancer, es primordial controlar no solo la enfermedad local, sino controlar y tratar la diseminacion
distante llamada metastasis. Las metastasis pueden ser regionales (dentro de las estructuras linfaticas vecinas) o
distantes (alejadas del sitio primario). Las metastasis generalmente aparecen por diseminacion linfatica o
hematogénica. La diseminacién a través de canales linfaticos esta facilitada principalmente a través de la
contracciéon de fibras de musculo esquelético o liso que rodean la red linfatica. Es bien conocido que la toxina
botulinica tiene la afinidad mas alta posible por las fibras de musculo esquelético y las debilita o paraliza tras la
exposicion. Se necesitan cantidades insignificantes de toxina para lograr esto y el intervalo de dosis que se necesita
para lograr esto esta bien establecido para otras afecciones no cancerosas. Ademas, esta bien establecido que el
sistema inmunitario es de suma importancia en la eliminacién de células cancerosas, tanto en el sitio primario como
en la circulacion.

La presente invencion logra, pero no se limita al tratamiento del cancer tratando el cancer en el sitio primario
potenciando la respuesta inmunitaria frente a células malignas, evitando la diseminacion debilitando las fuerzas
contractiles regionales en y alrededor de las estructuras de vasos linfaticos y sanguineos y tratando las células
cancerosas en la circulacion. La presente invencion se distingue de la técnica anterior en que la toxina no se inyecta
cerca de las células cancerosas. La presente invencion supone varias ventajas sobre la técnica anterior, incluyendo
la necesidad de usar dosis mas pequefas, la evitacion de inyecciones directas en el cancer, la evitacion de las
respuestas inciertas de una célula cancerosa frente a la toxina botulinica.

A continuacién se presenta una recapitulacion de anatomia relevante:
1) Localizacion del tejido linfatico

Ademas de los vasos sanguineos, el cuerpo humano tiene un sistema de canales que recoge fluido de los espacios
tisulares y lo devuelve a la sangre. Este fluido se llama linfa y, al contrario que la sangre, circula solo en una
direccion, hacia el corazon.

Los capilares linfaticos se originan como vasos de paredes finas con extremos ciegos. Estan hechos de endotelio de
paredes finas. Estos vasos de paredes finas convergen y terminan en ultima instancia en dos ramas principales, el
conducto toracico y el conducto linfatico derecho. Estos entran en la unién de la vena yugular interna izquierda y la
vena subclavia izquierda y dentro de la confluencia de la vena subclavia derecha y la vena yugular interna derecha.
Interpuestos en el camino de los vasos linfaticos hay ganglios linfaticos. Los vasos linfaticos mas grandes tienen una
capa de musculo liso que ayuda a propulsar el flujo de linfa a través de los canales y el flujo unidireccional es
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consecuencia de la presencia de numerosas valvulas de un solo sentido.

Los conductos linfaticos de gran tamafio (conductos linfaticos toracico y linfatico derecho) tienen una capa de
musculo liso reforzada en el medio, en la que los musculos estan orientados longitudinalmente y circularmente.
Contienen vasos vasculares y una red neuronal rica (Junqueira L, Basic Histology, 1986, Lange Medical
Publications, pag. 269).

Tejido linfatico

El bazo, el timo y la médula 6sea también se consideran tejido linfatico. Estos érganos linfaticos se clasifican como
centrales o periféricos y encapsulados (por ejemplo, bazo o ganglios linfaticos) o no encapsulados (por ejemplo,
amigdalas, placas de Peyer en el intestino, ganglios linfaticos encontrados a lo largo de la mucosa del tracto
alimentario, respiratorio, urinario y reproductivo). (Junqueira L, Basic Histology, 1986, Lange Medical Publications,
pag. 269).

En general, las células linfaticas comienzan en un ‘érgano linfatico 'central' donde los precursores linfaticos sufren
una proliferacion independiente de antigeno y adquieren antigenos de superficie que los marcan como destinados a
la respuesta inmunitaria celular o humoral. El timo es el érgano central en el que los linfocitos adquieren la capacidad
de participar en la respuesta inmunitaria celular (células T). Las células migran a través de la sangre desde la
médula 6sea al timo, donde proliferan, dando lugar a células T. Estos linfocitos son responsables de las reacciones
inmunitarias mediadas por células. La médula ésea es donde las células progenitoras se diferencian en células
inmunitarias humorales (células B), que en Ultima instancia se convierten en células plasmaticas y segregan
inmunoglobulinas y proporcionan la respuesta inmunitaria humoral. Los linfocitos abandonan los drganos linfaticos
centrales y pueblan regiones especificas de los érganos linfaticos “periféricos”, tales como los ganglios linfaticos, el
bazo, las placas de Peyer y tejido linfatico difuso no encapsulado de la mucosa de los tractos digestivo, respiratorio,
urinario y reproductivo (Junqueira L, Basic Histology, 1986, Lange Medical Publications, pag. 269).

Bazo: El bazo es el 6rgano linfatico mas grande del sistema circulatorio. El bazo es un sitio de formacion de
linfocitos activados. Sirve para filtrar y modificar la sangre.

Timo: El timo es un 6rgano linfatico central localizado en el mediastino. Existe una intensa proliferacion linfocitica
que tiene lugar en el timo durante el desarrollo desde el estado embrionario al prepuberal. Es aqui donde las células
proliferan y se convierten en linfocitos T, las células responsables de la inmunidad mediada por células. Desde el
timo, estas células T salen a través de los vasos sanguineos para poblar los érganos linfaticos, especialmente los
ganglios linfaticos y el bazo.

Médula Osea: La médula 6sea también es un organo central, pero da lugar a células B, que en ultima instancia se
diferencian en células plasmaticas y segregan anticuerpos (el sistema inmunitario humoral). Después de la
diferenciacion, las células B viajan a los ganglios linfaticos, el bazo y especialmente las placas de Peyer del intestino
(Junqueira, supra, pagina 312).

Ganglios Linfaticos: Los ganglios linfaticos son zonas encapsuladas de tejido linfatico periférico. Se distribuyen por
todo el organismo, siempre a lo largo del curso de los vasos linfaticos, que llevan linfa hacia los conductos toracico y
linfatico (Junqueira, supra, pagina 313). Los ganglios linfaticos estan agrupados en sitios concretos tales como el
cuello, las axilas, las ingles y la region paraadrtica. La ubicacion precisa de los ganglios linfaticos es bien conocida.
Véase, por ejemplo, el documento UAMS Department of Anatomy - Lymphatics Tables (16 de julio de 2005)
(direccién de correo electronico hhtp:\\anatomy. uams.edu/anatomyhtml/lymph-alpha.html), que se incorpora en el
presente documento por referencia en su totalidad.

La linfa entra en los ganglios linfaticos a través del canal linfatico aferente y sale a través del canal eferente. El flujo
es unidireccional. A medida que la linfa fluye a través de los senos, el 99 % o mas de los antigenos u otros residuos
se eliminan mediante la actividad fagocitica de los macréfagos del interior del ganglio. Parte del material queda
atrapado en la superficie de las células dendriticas, lo que posteriormente se expone en la superficie de las células
dendriticas y y es reconocido por e interacciona con linfocitos inmunocompetentes. El parénquima de un ganglio
linfatico tiene tres regiones generales, la corteza, la paracorteza y la médula.

En la corteza, si una célula B reconoce un antigeno (y a veces con la ayuda de células T), la célula B puede
activarse y sintetizar anticuerpos que se liberan al fluido linfatico y después a la circulacion. Las células B activadas
permanecen dentro del ganglio linfatico. Las células B no estimuladas atraviesan el ganglio linfatico y vuelven a la
circulacion general.

Las células T permanecen predominantemente en la region de la paracorteza del ganglio linfatico. Las células T
activadas pasan a la circulacién para alcanzar el sitio periférico. Otros tipos de células, predominantemente células
presentadoras de antigenos, residen en la region paracortical del ganglio linfatico.

La médula es rica en células plasmaticas que producen anticuerpos adicionales y macrofagos.

Tejido no encapsulado: El tejido linfatico no encapsulado puede encontrarse principalmente en el tejido conectivo
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laxo de muchos o6rganos, principalmente en la lamina propia del tracto digestivo, tracto respiratorio superior y
conductos urinarios (Junqueira, supra, pagina 323). Las amigdalas palatinas, linguales y faringeas son otros sitios
principales de tejido linfatico encapsulado. Este llamado tejido linfatico asociado a mucosas (MALT) incluye tejido
linfatico asociado al intestino (GALT), tejido linfatico asociado a bronquios/traquea (BALT), tejido linfatico asociado a
nariz (NALT) y tejido linfatico asociado a la via vulvovaginal (VALT). Existe MALT adicional dentro de los érganos
accesorios del tracto digestivo, predominantemente en la glandula parétida.

ElI MALT puede consistir en una serie de células linfaticas o puede incluir ganglios linfaticos solitarios pequefios. La
estimulacion de linfocitos B conduce a la produccion de inmunoglobulina A (IgA) e IgM dentro de las placas de
Peyer. Ademas, las superficies epiteliales contienen células M que son células especializadas que absorben,
transportan y presentan antigenos a la células linfaticas subepiteliales, tales como las células cooperadoras de tipo 1
CD4, las células presentadoras de antigenos y las células de memoria.

A continuaciéon sigue una descripcion mas especifica de linfocitos, pero generalmente, los linfocitos contienen
receptores de antigenos que desencadenan la diferenciacion. En los drganos periféricos, los linfocitos interaccionan
con antigenos apropiados, crecen y después se dividen. Algunos se convierten en células efectoras y otros se
convierten en células de memoria que son responsables de la respuesta inmunitaria secundaria. Para generar una
respuesta inmunitaria y para que se generen células efectoras, deben suministrarseles antigenos. Este el es trabajo
de las células presentadoras de antigenos, que incluyen células dendriticas, macrofagos y células de Langerhans de
la epidermis.

Las células efectoras pueden ser células B o células T activadas. Las células efectoras células B son células
plasmaticas que segregan inmunoglobulinas a los tejidos conectivos circundantes. Las células efectoras células T
son de varios tipos e incluyen células T cooperadores, células T supresoras y células T citotoxicas. Las células
atacadas incluyen células tumorales e infectadas por virus. Las células T y los macréfagos segregan linfocinas que
regulan la proliferacion de células tanto B como T.

Flujo linfatico

El sistema linfatico se encuentra en casi todos los 6rganos, excepto el sistema nervioso central y la médula 6sea. La
circulacion linfatica es ayudada por la accion de fuerzas externas tales como la contraccion del musculo esquelético
circundante sobre sus paredes. (Junqueira, supra, pagina 269): Estas fuerzas hacen posible el transporte a lo largo
de los canales linfaticos. La contraccion del musculo liso de las paredes de los vasos linfaticos mas grandes también
ayuda a propulsar la linfa. El transporte de la linfa depende de fuerzas de conduccién activas y pasivas. La fuerza de
conduccion activa que resulta de la actividad de bombeo intrinseca de algunos vasos linfaticos juega un papel
importante en la propulsion del flujo de linfa (Hosaka Ky cols. Am J Physiol Heart Circ Physiol 284, 2003, resumen).
Hay tono miogénico en los canales linfaticos. Se ha demostrado que la via de la cinasa Rho (que se inhibe por toxina
botulinica) ayuda a regular la actividad de bombeo de la linfa (Hosaka, supra). De hecho, se ha demostrado que los
vasos linfaticos son capaces de regular el flujo a través de mecanismos intrinsecos (Ferguson MK y cols.
Lymphology 27(2), 1994 resumen y, Muthuchamy M y cols. Molecular and Functional analyses of the contractile
apparatus in lymphatic muscle. FASEB J 17, 2003, resumen). Los conductos linfaticos mas grandes contienen
musculo liso y una red neuronal rica (Junqueira, supra, pagina 269).

Varios factores ayudan al flujo del fluido linfatico desde los espacios tisulares hasta los ganglios linfaticos y
finalmente al torrente circulatorio venoso: 1) la "presién de filtracion" en espacios tisulares, generada por filtracion de
fluido a presion desde los capilares hematicos; 2) la contraccion de los musculos vecinos comprime los vasos
linfaticos, moviendo la linfa en la direccion determinada por la disposicion de las valvulas; 3) la pulsacion de las
arterias adyacentes; 4) los movimientos respiratorios y la baja presion sanguinea en la vena braquiocefalica durante
la inspiracién; 5) el musculo liso de las paredes de las ramas linfaticas esta mas marcado en las proximidades de
sus valvulas. Se sabe que también se producen contracciones en el conducto toracico.

2) Sistema linfatico, cancer y metastasis

Los canceres se diseminan a través de las circulaciones linfatica y hematogénica. Los sistemas linfatico y vascular
tienen numerosas conexiones y las células tumorales pueden pasar de un sistema a otro. Durante la invasion, las
células tumorales pueden atravesar los vasos linfaticos de paredes finas y transportarse pasivamente a la linfa. Los
émbolos tumorales pueden quedar atrapados en el primer ganglio o en los primeros ganglios linfaticos (ganglios
"regionales") que encuentren en su ruta, o pueden superar los ganglios regionales y transportarse a grupos de
ganglios distantes ("metastasis en salto"). Avances recientes en el mapeo de los canceres de drenaje linfatico han
permitido a los cirujanos identificar el ganglio linfatico que drena el sitio tumoral (el "ganglio linfatico centinela").

Cada region del organismo suele drenar en un ganglio linfatico o grupo de ganglios seleccionado, que se han
detallado con precisién en estudios anatdmicos y se conocen en la técnica. Véase, por ejemplo, el documento UAMS
Department of Anatomy-Lymphatic Tables, supra, anteriormente incorporado en esta solicitud en su totalidad.

Ciertos factores pueden facilitar la entrada de células cancerosas en la circulacion y conducir a metastasis. La
presion fisica en el entorno de un cancer puede conducir a la diseminacion de células malignas tanto localmente
como en la distancia (Targarona EM y cols. World J Surg 22, 57-58, 1998 y Lacy AM y cols. Surg Endosc 1988,
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12:1040-1041). Asimismo, se ha abogado por una técnica de escision quirtrgica “sin contacto” para reducir el efecto
de “masajear” las células cancerosas hacia la circulacion a través de la manipulacion. En esta técnica es importante
interrumpir el suministro de sangre del tumor antes de abordar la movilizacion del tumor. Estas diversas técnicas
clinicas hacen hincapié en la necesidad de minimizar la manipulacioén fisica directa de un cancer para reducir la
probabilidad de facilitar la diseminacion.

Clinicamente, se ha demostrado (Hiroto M y cols. Journal of Pancreas 6(2):143-151, 2005), que todas las muestras
de fluido linfatico sacadas del tejido pancreatico canceroso reseccionado fueron positivas para ARN mensajero de
CEA, haciendo patente la necesidad de minimizar la diseminacién de fluido linfatico de drenaje de un cancer.

3) La toxina botulinica debilitara el transito linfatico

El efecto de la toxina botulinica en musculo esquelético se conoce bien. De hecho, es la base del tratamiento para
afecciones tales como el estrabismo, las distonias y otras afecciones musculares espasticas. La FDA ha concedido
la aprobacion de un tratamiento con botulina para el estrabismo, el blefaroespasmo, la distonia cervical y otros. El
intervalo de dosis requeridas para paralizar diversos musculos del cuerpo esta bien establecido.

Una inyeccion regional de toxina botulinica alrededor de un cancer explotara la bien conocida afinidad de union de la
botulina por el musculo. EI masculo esquelético, el musculo liso, el musculo linfatico, el musculo de los vasos
sanguineo y el musculo de pericitos seran la diana no limitante de esta invenciéon. La paralisis del musculo
esquelético o liso circundante limitara las fuerzas extrinsecas contractiles sobre las estructuras linfaticas que
normalmente facilitan el flujo de la linfa a través de los canales linfaticos. Los musculos intrinsecos del interior de los
tubulos linfaticos se paralizaran o debilitaran por el tratamiento con botulina. La pared de los vasos sanguineos de
musculo liso se debilitara también (JERRY-; afadir esto acerca de los vasos sanguineos?).

Procedimiento alternativo para tratar el cancer con inyecciones distantes de toxina botulinica:

Un segundo procedimiento para tratar el cancer con inyecciones de botulina distantes esta relacionado con la
capacidad para modificar el sistema inmunitario y potenciar la respuesta frente al cancer usando un tratamiento con
toxina botulinica. El fundamento para esto esta relacionado con la inervacion colinérgica del sistema inmunitario v,
por lo tanto, también esta relacionado con el tratamiento de otras afecciones no cancerosas que se dan debido a una
respuesta inmunitaria escasa. Con respecto al tratamiento del cancer, de nuevo es importante evitar introducir la
toxina en las células cancerosas, ya que la exocitosis dentro de las células cancerosas es primordial para presentar
los antigenos adecuados para el reconocimiento inmunitario y la destruccién por el sistema inmunitario. De hecho,
se prefieren las inyecciones distantes de toxina en los érganos linfaticos (ganglios linfaticos, tejido linfatico).

1) Respuesta inmunitaria normal frente al cancer

Las respuestas inmunitarias antitumorales pueden ser innatas (naturales) o adquiridas (adaptativas). La inmunidad
innata esta mediada por células o factores solubles que existen de forma natural en los fluidos de los tejidos del
organismo y pueden interferir con el crecimiento tumoral (Whiteside TL. J. Allergy Clin Immunol 2003; 111, S677-86).
Las células hematopoyéticas incluidas son macréfagos, granulocitos, células asesinas naturales, células T sin
restriccion por MHC y células T gammal/delta. Asimismo, también estan incluidos anticuerpos naturales dirigidos a
los componentes de superficie de células tumorales, componentes del complemento, proteina C reactiva, proteina
amiloide sérica, proteina de uniéon a manosa (Whiteside, supra). La inmunidad adaptativa esta mediada por células T
que reconocen péptidos derivados de tumores unidos a moléculas de MHC propias expresadas en células
presentadoras en antigenos (APC). Estas células incluyen células efectoras citoliticas, que son células T CD8+ y con
restriccion por MHC de clase |, pero también células T CD4+ cooperadoras (Whiteside, supra).

Las respuestas inmunitarias frente a células malignas pueden clasificarse como locales/regionales o sistémicas. Las
respuestas locales incluyen leucocitos de infiltracion tumoral (TIL). Las respuestas sistémicas existen y se miden
mediante la hipersensibilidad de tipo retardado (DTH) de la circulacion periférica en pacientes con cancer.

2) Células inmunitarias en el microentorno del tumor

Whiteside, supra, revisa el microentorno del tumor. Los TIL se encuentran frecuentemente en tumores. Estas células
pueden incluir células que median la inmunidad innata y adaptativa. También pueden liberarse diversidad de
productos solubles tales como citocinas y anticuerpos en el microentorno. En teoria, estos productos, combinados
con las interacciones directas de las células efectoras de infiltracidon deberian tener como resultado la eliminacion del
cancer, pero debido a los mecanismos esbozados anteriormente, esto no suele ocurrir.

Las células T se encuentran como los mas abundantes de todos los infiltrados tumorales mononucleares. Se ha
demostrado que las células T del microentorno del tumor incluyen células CD4+ (cooperadoras) y CD8+
(supresoras). Han demostrado ser disfuncionales en pacientes con cancer y la magnitud de su disfuncion puede
estar relacionada con el pronédstico y la supervivencia en pacientes con cancer. Tradicionalmente, la respuesta de
células T protectora frente a tumores se ha atribuido a los linfocitos T CD8 con actividad citotdxica, que estan
restringidos por moléculas MHC de clase |, pero recientemente se ha considerado que las células CD4 juegan un
papel antitumoral (Gerloni M y cols. Springer Seminars in Irnmunopathology, Springer-Verlag 2005, 1-15). En
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general, tanto la respuesta celular como la mediada por anticuerpos se usan para respuestas antitumorales. Las
respuestas de anticuerpos son las mas adecuadas para patégenos extracelulares y antigenos y las respuestas
mediadas por células son las mas adecuadas para patdgenos intracelulares y células tumorales (Gerloni, supra).
Puesto que los antigenos tumorales son siempre antigenos enddégenos, puede ser mas adecuada la destruccion de
tumores mediante inmunidad mediada por células. Ademas, puesto que los tumores son negativos para MGC I, la
mayoria de los esfuerzos se han centrado en linfocitos T CD8. Se ha demostrado también el papel de los linfocitos
CD4, ya que también ayudan a activar y expandir los linfocitos CD8. Existen dos subgrupos de linfocitos CD4, las
células T cooperadoras 1 (Th1) y las Th2. Las células Th1 producen interleucina-2 (IL-2), IL-12 e interferon gamma
(IFN-G) y las Th2 producen IL-4 e IL-5. Estas citocinas afectan a las células B y ayudan a influir adicionalmente en el
tipo de respuesta de anticuerpos frente a la activacion antigénica (Gerloni, supra). Las células CD4 pueden ayudar a
activar a los macréfagos de los ganglios linfaticos de drenaje o en tejido tumoral.

También puede darse la cooperacion célula-célula entre células CD4. Gerloni, supra, ha demostrado que una célula
CD4 también puede activar y expandir otras células CD4.

La produccion y liberacion de antigenos celulares a la membrana celular es de suma importancia en la inmunidad y
destruccion tumoral. Los antigenos restringidos tanto por MHC de clase | como de clase |l estan implicados en la
respuesta antitumoral. La mayor parte de la atencién en inmunidad de tumores se ha centrado en el papel de los
antigenos restringidos por MHC de clase | pero también son importantes los antigenos de clase Il. Los antigenos de
clase Il son especificos de tejido, compartidos entre varios tipos de tumores, los antigenos tumorales habituales y los
antigenos viricos que provocan la transformacion tumoral (tales como los antigenos del virus del papiloma humano o
el virus de Epstein Barr).

Las células asesinas naturales (NK) median la inmunidad innata y estan bien equipadas para lisar células tumorales.
Se cree que estas células facilitan las interacciones células dendriticas/células T y dirigen la respuesta inmunitaria
frente a TAA. En general se piensa que estas células no son abundantes en el microentorno del tumor pero esto
puede ser debido a la dificultad para identificarlas de forma fiable. Asimismo, las células NK dependen de la
interleucina-2 (IL-2) para su activacion, la cual es generalmente deficiente en tumores humanos. (Whiteside, supra).
Las células NK también son capaces de responder frente a células infectadas por virus. Las células NK juegan un
papel critico en la limitacién de infecciones viricas como se ha establecido mediante estudios con herpesvirus tales
como citomegalovirus (CMV), herpesvirus comun (VHS) y el virus de Epstein-Barr (VEB) asi como el virus de la
inmunodeficiencia humana (VIH) (Smyth MJ y cols. Molec Immunol (42 2005) 501-510). Las funciones efectoras de
las células NK incluyen la citotoxicidad y la capacidad para producir diversidad de citocinas (incluido IFN-gamma)
tras la activacion que restringe la angiogénesis tumoral y estimula la inmunidad adaptativa. (Smyth, supra).
Clinicamente, la potenciacion de la funcion de las células NK es paralela a la mejora clinica en los pacientes con
cancer (Lechin F, Clin Cane Research 2004, 10:8120).

Las células B también son poco comunes en la mayoria de los tumores excepto en cancer de mama y melanoma. La
funcién de las B células es la diferenciacion en células plasmaticas productoras de anticuerpos. En general, los
anticuerpos contra TAA se encuentran en la circulacion de pacientes con cancer y se cree que se sintetizan en y se
segregan desde ganglios linfaticos de drenaje de tumores, bazo u otros tejidos linfaticos. Desde ahi, las moléculas
de IgG se transportan por el plasma o la linfa a sitios tisulares.

Las células dendriticas (CD) son comunes en canceres humanos. Estas células procesan y presentan TAA a células
T virgenes o de memoria, jugando de este modo un papel crucial en la generacion de células T efectoras especificas
de tumor. En pacientes con cancer, las CD a veces son disfuncionales. Sin embargo, las infiltraciones de CD en
tumores se han asociado con la supervivencia significativamente prolongada del paciente y la incidencia reducida de
enfermedad recurrente o metastasica. Por el contrario, los pacientes con lesiones escasamente infiltradas con CD
tienen un prondstico relativamente malo.

Los macrofagos también se encuentran en los microentornos de los tumores y se denominan macréfagos asociados
a tumores (MAT). En tumores, los MAT inhiben de hecho la funcién de los linfocitos incluida la proliferacion de
células Ty la citotoxicidad antitumoral mediada por NK.

3) Supresion inmunitaria en el microentorno del tumor

Como se menciond anteriormente, los canceres pueden evitar al sistema inmunitario y, de ese modo, evitar el
reconocimiento. Estos incluyen la expresiéon por tumores de antigenos inmunogénicamente pobres, defectos en el
procesamiento de antigenos, interacciones coestimuladoras inadecuadas, produccion de factores
inmunosupresores, o a través del hecho de que las células inmunitarias estan comprometidas en nimero y/o funcion
(Hoffman TK'y cols. Cancer Immunol Immunother (2004) 53:1055-1067)

4) Células efectoras inmunitarias en la circulacion de pacientes con cancer

Igual que el microentorno local contiene inmunocitos disfuncionales, los linfocitos de la sangre periférica también
contienen irregularidades funcionales. Anormalidades en sefializacion, impedimentos funcionales y apoptosis se ven
en células T, células NK, macréfagos y células B de la circulacion periférica.
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5) Tratamiento inmunitario local y respuesta del cancer

La capacidad para modular el entorno inmunitario local es importante para el tratamiento del cancer. Cuando se
inyectaron dosis bajas de IL-2 natural alrededor de los ganglios linfaticos de drenaje tumoral, el 65 % de los
pacientes tuvieron una respuesta completa, parcial o minima (Feinmesser M y cols. Eur Axch Otorhinolaryngol
(2004) 261:359-368). Desafortunadamente, el efecto fue de corta duracion y se requieren varias inyecciones diarias
o semanales (Shibuya TY y cols. Clin Cane Research 2004, 10:7088-7099). En otros estudios usando infiltracion
peritumoral de linfocina con o sin infiltracidon regional en los ganglios linfaticos, se observd una regresion similar
(Feinmesser, supra).

Se ha demostrado que la administracion de sutura bioactiva, recubierta con IFN-gamma, IL-2, genera una respuesta
Th1 prolongada y estimula la secrecion de IL-12 y prolonga la respuesta inmunitaria (Shibuya TY y cols. Clin Canc
Research 2004, 10: 7088-7099). En este tratamiento la sutura se considera un transportador para los productos
bioactivos y se coloca usando una “técnica de Seldinger”, mediante la que una aguja con un trocar se introduce en la
localizacion deseada y se pasa posteriormente la sutura. La colocacion de la sutura es invasiva y la sutura se
mantiene estirada y pegada a la superficie de la piel, “como un drenaje quirargico® lo cual puede conducir
potencialmente a una infeccion.

En un esfuerzo para potenciar la funcién inmunitaria local, se han transducido los genes de citocinas en las células
tumorales del paciente. De nuevo, el concepto subyacente es estimular una respuesta inmunitaria potente
potenciando la produccién de citocinas local. Los escollos de esta técnica incluyen la dependencia de que las células
tumorales produzcan una respuesta y la falta de una cantidad y calidad adecuadas de células tumorales del paciente
y la expresion heterogénea de los genes de citocinas. Asimismo las células tumorales deben irradiarse antes de
volver a introducirlas en el paciente (Steele TA y cols. PSEBM 2000, 23:118-127).

6) Estrategias de tratamiento inmunitario

En términos generales, existen dos formas de tratamiento inmunitario, activo y pasivo. El tratamiento inmunitario
activo se refiere a la induccién de respuestas inmunitarias mediante la aplicacion de antigenos tumorales
inmunogénicos (tales como péptidos, proteinas, células tumorales o lisados tumorales), mientras que la
inmunizacioén pasiva se basa en la transferencia de moléculas efectoras inmunitarias o células inmunitarias (Hoffman
TK'y cols. Cancer Irnmumol Immunother (2004) 53:1055-1067).

Los inmunomoduladores activos pueden ser no especificos o especificos. Un inmunomodulador no especifico,
activo, puede incluir tratamiento local con BCG, extractos timicos o OK-432, que intentan inducir una respuesta
antitumoral. No obstante, un tratamiento de este tipo no ha demostrado beneficios de supervivencia consistentes
para un paciente con cancer. La inmunomodulacién especifica, activa, puede incluir la administraciéon de vacunas a
base de células dendriticas o vacunas a base de ADN. Este tipo de tratamiento estd dando sus primeros pasos y
suele reservarse para etapas terminales, recurrentes de canceres agresivos.

La inmunomodulacion pasiva también se divide en tratamientos no especificos y especificos. El tratamiento no
especifico, pasivo, incluye la administracion de citocinas tales como un interferon o interleucina sistémicos o
mecanismos de transferencia adoptiva de células, tales como células asesinas activadas por linfocitos e interleucina-
2 administrada localmente. Los resultados de esta terapia fueron inconsistentes y proporcionaron toxicidades
clinicas elevadas. Cuando la IL-2 se administra sistémicamente, se observé una tasa de toxicidad sistémica
inaceptable incluyendo fiebre, malestar, hipotension, edema pulmonar y choque. La inmunomodulacion especifica
pasiva incluye la administracion de anticuerpos dirigidos al receptor del factor de crecimiento epidérmico, o mediante
transferencia adoptiva celular a través de células T especificas para el tumor.

7) Importancia de mantener la exocitosis para el reconocimiento inmunitario

Como se indicd anteriormente, para eliminar de forma eficaz las células cancerosas, es crucial que las células
cancerosas mantengan su capacidad para sufrir exocitosis. La exocitosis es el proceso especifico mediante el que
una vesicula celular se funde con la membrana plasmatica de la célula. Es el proceso mediante el cual las proteinas
y los lipidos que se crean dentro de una célula se transportan al exterior de la célula. (Alberts B y cols. Molecular
Biology of the Cell, Tercera Edicion 1994, Garland Publishing pag. 626)

Las proteinas pueden ser segregadas desde las células por exocitosis de forma constitutiva o regulada (Alberts,
supra, pagina 633). En la via regulada, las moléculas se almacenan en vesiculas de secrecion que no se funden con
la membrana plasmatica para liberar sus contenidos hasta que no se recibe una senal extracelular. Mientras que
esta via opera solo en células seleccionadas especializadas, una via de secrecién constitutiva opera en todas las
células, mediada por un transporte vesicular constante desde la cara trans del aparato de Golgi a la membrana
plasmatica. (Alberts, supra, pag. 633). Este procedimiento permite la liberacion de diversas proteinas de membrana,
proteinas de secrecion y lipidos a los dominios de la membrana plasmatica apropiados (Alberts, supra, p 633).

Un antigeno es una macromolécula que incluye practicamente todas la proteinas y muchos polisacaridos (Alberts,
supra, p 1201). Estos llamados determinantes antigénicos estimulan la produccion de anticuerpos o respuestas de
células T (Alberts, supra, p.1201). Debido a que el sistema inmunitario funciona por expansion clonal, incluso un solo
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determinante antigénico activara muchos clones. Por el contrario, la alteracion o inhibicion de los determinantes
antigénicos previsiblemente puede alterar de forma significativa la respuesta inmunitaria del huésped frente a un
antigeno tumoral.

La mayoria de los TAA son autoantigenos que se sobreexpresan o se alteran después de la transcripcion. Para
organizar una respuesta adecuada, son necesarias las células T especificas para TAA y la inmunidad innata
mediada por células T activadas no especificas, las células NK activadas y los macréfagos activados. Teniendo esto
en cuenta, hay dos razones principales por las que los tumores no inducen una respuesta inmunitaria potente. La
primera, el tumor puede no ser capaz de proporcionar un antigeno adecuado para que lo detecte la respuesta
inmunitaria y frente al que pueda reaccionar el sistema inmunitario. La segunda el tumor puede evitar una respuesta
inmune al no ser capaz de proporcionar moléculas accesorias esenciales para el desarrollo de una respuesta
inmunitaria (Steele, supra).

La falta de una presentacion de antigeno apropiada puede incluir expresar una proteina tumoral mutante que no es
inmunogénica, tener una via de procesamiento antigénico defectuosa de forma que el antigeno no puede lanzarse a
la superficie de la célula o enmascarar el antigeno tumoral de forma que no pueda ser visto por las células
inmunitarias (Steele, supra). Sin la expresion por parte del tumor de moléculas de superficie esenciales, no puede
generarse ninguna respuesta antitumoral (Steele, supra). Estos descubrimientos hacen hincapié en la necesidad de
tener un procedimiento de exocitosis intacto dentro de las células cancerosas para permitir la expresiéon de los TAA
en células cancerosas para desencadenar una respuesta inmunitaria.

Se ha demostrado que cuando el cancer tiene una expresion mas elevada de beta-2 macroglobulina, un componente
del MHC-1, la evolucién clinica mejora (Feinmesser M y cols. Eur Arch Otorhinolaryngol (2004) 261:359-368). Se
sugiere que la expresion de antigeno incrementada facilita la presentacion tumor-antigeno a los linfocitos CDS8.

Ademas de la expresion de los TAA, la exocitosis es importante en las metastasis. Las metastasis cancerosas son
un proceso que implica un programa coordinado de sucesos que incluye cambios en la adhesion celular, proteolisis
polarizada y migracion, intravasacion en la circulacion, adhesion posterior a células endoteliales seguida de
extravasacion, invasion e induccion de angiogénesis. Las proteinas y los receptores de la superficie celular estan
intimamente implicados en estos procesos. Por ejemplo, la pérdida de E-cadherina puede reducir la adhesion célula-
célula y permitir que las células cancerosas salgan mas rapidamente de los tumores. Las integrinas regulan la
adhesion celular, la movilidad, la invasion y la angiogénesis y las metaloproteasas pueden degradar la matriz
extracelular sobre las células tumorales. En otras palabras, el proceso de exocitosis, que por un lado puede liberar
metaloproteasas y contribuir a la invasion primaria del sitio primario, es importante integralmente en la produccién de
moléculas de adhesidon que ayudan a evitar las metastasis y la expresion de antigenos que puede facilitar el
reconocimiento y destruccion por el sistema inmunitario. Cualquier intento de anular por completo el proceso de
exocitosis puede por lo tanto tener desventajas significativas en la medicina del tratamiento del cancer.

De hecho, el tratamiento del cancer incluye intentos de potenciar la inmunogenicidad de células tumorales. Por
ejemplo, un requisito para que las células T ataquen a células tumorales es que se unan a un fragmento peptidico
especifico que esta presentado sobre la superficie de una célula cancerosa. Se sabe que las células tumorales
raramente expresan este antigeno y se han hecho esfuerzos para transducir moléculas coestimuladoras en tumores
para promover una respuesta inmunitaria antitumoral potente (Steele, supra).

8) Modulacion colinérgica de la funcion inmunitaria

Las células que normalmente son inmunoprotectoras frente al cancer incluyen pero no se limitan a células asesinas
naturales (NK), macrofagos activados y células T (incluidos linfocitos de infiltracion tumoral y células T asesinas
naturales). La acetilcolina inhibe la funcion celular de las células asesinas naturales, que se bloqued por atropina
(Qiu YH, Peng YP y cols. Effect of acetylcholine on in vitro IL-2 production and NK cell cytotoxicity of rats.
Lymphology 37(1):31-8, 2004)), lo que sugiere que la botulina puede inhibir la supresién de la actividad de las células
NK. Se sabe que las células NK inducen la apoptosis de células malignas (Smyth MJ y cols. Activation of NK Cell
Cytotocicity. Molec Immunol 42:501-510, 2005) e inhiben las metastasis (Kim, S y cols. In vivo natural killer cell
activities revealed by natural killer cell-deficient mice. Proc Natl Acad Sci 97, 2000, resumen), por lo que la botulina
puede potenciar esta actividad. La pilocarpina, un analogo de la acetilcolina, incrementa la relacion CD8/CD4 que
también se bloqued con atropina, sugiriendo que la actividad supresora de las células T esta influida positivamente
por la acetilcolina (Prync AE, Arzt E y cols. The inhibitory effect of the muscarinic agonist pilocarpyne on lymphocyte
activation involves the IL-2 pathway and the increase in supressor cell function. Int J. Neurosci 62, 1992, resumen).
Esto sugeriria que una inversion de la relacion CD8/CD4 o un incremento de la actividad T cooperadora influiria
positivamente en la citotoxicidad del cancer (Gerloni M y cols. Springer Seminars in Immunopathology, Springer-
Verlag 2005, 1-15) también. La acetilcolina también reduce la produccién de factor de necrosis tumoral (Steinman L.
Elaborate interactions between the immune and nervous systems. Nature Immunology 5, 2004, resumen).
Finalmente, cuando las glandulas salivales humanas se inyectaron con toxina botulinica, se observé que la cantidad
cuantitativa de inmunoglobulina (especificamente IgA) segregada a la saliva aumentaba. Los descubrimientos
anteriores apoyan el uso de botulina para potenciar localmente la citotoxicidad inmunitaria y la inmunidad humoral.

9) La toxina botulinica puede modular el sistema inmunitario
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La eventual alteracién de la funcion inmunitaria provocada por la inhibicién colinérgica incluye la inmunidad celular y
humoral potenciada. La funcién de las células NK potenciada potencia directamente la eliminaciéon de las células
cancerosas. La actividad de las células NK potenciada provoca la potenciacion secundaria de la inmunidad celular y
humoral mediante la liberacién de citocinas e interferén gamma. Esto tiene como consecuencia un incremento de la
funcion de las células Ty las células NK, que potencia adicionalmente la destruccion celular del cancer.

También se ha demostrado que la funcion de las células NK potenciada reduce las metastasis (Kim, supra).

La funcién de las células NK potenciada también potencia la evolucion de pacientes con infecciones viricas,
enfermedades viricas, crecimientos inducidos por virus, enfermedades autoinmunitarias (tales como la enfermedad
de Sjogren, diabetes dependiente de insulina), esclerosis multiple, heridas crénicas, infecciones crénicas tales como
la amigdalitis (Ferlazzo G y cols. Journal Immunol 2004, 172:1455-1462) o infecciones 6seas (Miyasaki K,
Periodontal Immunology, Homepage, www.dent.ucia.edu), artritis reumatoide, miastenia grave y virus de la
inmunodeficiencia humana (VIH), todas las cuales son afecciones caracterizadas por recuentos, funcion o actividad
de células NK reducidos (Baxter, AG y cols. Autoimmunity 2002, 35:1-14 y Lee PT y cols., J. Clin Invest 2002,
110:793-800). También se encuentra una baja actividad de células NK en el sindrome de fatiga cronica (Whiteside
TL y cols., AM J Med 105, 1998, resumen) y hepatitis (Chen Y y cols, J Viral Hepatitis 12, 2005, resumen), de las
cuales ambas son susceptibles de tratamiento con botulina.

CONCLUSION: Inyectar toxina botulinica alrededor pero lejos de células cancerosas mejorara el control local del
cancer en el sitio primario, evitara la diseminacion distante de células tumorales en la circulacion y tratara las células
cancerosas del entorno local y las circulaciones distantes. Los riesgos (como se describieron anteriormente) de
inyectar la toxina en o en las proximidades de un cancer se eliminaran. Analogamente, inyectar toxina botulinica de
esta manera potenciara la evoluciéon de los pacientes que padecen infecciones viricas, enfermedades viricas,
crecimientos inducidos por virus, enfermedades autoinmunitarias, esclerosis multiple, heridas crénicas, infecciones
cronicas, artritis reumatoides, miastenia grave y VIH, etc., como se describié anteriormente.

Clasificacion de canceres susceptibles de tratamiento:

Tipo de Cancer Ejemplos especificos
Canceres digestivos/intestinales: Glandulas salivales, labios, cavidad bucal, orofaringeo,

hipofaringeo, nasofaringeo, esofagico,

estdomago, intestino delgado, intestino grueso, anal

Canceres del sistema nervioso central: Cerebro, nervio
Canceres hepatobiliares: Higado, vesicula biliar, pancreas, vias biliares
Canceres genitourinarios: Rifo6n, uréter, vejiga, uretra, prostata, pene,

vaginal, vulvar, uterino, de endometrio, ovarico,
cervical, testicular
Cancer de mama:
Canceres respiratorios: nariz, senos, nasofaringeo, laringeo, traqueal,
bronquial, pulmén, pleura (mesotelioma)
Canceres del tegumento: melanoma, carcinoma de células escamosas, carcinoma de células

basales, células de merkel

Musculoesqueléticos: rabdomiosarcoma, sarcomas

Canceres hematopoyéticos: linfoma, leucemia, mielodisplasia

Organos sensoriales: ojo, oido

Endocrinos: tiroides, paratiroides

Neuroendocrinos: canceres neuroendocrinos excepto aquellos de la

médula adrenal o tumores glémicos

El tratamiento del cancer requiere el control de las metastasis
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Inhibiciéon de la diseminaciéon: manipular fisicamente u oprimir fisicamente un cancer a nivel macroscépico o
microscépico mediante células contractiles puede producir una presion fisica para que se diseminen las células
cancerosas, o puede permitir que las células cancerosas que ya han entrado en un canal eferente sean empujadas
hacia una circulacién mas ancha. Por ejemplo, una premisa bien conocida en cirugia oncoldgica es minimizar la
manipulacién del cancer durante la reseccion para minimizar las fuerzas fisicas que pueden conducir a la entrada y
diseminacion de las células cancerosas en tubulos tales como vasos linfaticos o sanguineos. De hecho, cuando sea
quirdrgicamente posible, es deseable interrumpir inicialmente los vasos de un cancer hacia el cancer y minimizar la
diseminacion.

La toxina botulinica desnervara localmente el tejido muscular

La toxina botulinica inhibira la contraccion de las fibras musculares macroscépicas o microscopicas alrededor de un
cancer, inhibiendo asi la probabilidad de empujar a las células cancerosas hacia el entorno local o hacia tubulos
eferentes que llevan al cancer lejos. La toxina botulinica paralizara el musculo linfatico que se contrae para empujar
las células linfaticas y posiblemente las cancerosas a la circulacion distante.

El tratamiento del cancer requiere la capacidad de inmunomodulacién positiva

La botulina puede potenciar la produccion local de inmunoglobulinas cuando se aplica en una superficie mucosa.
Esto puede potenciar las células “asesinas de tumores' o las propiedades del tejido local y potenciar el efecto
anticanceroso.

Se ha demostrado que la botulina potencia y/o provoca la proliferacion de una “célula mioepitelial” que es un tipo de
célula muy especifico. La célula mioepitelial se considera una célula de defensa esencial en el cancer de mama por
mecanismos desconocidos. Potenciando la proliferacion de estas células mioepiteliales, la botulina puede potenciar
el mecanismo de defensa del huésped en tumores que tengan células mioepiteliales (mama, préstata, pulmon, vias
respiratorias, etc.).

Otros mecanismos desconocidos también pueden entrar en el juego. Por ejemplo, la sefializacion célula-célula y el
posterior crecimiento/metastasis es una caracteristica de las células cancerosas. Se ha sugerido que alterando estas
sefiales, puede alterarse el crecimiento de cancer. En cuanto a la botulina, las sefiales pueden ser quimicas (es
decir, sustancias liberadas por exocitosis y bloqueadas por botulina) o fisicas (es decir, sefiales fisicas para las
células circundantes), pero cualquiera puede ser bloqueada por botulina.

Es mas probable que sean beneficiosas las técnicas que se dirigen a varias secuencias de sucesos en la progresion
del cancer que una técnica que se dirige a una sola secuencia.

Ejemplos:
El siguiente ejemplo demuestra la capacidad de la toxina botulinica para potenciar una respuesta inmunitaria celular:

Ejemplo N.° 1: Se inyecta a un paciente con verruca vulgaris (verruga comun) en la base de la verruga y su periferia
con un total de 25 unidades de toxina botulinica de tipo A. Durante 3-5 semanas, se observa que el tamafio de la
lesion se reduce significativamente en todas las dimensiones (en casi el 90 %), es suave y apenas perceptible.
Después de 3 meses, el tamafio de la lesion vuelve a su tamafio original.

Los siguientes ejemplos proféticos demuestran como funcionara la invencion.

Ejemplo comparativo N.° 2: Un paciente de 50 afios de edad diagnosticado con cancer de pulmén invasivo se
somete a la administracion local de 30 unidades de toxina botulinica de tipo A alrededor del cancer por inyeccion
broncoscodpica, aerosolizacion o inyeccion transtoracica. El cancer se visualiza clinicamente o radiograficamente y la
zona de alrededor del cancer se inyecta directamente y el paciente se somete a radiacion, quimioterapia o cirugia
segun el plan inicial. La aplicacién local de botulina también potencia la inmunidad local del paciente, lo cual sirve
para minimizar la infeccion durante el tratamiento, conduciendo a menos episodios de neumonia y menos
interrupciones en el tratamiento debidas a infecciones. Después de 2 meses de tratamiento del cancer estandar, se
observa que la invasion local y regional y la diseminacion distante se reducen. El paciente experimenta una
evolucion clinica mejorada.

En el ejemplo anterior el ganglio o ganglios linfaticos regionales o distantes, el timo, el bazo o la médula 6sea del
paciente pueden ser inyectados también cada uno con 1-100 unidades de toxina botulinica de tipo A. Los tejidos se
inyectan mediante guia radiografica o visualizacion directa durante la mediastinoscopia o la cirugia. Después de la
inyeccion, se observa que hay una respuesta inmunoldgica mejorada frente al cancer. El control local y las
metastasis locales, regionales y distantes se reducen. La inyeccion puede repetirse en intervalos de 3-6 meses.

Ejemplo comparativo N.° 3: A un hombre de 50 afios con cancer de préstata invasivo se le inyectan 40 unidades
de toxina botulinica de tipo A alrededor del cancer, lo cual tiene como resultado menos metastasis regionales o
distantes. La inyeccion se guia hacia la region alrededor del cancer mediante guia radiografica (escaner TAC,
ultrasonidos, guia MM u oftros). El efecto de la botulina también se da en el mioepitelio local y la incidencia de las
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metastasis en transito, regionales y distantes se reduce. El paciente continla sometiéndose a tratamiento estandar
para el cancer de préstata. Durante el curso del tratamiento hay menos invasiéon del tejido circundante y menos
diseminacion de células cancerosas en la circulacion regional o sistémica. El paciente es evaluado de nuevo
periddicamente y se observa que el cancer y la region del cancer requieren una nueva inyeccion en 3 meses, ya que
el paciente tiene enfermedad persistente que no respondio al tratamiento estandar. Se inyectan 40 unidades mas y
el paciente contintia con el tratamiento planeado. Tres meses después el tumor se ha eliminado y no se requieren
inyecciones adicionales. El paciente experimenta una cura y una supervivencia mejoradas.

El ganglio o ganglios linfaticos regionales o distantes, el timo, el bazo o la médula 6sea del paciente pueden ser
inyectados también cada uno con 1-100 unidades de toxina botulinica de tipo A. Estos tejidos se inyectan mediante
guia radiografica, palpacion directa o durante la cirugia. El control local y las metastasis locales, regionales y
distantes se reducen. La inyeccion puede repetirse en intervalos de 3-6 meses.

Ejemplo comparativo N.° 4: Se trata a una mujer de 60 afios de edad diagnosticada con cancer de mama con 30
unidades de toxina botulinica de tipo A inyectadas alrededor del cancer antes de empezar ningun tratamiento. La
contraccion local del tejido mamario se reduce y la paciente experimenta una incidencia reducida de la diseminacion
local, regional y distante. Mejora la evolucion clinica.

Los ganglios linfaticos regionales o distantes, el timo, el bazo o la médula 6sea del paciente pueden ser inyectados
también cada uno con 1-100 unidades de toxina botulinica de tipo A. Los ganglios linfaticos se inyectan mediante
palpacion, guia radiografica o visualizacion directa durante la cirugia. Después de la inyeccion, se observa que hay
una respuesta inmunoldgica mejorada frente al cancer. El control local y las metastasis locales, regionales y
distantes se reducen. La inyeccion puede repetirse en intervalos de 3-6 meses.

Alternativamente, el ganglio linfatico centinela del paciente puede identificarse usando la linfoescintigrafia. Puesto
que es altamente probable que estos ganglios contengan cancer metastasico, se evitan durante las inyecciones
radiograficas y solo se inyecta la cuenca ganglionar circundante.

Ejemplo comparativo N.° 5: A un hombre de 45 afios de edad se le diagnostica con cancer de colon localmente
invasivo. En el momento del diagnéstico, se le inyectan 50 unidades de toxina botulinica de tipo A en y/o alrededor
del cancer para debilitar los efectos contractiles de la musculatura colénica macroscépica y microscopica. El cancer
se “congela' y hay menos invasion de células cancerosas en el tejido o los vasos linfaticos o sanguineos
circundantes. El paciente puede cometerse a tratamiento adicional (quimioterapia, radioterapia y/o cirugia) y la
diseminacion local, regional y distal se reduce o elimina.

Los ganglios linfaticos regionales o distantes, el timo, el bazo o la médula 6sea del paciente pueden ser inyectados
también cada uno con 1-100 unidades de toxina botulinica de tipo A. Estos tejidos se inyectan mediante guia
radiografica, inyeccién endoscépica, palpacion directa o durante la cirugia. El control local y las metastasis locales,
regionales y distantes se reducen. La inyeccion puede repetirse en intervalos de 3-6 meses.

Ejemplo comparativo N.° 6: Se observa que un paciente con cancer de lengua metastasico tiene sintomas de
compresion y hemorragia atribuibles a la invasion local de una metastasis regional. La metastasis se considera no
operable y no puede recibir mas radioterapia. Alternativamente, puede ser tratado con cirugia, radioterapia o
quimioterapia. La zona de alrededor de la lesidn metastasica se inyecta con 30 unidades de toxina botulinica de tipo
A. Hay menos invasion local y metastasis de la lesion. La metastasis sufre una regresion y se reducen los sintomas
de compresion.

Los ganglios linfaticos regionales o distantes, el timo, el bazo o la médula 6sea del paciente pueden ser inyectados
también cada uno con 1-100 unidades de toxina botulinica de tipo A. Estos tejidos se inyectan mediante guia
radiografica, palpacion directa o durante la cirugia. El control local y las metastasis locales, regionales y distantes se
reducen. La inyeccion puede repetirse en intervalos de 3-6 meses.

Ejemplo comparativo N.° 7: Un hombre de 35 afios de edad tiene cancer de faringe localmente invasivo. Se
inyectan treinta y cinco unidades de toxina botulinica de tipo A alrededor de la lesion. Se observa que el cancer sufre
una regresion y es eliminado con inyecciones locales de botulina sin tratamiento adicional.

Los ganglios linfaticos regionales o distantes, el timo, el bazo o la médula 6sea del paciente pueden ser inyectados
también cada uno con 1-100 unidades de toxina botulinica de tipo A. Los tejidos se inyectan mediante guia
radiografica, palpacion directa o durante la cirugia. El control local y las metastasis locales, regionales y distantes se
reducen. La inyeccion puede repetirse en intervalos de 3-6 meses.

Alternativamente, el ganglio linfatico centinela del paciente puede identificarse usando la linfoescintigrafia. Puesto
que es altamente probable que estos ganglios contengan cancer metastasico, se evitan durante las inyecciones
radiograficas y solo se inyecta la cuenca ganglionar circundante.

Ejemplo comparativo N.° 8: Un paciente con cancer tiene sinusitis fungica invasiva. Su recuento leucocitario es de
menos de 1.000 y hay una respuesta inmunoldgica pobre en la cavidad sinusal. Se lo somete a cirugia para retirar el
tejido invadido por el hongo. Antes de la cirugia o preferiblemente, tras la retirada del tejido y durante la cirugia, se
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inyectan 10 unidades de toxina botulinica de tipo A en varios sitios dentro de la cavidad nasal circundante. Se
observa que las respuestas inmunoldgicas local y sistémica mejoran y que el paciente experimenta una cura de la
enfermedad.

Los ganglios linfaticos regionales o distantes, el timo, el bazo o la médula ésea del paciente se inyectan también
cada uno con 1-100 unidades de toxina botulinica de tipo A. Estos tejidos se inyectan mediante guia radiografica,
palpacion directa o durante la cirugia. El control local y la diseminacion distante del hongo se reducen. La inyeccion
puede repetirse en intervalos de 3-6 meses.

Ejemplo comparativo N.° 9: Un paciente con cancer, enfermedad autoinmunitaria, diabetes, VIH o SIDA o lupus
tiene hongos en las ufas de los pies (onicomicosis). La ufia afectada se inyecta con 5 unidades de toxina botulinica
de tipo A en varios puntos y hay regresion de los sintomas de la onicomicosis. Alternativamente, pueden inyectarse
los tejidos normales o los ganglios linfaticos regionales circundantes.

Ejemplo comparativo N.° 10: Un paciente de 10 afios de edad con diabetes mellitus dependiente de insulina
(IDDM) depende de inyecciones de insulina. Se inyecta toxina botulinica de tipo A (50 unidades) usando guia
radiografica en su pancreas. Se observa que sus niveles de insulina naturales se elevan y que tiene menos sintomas
de diabetes.

Ejemplo comparativo N.° 11: A una mujer de 40 afios de edad con enfermedad autoinmunitaria se le inyecta toxina
botulinica de tipo A. Se inyectan 100 unidades de toxina en su bazo, médula 6sea o cuenca ganglionar regional
donde se localicen los sintomas. Tras la inyeccion, sus sintomas mejoran.

Ejemplo N.° 12: Un vardon de 35 afios de edad con SIDA tiene una poblacién de T cooperadores suprimida y es
susceptible a infecciones. Se inyectan 50 unidades de toxina botulinica de tipo A en su timo y bazo.
Alternativamente, puede inyectarse su médula 6sea. La poblacion de células T del paciente aumenta y su estado
mejora significativamente.

Como se sefald anteriormente, la toxina botulinica esta disponible de varias fuentes. Ademas, esta disponible de
Allergan como Botox®, una formulacion de BTX-A; DySport®, otra preparacion de BTX-A disponible en Europa de
Ipsen, Ltd; y Myobloc™ (o NeuroBloc® en Europa), una preparacion de BTX-B disponible de Elan Pharmaceuticals.

La botulina para su uso en la presente invencién también puede fabricarse mediante técnicas farmacéuticas
conocidas, por ejemplo, disolviendo toxina botulinica farmacéuticamente aceptable en un vehiculo
farmacéuticamente aceptable util para inyeccién, de forma que la botulina se disuelva hasta la fuerza o
concentracion deseadas. Estas preparaciones pueden realizarse en el momento o previamente. Pueden anadirse
otros ingredientes farmacéuticamente aceptables, tales como conservantes. Estas preparaciones se fabrican
mediante técnicas bien conocidas en la técnica.

La cantidad de toxina botulinica que se utiliza varia, por supuesto, en funcién del tamafio del tumor que se va a
tratar. La dosis maxima de botulina A a administrar no deberia exceder las 500 unidades por sesién de inyeccion.
Preferiblemente, deberian usarse 0,01-100 unidades de botulina A. Mas preferiblemente, la dosificacion de botulina
A deberia estar en el intervalo de aproximadamente 1 unidad a aproximadamente 50 unidades. Incluso mas
preferiblemente, la dosificacion de botulina A deberia estar en el intervalo de aproximadamente 5 unidades a
aproximadamente 40 unidades.

Se sabe que una corriente eléctrica puede potenciar la absorcion de toxina botulinica en los tejidos. Black y cols., 1:
Cell Biol -1986 ago.; 103(2): 53 5-44; Hesse y cols., 1: Neurosci Lett. 1995 dic. 1; 201(1) 37-40; Hesse y cols., 1:
Clin. Rehabil. 1998 oct.; 12 (5): 381-8. En consecuencia, una realizacion de la presente invencion seria aplicar una
corriente eléctrica a o alrededor de la zona que se va a tratar. Esto deberia reducir la cantidad de toxina botulinica
necesaria para unos resultados efectivos.

Si se usa una neurotoxina diferente, tal como botulina B, C, D, E, F o G, la dosificacién deberia adaptarse a la
dosificacion anterior de botulina A. Las conversiones, conocidas en la técnica, pueden usarse para calcular estas
dosificaciones.

La descripcién anterior establece varias realizaciones de la invencion. Sin embargo, esta descripcion no pretende ser
limitante del alcance de la invencién.
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REIVINDICACIONES

1. Uso de una cantidad terapéuticamente eficaz de una neurotoxina botulinica farmacéuticamente aceptable en la
preparacion de un medicamento para tratar una enfermedad no cancerosa en un ser humano,

en el que la enfermedad es un crecimiento mediado por virus y

en el que el medicamento es para inyeccidon en un area que rodea el tejido afectado por dicha enfermedad de tal
forma que una parte de la neurotoxina botulinica rodea pero no penetra en el tejido afectado y tal que la neurotoxina
botulinica debilita o paraliza el musculo en el area inyectada.

2. Eluso de acuerdo con la reivindicacion 1 en el que el medicamento es adicionalmente para inyeccién en uno o
mas ganglios linfaticos que son locales o distales respecto a dicho tejido afectado.

El uso de acuerdo con la reivindicacion 1, en el que la neurotoxina botulinica es neurotoxina botulinica de tiipo

3.
A
4. El uso de acuerdo con la reivindicacién 1, en el que la neurotoxina botulinica es neurotoxina botulinica de tiipo
B
5 El uso de acuerdo con la reivindicacion 1, en el que el crecimiento mediado por virus es una verruga.

6

El uso de acuerdo con la reivindicacion 5, en el que la verruga es verruga vulgar.
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