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DESCRIPCION
Métodos y composiciones para tratar afecciones cutaneas asociadas a hiperreactividad vascular
Campo de la invencion

La presente invencion se refiere a una composicion tépica para su uso en un método de tratamiento de afecciones
cutaneas caracterizadas por hiperreactividad vascular o dilataciéon vascular hiperreactiva. En particular, la presente
invencion se refiere a una formulacién tépica de neurotoxina botulinica para tratar afecciones tales como la rosacea,
0 para prevenir o ralentizar la progresion de la rosacea.

Antecedentes

La rosacea es una afeccién cronica caracterizada por eritema facial que puede progresar a vasos sanguineos
superficiales dilatados en la cara, papulas abombadas rojas, sensaciones de escozor y picor, y una nariz roja y
bulbosa. La rosacea afecta a mas de 14 millones de estadounidenses (National Rosacea Society, 2009) y la edad
maxima de aparicion es entre 30 y 60 afios.

La rosacea puede clasificarse en al menos cuatro subtipos con sintomas variables y un paciente puede verse afectado
simultaneamente por uno o mas subtipos (Wilkin et al. (2004), 3 Am Acad Dermatol, Vol. 50 (6): 907-12). La rosacea
eritematosa-telangiectasica se caracteriza por un eritema (es decir, enrojecimiento) permanente de las mejillas, la
frente y la nariz, y el paciente tiene tendencia a enrojecerse y ruborizarse facilmente. Normalmente, hay vasos
sanguineos pequenios visibles cerca de la superficie de la piel (por ejemplo, telangiectasias) y el individuo puede
experimentar sensaciones de escozor o picor. La rosacea papulopustulosa puede confundirse faciimente con el acné
debido a la presencia de cierto eritema permanente en la cara central con papulas rojas, algunas de las cuales estan
llenas de pus (pustulas). La rosacea fimatosa es el subtipo mas habitualmente asociado al rinofima, un agrandamiento
de la nariz debido a la hiperplasia de las glandulas sebaceas. Los sintomas de la rosacea fimatosa pueden incluir
engrosamiento de la piel, nodularidades superficiales irregulares y agrandamiento, que también pueden afectar a la
barbilla, la frente, las mejillas, los parpados y las orejas (Jansen y Plewig G (1998), Facial Plast Surg, Vol. 14 (4): 241-
53). Un cuarto subtipo, conocido como rosacea ocular, afecta principalmente a los ojos y se caracteriza por 0jos rojos
e irritados, parpados hinchados, orzuelos recurrentes y sensaciones de picor y escozor.

Los sintomas de la rosacea son incapacitantes socialmente para muchos pacientes y la afeccién puede durar afios, y
rara vez se revierte sin tratamiento. Los tratamientos generalmente se adaptan individualmente debido al tipo variable
y a la gravedad de los sintomas. Se prescriben inicialmente diversos medicamentos orales y tdpicos, incluyendo
antibiéticos, retinoides, perdxido de benzoilo y betabloqueantes, para controlar la afeccién, lo que puede llevar hasta
uno o dos afios. Con frecuencia es necesario el tratamiento a largo plazo para mantener la remision de la afeccion.
Las etapas mas avanzadas de la rosacea pueden requerir laser, fuente de luz intensa o tratamiento quirdrgico para
retirar los vasos sanguineos superficiales visibles, reducir el eritema extendido o mejorar las desfiguraciones de la
nariz.

Los tratamientos disponibles actualmente para la rosacea y los sintomas asociados no son rentables y pueden
conllevar un riesgo médico sustancial. Ademas, si bien los tratamientos tdpicos tienen la ventaja de evitar la toxicidad
sistémica no deseada, la eficacia de los tratamientos topicos puede verse limitada, por ejemplo, por areas grandes de
piel afectada, las profundidades variables de la microvasculatura cutanea y variaciones individuales en la piel del
paciente.

Se necesitan tratamientos mas eficaces para afecciones cutaneas asociadas a la hiperreactividad vascular, incluyendo
tratamientos eficaces para la rosacea asi como tratamientos eficaces para prevenir la progresion de la rosacea. El
documento US 2008/112981 desvela métodos de uso de toxinas clostridiales y otros agentes bioldgicos para adelgazar
la piel y controlar las arrugas finas en seres humanos.

Sumario de la invencion

La presente invencién proporciona composiciones para su uso en un método de tratamiento, reducir o mejorar la
vasodilatacion en la microvasculatura cutanea. Por tanto, la presente invencién es util para tratar o mejorar la
hiperreactividad vascular que caracteriza afecciones tales como la rosacea. Ademas, las composiciones de la
invencion pueden aliviar sintomas tales como el enrojecimiento o el rubor crénicos o episddicos, y prevenir su
progresion a rosacea.

La presente invencion proporciona una composicion topica para su uso en un método para tratar a un paciente que
tenga una afeccion cutanea caracterizada por hiperreactividad vascular cutanea, tal como el enrojecimiento o el rubor
cronicos o episédicos, o rosacea. El método comprende aplicar la composicion topica en el area o las areas afectadas
de la piel del paciente. La composicion tépica comprende una cantidad eficaz de una neurotoxina botulinica para
disminuir la vasodilatacion en la microvasculatura cutanea y un transportador para transportar eficazmente la toxina
botulinica a la microvasculatura cutanea. Por ejemplo, la neurotoxina botulinica se formula con un transportador
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peptidico con carga positiva (por ejemplo, polilisina) que tiene uno o mas dominios de transduccién de proteinas (o
dominios transportadores), tales como secuencias de aminoacidos de VIH-TAT o VIH-TAT inversa. El método puede
implicar una Unica aplicacion de toxina botulinica tépica en las regiones afectadas o, en determinadas realizaciones,
puede implicar la aplicacion repetida.

En particular, La invencion proporciona una composicion topica para su uso en un método de tratamiento de un
paciente que tenga una afeccion cutanea caracterizada por hiperreactividad vascular cutanea, en donde la
composicion topica se aplica en el area o las areas de la piel del paciente afectadas con dicha hiperreactividad
vascular, y en donde la composicion topica comprende una cantidad de una neurotoxina botulinica eficaz para
disminuir la vasodilatacion en la microvasculatura cutanea, en donde dicha neurotoxina botulinica se asocia no
covalentemente a un transportador peptidico con carga positiva seleccionado entre Arg-Lys-Lys-Arg-Arg-GIn-Arg-Arg-
Arg-Gly-(Lys)n-Gly-Arg-Lys-Lys-Arg-Arg-GIn-Arg-Arg-Arg (SEQ ID NO: 3); Arg-Arg-Arg-GlIn-Arg-Arg-Lys-Lys-Arg-Gly-
(Lys)n-Gly-Arg-Arg-Arg-GIn-Arg-Arg-Lys-Lys-Arg (SEQ ID NO: 4), donde n es un numero entero de 5 a 20; y Arg-Lys-
Lys-Arg-Arg-GiIn-Arg-Arg-Arg-Gly-(Lys)15-Gly-Arg-Lys-Lys-Arg-Arg-GIn-Arg-Arg-Arg (SEQ ID NO: 5), para transportar
la neurotoxina botulinica a la microvasculatura cutanea.

La invenciéon permite que cantidades eficaces de toxina botulinica se apliquen de forma controlable a regiones
afectadas de la piel y se entreguen de forma controlable a la microvasculatura subyacente. De este modo, la invencién
proporciona una manera segura, eficaz y comoda de tratar la hiperreactividad vascular en la piel, de forma de tratar,
mejorar o prevenir la progresion de la rosacea, y/o prevenir que la hiperreactividad vascular créonica o episédica
progrese a una afeccion tal como la rosacea.

La presente divulgacion proporciona composiciones, formulaciones, kits y/u otros vehiculos o dispositivos para
administrar por via topica neurotoxina botulinica para el tratamiento de la hiperreactividad vascular cutéanea. Por
ejemplo, la divulgacién proporciona cremas, lociones, geles y parches que permiten que la neurotoxina botulinica y el
transportador se apliquen de forma conveniente, segura, comoda y/o controlable en el area o las areas afectadas de
la piel del paciente.

La presente invencion también proporciona:

- un parche cutaneo que comprende la composicion topica de la invencién y un parche para la piel;

- un kit para tratar una afeccion cutanea caracterizada por hiperreactividad vascular, comprendiendo el kit una
composicion tépica de la invencidn, que comprende adicionalmente uno 0 mas componentes seleccionados entre
un limpiador o limpiadores cutaneos suaves para retirar el exceso de composicion de toxina botulinica después del
tratamiento, una locién para reducir el eritema, uno o mas tratamientos topicos adicionales para la rosacea y
productos de proteccion solar con un FPS de 15 o mas;

- uso de una composicion de la invencidn, en la fabricacion de un medicamento para tratar a un paciente que tenga
una afeccion cutanea caracterizada por hiperreactividad vascular cutanea; y

- un método no terapéutico para tratar a un paciente que tenga una afeccién cutanea caracterizada por
hiperreactividad vascular cutanea, que comprende aplicar una composicion topica en el area o las areas afectadas
de la piel del paciente, en donde la composicion tdpica es la presente invencion.

Descripcion detallada de la invencién

La presente invencién proporciona composiciones para su uso en un método de tratamiento, reducir o mejorar la
vasodilatacion en la microvasculatura cutanea. Por tanto, la presente invencion es util para tratar o mejorar la
hiperreactividad vascular que caracteriza afecciones tales como la rosacea. El método implica aplicar la composicion
tépica en el area o las areas afectadas de la piel del paciente. La composicion topica comprende una cantidad eficaz
de una neurotoxina botulinica para disminuir la vasodilatacion en la microvasculatura cutanea y un transportador para
transportar eficazmente la toxina botulinica a la microvasculatura cutanea.

Se sabe que la toxina botulinica media los efectos de la acetilcolina en tejidos blandos (generalmente a través de
inyeccion) y se ha utilizado eficazmente para disminuir la sudoracién e inhibir el espasmo muscular. Sin embargo, de
acuerdo con la presente divulgacion, la toxina botulinica se administra por via tépica para disminuir la vasodilatacion
en la microvasculatura cutanea, para reducir de este modo la hiperreactividad vascular en la piel. La invencién
disminuye o elimina el enrojecimiento o el rubor cronicos o episddicos como afecciones solitarias, y/o, retrasa o
previene la enfermedad progresiva de la rosacea, por ejemplo, enrojecimiento, papulas y finalmente rinofima.

La vasoconstriccion puede estar mediada por la inhibiciéon de la liberacion de péptido intestinal vasoactivo (VIP),
péptido relacionado con el gen de la calcitonina (CGRP) u otros péptidos contenidos en vesiculas presinapticas. Los
neuropéptidos vasodilatadores estan implicados en el tono vascular de la circulacion periférica mediante la
potenciacion de la formacion de éxido nitrico en la microvasculatura de la dermis humana. Sin quedar ligados a teoria
alguna, la neurotoxina botulinica puede disminuir la vasodilatacién en la microvasculatura cutanea mediante el bloqueo
de la liberacién de neuropéptidos vasodilatadores, tales como CGRP y VIP, que se liberan conjuntamente con
acetilcolina desde las terminaciones nerviosas sudomotoras. Por tanto, la inhibicion de la liberacion de vasodilatadores
con neurotoxina botulinica puede conducir a vasoconstriccion o a evitar la vasodilatacion y a evitar el enrojecimiento
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y el rubor de la piel y, por tanto, el desarrollo posterior de la enfermedad progresiva de la rosacea.

Los tratamientos existentes para la rosacea incluyen antibiéticos topicos y orales, peréxido de benzoilo, retinoides,
betabloqueantes, crema de cortisona y tratamientos con laser o luz pulsada intensa. Todos estos tratamientos se
asocian a una o mas desventajas. Los antibidticos topicos y orales tienen el riesgo de promover la resistencia
bacteriana a multiples farmacos y reacciones alérgicas, que pueden dar como resultado la muerte. El peréxido de
benzoilo y los retinoides pueden ser irritantes para la piel y las cremas de cortisona se limitan a usos de corta duracion
y pueden provocar un brote de rebote cuando se suspenden. Los betabloqueantes pueden producir efectos
secundarios no deseados, tales como fatiga y disfuncién sexual. Los riesgos asociados a los tratamientos con laser y
luz pulsada intensa incluyen cicatrices, hematomas, recuperacién més larga, mayor coste y dolor.

Las composiciones tdpicas de neurotoxina botulinica y los tratamientos asociados como se describen en el presente
documento superan las desventajas asociadas a los tratamientos existentes para la rosacea. Las composiciones
pueden aplicarse sobre un area grande, no provocan dolor, proporcionan un periodo prolongado de alivio y eliminan
el riesgo de uso excesivo de antibiéticos en una afeccion cronica. Ademas, la formulacion topica supera algunas de
las dificultades técnicas del uso de neurotoxina botulinica inyectable. Por ejemplo, la administracion de neurotoxina
botulinica inyectable depende del operador y puede inyectarse demasiado profundamente en los nervios y musculos
faciales, dando como resultado alteracién funcional y asimetria facial. Es extremadamente dificil inyectar neurotoxina
botulinica en una gran superficie de la cara, el cuello y el pecho, que es lo que se necesita para tratar adecuadamente
las afecciones cutaneas hiperreactivas vasculares. Las inyecciones no son contiguas y, por tanto, dependen de la
difusién para una aplicacion uniforme. Es probable que las inyecciones de neurotoxina botulinica en la piel de pacientes
con hiperreactividad vascular hagan que la piel esté mas sensible, roja y con hematomas, irritando de este modo la
afeccion cutanea particular que se ha de tratar. Las composiciones de la invencién ofrecen una forma tépica diluida
de toxina botulinica que se disefia para dirigirse a las capas superficiales de la piel y que puede aplicarse
uniformemente sobre areas grandes.

De este modo, la invencién proporciona una manera segura, eficaz, comoda y/o conveniente de tratar la
hiperreactividad vascular en la piel, incluyendo la hiperreactividad vascular crénica o episddica, de forma de tratar o
mejorar la rosacea y/o prevenir que la hiperreactividad vascular crénica o episddica progrese a una afeccion tal como
la roséacea.

Afecciones caracterizadas por hiperreactividad vascular cutanea

El paciente que ha de tratarse tiene una afeccidn cutanea asociada a hiperreactividad vascular cutanea, tal como, sin
limitacion, enrojecimiento, rubor y rosacea.

El enrojecimiento es un ataque episddico de eritema de la piel junto con una sensacion de calor o escozor en la cara,
el cuello y, con menos frecuencia, en la parte superior del tronco y el abdomen. Es la naturaleza transitoria de los
ataques lo que distingue el enrojecimiento del eritema persistente de la fotosensibilidad, las reacciones agudas de
contacto o la elastosis solar (Greaves (1998) Flushing and flushing syndromes, rosacea and perioral dermatitis. En:
Champion RH, et al, eds. Rook/Wilkinson/Ebling textbook of dermatology, 62 ed., Vol. 3: 2099-2104).

El rubor est4 relacionado con el enrojecimiento, pero normalmente es menos intenso y se limita al eritema de la cara
o las mejillas. El enrojecimiento repetido durante un periodo prolongado de tiempo puede conducir a telangiectasia y
rosacea de la cara (Greaves (1998) Flushing and flushing syndromes, rosacea and perioral dermatitis. En: Champion
RH, et al, eds. Rook/Wilkinson/Ebling textbook of dermatology, 62 ed., Vol. 3: 2099-2104). El rubor y el enrojecimiento
iniciales de la rosacea pueden conducir a etapas avanzadas o subtipos de rosacea caracterizados por eritema
persistente, papulas, quistes y finalmente rinofima.

El enrojecimiento o el rubor puede ser resultado de una afeccidon o enfermedad subyacente, incluyendo, pero sin
limitacion, fobia social (por ejemplo, trastorno de ansiedad generalizada, trastorno de panico), alcoholismo,
menopausia y sindrome premenstrual, diabetes, trastornos o enfermedades pulmonares (por ejemplo, enfisema,
bronquitis crénica), alergias a picaduras de insectos, embarazo, mastocitosis, Sindrome de Soto, sindrome de
Zollinger-Ellison, sindrome de Cushing, enfermedad de Hodgkin, septicemia, fiebre amarilla, derivados de niacina,
acipimox, trastorno por estrés agudo, cancer suprarrenal, sindrome anticolinérgico, fiebre hemorragica, sindrome de
disreflexia autonoma, sindrome carcinoide, hiperadrenalismo, hiperemia, hiperglucemia, insuficiencia ovarica
hipergonadotrépica, tumor neuroendocrino gastroenteropancreatico, hipermagnesemia, hipertiroidismo, carcinoma
medular de tiroides, enfermedad de la valvula mitral, abstinencia de opioides, neuroblastoma, toxicidad de la niacina,
sindromes autoinmunitarios paraneoplasicos, enfermedades de la hipdfisis, disreflexia espinal auténoma, cancer de
tiroides y cancer de tiroides.

En determinadas realizaciones, el paciente tiene (por ejemplo, se le ha diagnosticado) rosacea, tal como una o mas
de entre rosacea eritematosa-telangiectasica, rosacea papulopustulosa, rosacea fimatosa y/o rosacea ocular. En estas
y otras realizaciones, el paciente tiene uno o mas sintomas de rosacea. El uno o mas sintomas de la rosacea incluyen
eritema, enrojecimiento, rubor, telangiectasias, papulas, pustulas, rinofima, sensaciones de escozor y sensaciones de
picor. Dichos uno o mas sintomas mejoran o se alivian de acuerdo con la invencion.
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En determinadas realizaciones, el paciente tiene rosacea, pero aun no tiene rinofima, que frecuentemente se produce
con la rosacea fimatosa o en etapas avanzadas de rosacea. El rinofima es un tumor benigno de crecimiento lento en
la nariz provocado por la hipertrofia de las glandulas sebaceas en la punta de la nariz. De acuerdo con estas
realizaciones, las composiciones de la presente invencién pueden prevenir el desarrollo de rinofima.

Toxina botulinica

Las composiciones y el método no terapéutico de la invencidn implican neurotoxina botulinica, formulada para la
entrega tépica como se describe en el presente documento. Las toxinas botulinicas o las neurotoxinas botulinicas son
neurotoxinas producidas por la bacteria grampositiva Clostridium botulinum y son una de las sustancias mas letales
conocidas por el hombre. Se sabe que las neurotoxinas producen pardlisis de los musculos al evitar la liberacion de
acetilcolina desde las terminaciones nerviosas presinapticas en la unidén neuromuscular. Las neurotoxinas pueden
asimismo inhibir la transmision sinaptica en las sinapsis colinérgicas del sistema nervioso auténomo.

La toxina botulinica se clasifica en ocho neurotoxinas que estan relacionadas serolégicamente, pero que son distintas.
De éstas, siete pueden provocar pardlisis, a saber, los serotipos de neurotoxina botulinica A, B, C, D, E, F y G. Cada
uno de estos serotipos se distingue por la neutralizaciéon con anticuerpos especificos de tipo. Cada serotipo puede
aislarse de la bacteria o producirse de forma recombinante. El peso molecular de la molécula de proteina de toxina
botulinica activa purificada para los siete serotipos de toxina es de aproximadamente 150 kDa, que incluye una cadena
pesada de 100 kDa y una cadena ligera de 50 kDa. Segun son liberadas por la bacteria, las toxinas botulinicas son
complejos que comprenden la molécula de proteina de toxina botulinica de 150 kDa junto con proteinas no toxicas
asociadas. Los clostridios pueden producir el complejo de toxina botulinica de tipo A como formas de 900 kDa, 500 kDa
y 300 kDa. La banda C de tipos de toxina botulinica puede producirse como un complejo de 700 kDa o 500 kDa. La
toxina botulinica de tipo D se produce como complejos tanto de 300 kDa como de 500 kDa, mientras que la toxina
botulinica de tipo E y F se produce solamente como complejos de aproximadamente 300 kDa. Se cree que las
proteinas no téxicas asociadas a la toxina botulinica de 150 kDa proporcionan estabilidad contra la desnaturalizacion
y proporcionan proteccion contra los acidos digestivos cuando se ingiere la toxina. Si bien las formas de complejo de
las neurotoxinas botulinicas descritas anteriormente pueden usarse en relacion con las composiciones y métodos que
se describen en el presente documento, en determinadas realizaciones de la invencion, la toxina botulinica esta
purificada (por ejemplo, no esta asociada a proteinas accesorias) y tiene un peso molecular de aproximadamente
150 kDa.

La toxina botulinica puede seleccionarse entre los serotipos de toxina botulinica A, B, C, D, E, F y G. En determinadas
realizaciones, la toxina botulinica es del serotipo de toxina botulinica A, incluyendo los Tipos A1, A2 y/o el Tipo A3.
Las cepas de ejemplo que producen Tipo A incluyen la cepa Hall (Tipo A1), Kioto F (Tipo A2) y NCTC 2916 (Tipo A1).
Véase Jacobson et al., Analysis of Neurotoxin Cluster Genes in Clostridium botulinum Strains Producing Botulinum
Neurotoxin Serotype A Subtypes, Appl. Environ. Microbial. 74 (9): 2778-2786 (2008). La toxina botulinica adecuada
para su uso en las composiciones y el método no terapéutico de la invencién puede ser producida por las bacterias
Clostridium y purificarse o, como alternativa, puede producirse mediante técnicas recombinantes o de sintesis. Por
ejemplo, la toxina puede ser un péptido recombinante, una proteina de fusidon o una neurotoxina hibrida, preparada a
partir de subunidades o dominios de diferentes serotipos de toxina botulinica (véase, por ejemplo, la Patente de los
EE.UU. 6.444.209).

Los siete serotipos de toxina botulinica (A, B, C, D, E, F y G) estan disponibles en el mercado de Sigma-Aldrich y de
Metabiologics, Inc. (Madison, Wisconsin), asi como de otras fuentes. Al menos dos tipos de toxina botulinica, los tipos
Ay B, estan disponibles en el mercado en formulaciones para el tratamiento de determinadas afecciones humanas.
Por ejemplo, BOTOX® (Allergan) y DYSPORT® (lpsen) contienen el Tipo A y MYOBLOC® (Elan) contiene el Tipo B.

La toxina botulinica puede ser, como alternativa, un derivado de toxina botulinica, por ejemplo, un compuesto que
tiene actividad de toxina botulinica pero que contiene una o mas alteraciones quimicas o funcionales con respecto a
toxinas botulinicas nativas recombinantes o naturales. Por ejemplo, la toxina botulinica puede ser una neurotoxina
modificada, por ejemplo, una neurotoxina que tenga al menos uno de sus aminoacidos suprimidos, modificados o
reemplazados, en comparacion con una neurotoxina nativa, o producida de forma recombinante. Por ejemplo, la toxina
botulinica puede ser una toxina de Tipo A (incluyendo el Tipo A2 o el Tipo A3) o de Tipo B que tiene de 1 a
aproximadamente 20, o de 1 a aproximadamente 10, o de 1 a aproximadamente 5, sustituciones, supresiones y/o
inserciones de aminoacidos (en conjunto). La toxina botulinica puede ser una porcién de la molécula global que posea
la actividad de toxina botulinica necesaria y, en tal caso, puede usarse por si misma o como parte de una combinacion
0 molécula conjugada, por ejemplo, una proteina de fusion.

En algunas realizaciones, la toxina botulinica es una combinacién de serotipos de toxina botulinica. Por ejemplo, la
invencién puede emplear una combinacién de serotipo A y serotipo B de toxina botulinica.

Moléculas transportadoras

De acuerdo con la presente invencion, la toxina botulinica se formula con un transportador para transportar
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eficazmente la toxina botulinica a la microvasculatura cutanea. La invencion permite que cantidades eficaces de toxina
botulinica se apliquen de forma controlable a regiones afectadas de la piel (que pueden ser areas grandes) y se
entreguen de forma controlable a la microvasculatura subyacente. De acuerdo con la invencion, el transportador es
un transportador peptidico con carga positiva seleccionado entre Arg-Lys-Lys Arg-Arg-GIn-Arg-Arg-Arg-Gly-(Lys)n-
Gly-Arg-Lys-Lys-Arg-Arg-Gln-Arg-Arg-Arg (SEQ ID NO: 3); Arg-Arg-Arg-GIn-Arg-Arg-Lys-Lys-Arg-Gly-(Lys)n-Gly-Arg-
Arg-Arg-GIn-Arg-Arg-Lys-Lys-Arg (SEQ ID NO: 4), donde n es un numero entero de 5 a 20; y Arg-Lys-Lys-Arg-Arg-
GIn-Arg-Arg-Arg-Gly-(Lys) 15-Gly-Arg-Lys-Lys-Arg-Arg-Gin-Arg-Arg-Arg (SEQ ID NO: 5), para transportar la
neurotoxina botulinica a la microvasculatura cutanea.

El transportador puede comprender al menos un dominio de transduccién de proteinas o dominio de transporte, tal
como una secuencia de aminoacidos de VIH-TAT o VIH-TAT inversa, como se describe en el documento WO
2008/082885. Los dominios de transporte de ejemplo tienen una secuencia de aminoacidos que corresponde a la
secuencia inversa de la region basica de VIH-TAT (aminoacidos 49-57 de la proteina VIH-TAT de origen natural). La
secuencia inversa de la regién bésica de VIH-TAT (RRRQRRKKR (SEQ ID NO: 1)) se denominara en lo sucesivo en
el presente documento "VIH-TAT inversa".

Los transportadores de ejemplo incluyen, por tanto, los péptidos que se describen en el documento WO 2009/015385.
Por ejemplo, el transportador puede ser un péptido catiénico que comprenda una secuencia de VIH-TAT o una
secuencia de VIH-TAT inversa en el extremo N o el C, o tanto en el extremo N como en el extremo C. Por ejemplo, el
transportador peptidico puede tener una secuencia de VIH-TAT, tal como Arg-Lys-Lys-Arg-Arg-GIn-Arg-Arg-Arg (SEQ
ID NO: 2) o una secuencia de VIH-TAT inversa, tal como Arg-Arg-Arg-GIn-Arg-Arg-Lys-Lys-Arg (SEQ ID NO: 1), en el
extremo N o el C, o tanto en el extremo N como en el extremo C.

El transportador puede comprender una porcidon N-terminal que sea una secuencia de VIH-TAT o VIH-TAT inversa,
una porcion C-terminal que sea una secuencia de VIH-TAT o VIH-TAT inversa y uno o mas restos catiénicos (por
ejemplo, Lys o Arg) entre la porcidon N-terminal y la porciéon C-terminal. Por ejemplo, el péptido puede tener de 5 a 20
restos catidnicos tales como Lys entre la porcion N-terminal y la porcion C-terminal, tal como aproximadamente 12,
aproximadamente 15 o aproximadamente 17 restos cationicos. Los transportadores de ejemplo incluyen, por tanto,
Arg-Lys-Lys-Arg-Arg-GIn-Arg-Arg-Arg-Gly-(Lys)n-Gly-Arg-Lys-Lys-Arg-Arg-Gin-Arg-Arg-Arg (SEQ ID NO: 3) o Arg-
Arg-Arg-GIn-Arg-Arg-Lys-Lys-Arg-Gly-(Lys)n-Gly-Arg-Arg-Arg-Gin-Arg-Arg-Lys-Lys-Arg (SEQ ID NO: 4), donde n es
de aproximadamente 5 a aproximadamente 20, tal como de aproximadamente 10 a aproximadamente 20. En una
realizacion, la porcién N-terminal del péptido es una secuencia de VIH-TAT vy la porcion C-terminal del péptido es una
secuencia de VIH-TAT. Como alternativa, o ademas, el transportador puede comprender péptidos donde la porcién N-
terminal sea una secuencia de VIH-TAT inversa y la porcidon C-terminal sea una secuencia de VIH-TAT inversa. Por
ejemplo, el péptido puede tener la siguiente secuencia de aminoacidos: Arg-Lys-Lys-Arg-Arg-GIn-Arg-Arg-Arg-Gly-
(Lys) 15-Gly-Arg-Lys-Lys-Arg-Arg-GIn-Arg-Arg-Arg (SEQ ID NO: 5).

Generalmente, el transportador se caracteriza por tener un contenido particularmente alto de restos Arg y Lys. Por
ejemplo, el transportador puede contener al menos aproximadamente el 50 %, en conjunto, de restos de aminoacidos
Arg y Lys, pero puede contener al menos aproximadamente el 75 % o al menos aproximadamente el 80 %, de restos
Arg y Lys. En estos u otros aspectos de la divulgacion, dichos derivados pueden tener la secuencia de aminoacidos
de las SEQ ID NO: 3, 4 0 5 de 1 a 5 sustituciones, inserciones o supresiones de aminoacidos (en conjunto), incluyendo
1, 2, 3 0 4 sustituciones, inserciones o supresiones de aminoacidos con respecto a las SEQ ID NO: 3, 4 0 5. En
determinados aspectos de la divulgacion, dichas sustituciones, inserciones o supresiones, se encuentran dentro de la
secuencia de VIH-TAT o VIH-TAT inversa.

El transportador puede ser un péptido que tenga una longitud de aproximadamente 15 aminoacidos a
aproximadamente 100 aminoacidos. En determinados aspectos, el transportador tiene de aproximadamente 25 a
aproximadamente 50, o de aproximadamente 25 a aproximadamente 40 aminoacidos de longitud. En una realizacién
de ejemplo de la invencién, el péptido transportador tiene aproximadamente 35 aminoacidos de longitud. La longitud
del transportador puede disefarse para transportar neurotoxina botulinica a diferentes profundidades de penetracion
en la piel variando la longitud del transportador. Por ejemplo, los transportadores poliméricos mas largos penetraran
en capas mas profundas de la piel.

Otros transportadores desvelados adecuados para su uso en relacién con la invencion incluyen un transportador
polimérico con carga positiva para entregar la toxina botulinica a través de la barrera cutanea a las profundidades
deseadas de la dermis subyacente. Dichos transportadores incluyen los transportadores poliméricos desvelados en la
Publicacion de Patente de los EE.UU. N.° 2004/0220100 y el documento WO 2005/084410. En estos aspectos, el
transportador polimérico con carga positiva comprende grupos de ramificacién con carga positiva unidos a una cadena
principal polimérica. Como se usa en el presente documento, "con carga positiva" significa que el transportador tiene
una carga positiva en condiciones fisiol6gicamente compatibles.

Generalmente, el transportador polimérico con carga positiva es una cadena lineal de 4tomos, ya sea con grupos en
la cadena que llevan una carga positiva a pH fisiolégico o con grupos que llevan una carga positiva unidos a cadenas
laterales que se extienden desde la cadena principal. No es necesario que la propia cadena principal con carga positiva
tenga una actividad biolégica enzimatica o terapéutica definida. La cadena principal lineal es una cadena principal
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hidrocarbonada que, en algunas realizaciones, esta interrumpida por heteroatomos seleccionados entre nitrégeno,
oxigeno, azufre, silicio y fésforo. La mayor parte de los atomos de la cadena principal son carbono. Adicionalmente, la
cadena principal puede ser un polimero de unidades de repeticion (por ejemplo, aminoacidos, poli(etilenoxi),
poli(propilen-amina), polialquilenimina y similares), pero, como alternativa, puede ser un heteropolimero. En algunos
aspectos de la divulgacién, la cadena principal polimérica es un polipéptido con carga positiva (por ejemplo, polilisina).
En otros aspectos, la cadena principal con carga positiva es una polipropilenamina en donde varios de los atomos de
nitrégeno de amina estan presentes como grupos amonio (tetrasustituidos) que llevan una carga positiva.

La cadena principal con carga positiva puede ser un polimero no peptidilico, que puede ser un hetero u homopolimero
tal como una polialquilenimina, por ejemplo, una polietilenimina o polipropilenimina, que tenga un peso molecular de
aproximadamente 10.000 a aproximadamente 2.500.000 o de aproximadamente 100.000 a aproximadamente
1.800.000, o de aproximadamente 500.000 a aproximadamente 1.400.000. La longitud del transportador polimérico
puede disefarse para transportar neurotoxina botulinica a diferentes profundidades de penetracion en la piel variando
la longitud del transportador. Por ejemplo, los transportadores poliméricos mas largos penetrardn en capas mas
profundas de la piel.

En determinados aspectos de la divulgacion, la cadena principal tiene unida una pluralidad de restos de cadena lateral
que incluyen grupos con carga positiva (por ejemplo, grupos amonio, grupos piridinio, grupos fosfonio, grupos sulfonio,
grupos guanidinio o grupos amidinio). Los restos de cadena lateral pueden estar espaciados a lo largo de la cadena
principal de manera uniforme o variable. Adicionalmente, la longitud de las cadenas laterales puede ser similar o
diferente. Por ejemplo, en algunos aspectos, las cadenas laterales pueden ser cadenas hidrocarbonadas lineales o
ramificadas que tengan de uno a veinte atomos de carbono y que terminen en el extremo distal (lejos de la cadena
principal) en uno de los grupos con carga positiva mencionados anteriormente.

La asociacion entre el transportador y el agente biolégicamente activo (por ejemplo, toxina botulinica) es generalmente
mediante interaccion no covalente, tal como mediante interacciones idnicas, enlaces de hidrégeno, fuerzas de van der
Waals o combinaciones de los mismos.

En algunos aspectos de la divulgacion, la cadena principal con carga positiva es un polipéptido que tiene multiples
grupos de cadena lateral con carga positiva (por ejemplo, lisina, arginina, ornitina, homoarginina y similares).
Preferentemente, el polipéptido tiene un peso molecular de aproximadamente 10.000 a aproximadamente 1.500.000
o de aproximadamente 25.000 a aproximadamente 1.200.000, o de aproximadamente 100.000 a aproximadamente
1.000.000. Un experto en la materia apreciara que cuando se usan aminoacidos en el transportador, las cadenas
laterales pueden tener la forma D o L (configuracion R o S) en el centro de uniéon. Como alternativa, la cadena principal
puede ser un analogo de un polipéptido tal como un peptoide. Véase, por ejemplo, Kessler, Angew. Chem. Int. Ed.
Engl., Vol. 32: 543 (1993); Zuckermann et al. Chemtracts-Macromol. Chem., Vol. 4: 80 (1992); y Simon et al. Proc.
Nat'l. Acad. Sci. USA, vol. 89: 9367 (1992). Brevemente, un peptoide es una poliglicina en la que la cadena lateral esta
unida a los atomos de nitrégeno de la cadena principal en lugar de a los 4tomos de carbono a. Una porcién de las
cadenas laterales puede terminar en un grupo con carga positiva para proporcionar un componente de cadena principal
con carga positiva. La sintesis de peptoides se describe en, por ejemplo, la Patente de los EE.UU. N.° 5.877.278.
Como se usa la expresion en el presente documento, las cadenas principales con carga positiva que tienen una
construccion de cadena principal peptoide se consideran "no peptidicas" ya que no estan compuestas por aminoacidos
que tengan cadenas laterales de origen natural en las ubicaciones de carbonos a.

Puede usarse una diversidad de otras cadenas principales empleando, por ejemplo, miméticos estéricos o electrénicos
de polipéptidos en donde los enlaces amida del péptido se reemplazan con sustitutos tales como enlaces éster,
tioamidas (-CSNH-), tioamida invertida (-NHCS-), aminometileno (-NHCH2-) o los grupos metilenoamino invertido (-
CH2NH-), los grupos cetometileno (-COCH2-), fosfinato (-PO2RCHz2-), fosfonamidato y éster de fosfonamidato (-
PO2RNH-), péptido inverso (-NHCO-), trans-alqueno (-CR=CH-), fluoroalqueno (-CF=CH-), dimetileno (-CH2CH3-),
tioéter (-CH2S-), hidroxietileno (-CH(OH)CH2-), metilenoxi (-CH20-), tetrazol (CNas), sulfonamido (-SO2NH-),
metilenosulfonamido (-CHRSO2NH-), sulfonamida invertida (-NHSO2-) y cadenas principales con subunidades de
malonato y/o gem-diaminoalquilo, por ejemplo, segun lo revisado por Fletcher et al. ((1998) Chem. Rev., Vol. 98: 763)
y lo detallado por referencias citadas en el mismo. Muchas de las sustituciones anteriores dan como resultado cadenas
principales poliméricas aproximadamente isostéricas con respecto a cadenas principales formadas a partir de a-
aminoacidos.

En cada una de las cadenas principales proporcionadas anteriormente, pueden afiadirse grupos de cadena lateral que
lleven un grupo con carga positiva. Por ejemplo, las cadenas principales unidas por sulfonamida (-SO2NH- y -NHSO2-
) pueden tener grupos de cadena lateral unidos a los atomos de nitrégeno. De manera similar, el enlace hidroxietileno
(-CH(OH)CHz) puede llevar un grupo de cadena lateral unido al sustituyente hidroxi. Un experto en la materia puede
adaptar facilmente las otras quimicas de enlace para proporcionar grupos de cadena lateral con carga positiva usando
métodos de sintesis convencionales.

En un aspecto, el transportador polimérico con carga positiva es un polipéptido que tiene grupos de ramificacion
(también denominados grupos de eficiencia). Como se usa en el presente documento, un grupo de eficiencia o grupo
de ramificacion es cualquier agente que tenga el efecto de promover la translocacion del transportador polimérico con
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carga positiva a través de un tejido o membrana celular. Los ejemplos no limitantes de grupos de ramificaciéon o
eficiencia incluyen VIH-TAT o VIH-TAT inversa (tal como se describe) o fragmentos de los mismos, el dominio de
transduccion de proteinas de Antennapedia, o un fragmento del mismo, o -(gly)n1-(arg)n2, en donde n1 es un nimero
entero de aproximadamente 0 a aproximadamente 20, o de 0 a aproximadamente 8, o de 2 a aproximadamente 5. n2
es independientemente un numero entero impar de aproximadamente 5 a aproximadamente 25, o de
aproximadamente 7 a aproximadamente 17, o de aproximadamente 7 a aproximadamente 13.

Otros aspectos de la divulgacion emplean fragmento de VIH-TAT o secuencias de VIH-TAT inversa que tienen la
férmula (gly)»-RGRDDRRQRRR-(gly)q (SEQ ID NO: 6), (gly)p-YGRKKRRQRRR-(gly)q (SEQ ID NO: 7) o (gly)e-
RKKRRQRRR-(gly)q (SEQ ID NO: 8) en donde p y q son cada uno independientemente un nimero enterode 0 a 20 y
el fragmento se une a la cadena principal a través del extremo C o el extremo N del fragmento. Los fragmentos de
VIH-TAT incluyen aquellos en los que p y g son cada uno independientemente numeros enteros de 0 a
aproximadamente 8, tal como de 2 a aproximadamente 5.

La cadena lateral o grupo de ramificacion con carga positiva puede ser el dominio de transduccién de proteinas (PTD)
de Antennapedia (Antp), o un fragmento del mismo que conserve la actividad. Estos son conocidos en la técnica, por
ejemplo, de Console et al., J Biol. Chem., vol. 278: 35109 (2003).

El transportador polimérico con carga positiva puede incluir grupos de ramificaciéon con carga positiva en una cantidad
de al menos aproximadamente el 0,05 %, como porcentaje del peso total del transportador, tal como de
aproximadamente el 0,05 a aproximadamente el 45 %, o de aproximadamente el 0,1 a aproximadamente el 30 %.
Para grupos de ramificacion con carga positiva que tienen la férmula -(gly)n1(arg)n2, la cantidad puede ser de
aproximadamente el 0,1 a aproximadamente el 25 %.

En determinados aspectos, la porciéon de cadena principal del transportador es una polilisina y los grupos de
ramificacion con carga positiva (como se han descrito anteriormente) se unen a los grupos amino de la cadena lateral
de lisina. La polilisina puede tener un peso molecular de aproximadamente 10.000 a aproximadamente 1.500.000, tal
como de aproximadamente 25.000 a aproximadamente 1.200.000, o de aproximadamente 100.000 a
aproximadamente 1.000.000. Puede ser cualquiera de las polilisinas disponibles en el mercado (Sigma Chemical
Company, San Luis, Misuri, EE.UU.) tal como, por ejemplo, polilisina que tiene un PM > 70.000, polilisina que tiene un
PM de 70.000 a 150.000, polilisina que tiene un PM de 150.000 a 300.000 y polilisina que tiene un PM > 300.000. La
seleccion de una polilisina adecuada dependera de los componentes restantes de la composicidn y sera suficiente
para proporcionar una carga positiva neta global a la composicidn y proporcionar una longitud que sea preferentemente
de una a cuatro veces la longitud combinada de los componentes con carga negativa.

En otros aspectos, el transportador es una cadena principal de polilisina o polietilenimina (PEI) relativamente corta
(que puede ser lineal o ramificada) y que tiene grupos de ramificacion con carga positiva. Dichos transportadores
pueden ser utiles para minimizar la agregacion descontrolada de la cadena principal y la toxina botulinica en una
composicion terapéutica, lo que provoca que la eficiencia del transporte disminuya drasticamente. Cuando el
transportador sea una cadena principal de polilisina o PEI lineal relativamente corta, la cadena principal tendra un peso
molecular inferior a aproximadamente 75.000, o inferior a aproximadamente 30.000, o inferior a aproximadamente
25.000. Cuando el transportador sea una cadena principal de polilisina o PEI ramificada relativamente corta, sin
embargo, la cadena principal tendra un peso molecular inferior a aproximadamente 60.000, o inferior a
aproximadamente 55.000, o inferior a aproximadamente 50.000. Si, sin embargo, se incluyen en la composicién
agentes de reparto como se describen en el presente documento, el peso molecular de las cadenas principales de
polilisina y PEI ramificadas puede ser de hasta aproximadamente 75.000, mientras que el peso molecular de las
cadenas principales de polilisina y PEI lineales puede ser de hasta aproximadamente 150.000.

Composiciones y formulaciones

Las composiciones de la invencion comprenden preferentemente una cantidad eficaz de una toxina botulinica. Una
"cantidad eficaz" es una cantidad suficiente para efectuar un resultado clinico beneficioso o deseado, por ejemplo, una
cantidad suficiente para reducir la hiperreactividad vascular en la piel. Una cantidad eficaz en cada realizacién se
basara en el serotipo de toxina botulinica, la forma de toxina utilizada (por ejemplo, di-cadenas complejas o purificadas)
y, en algunas realizaciones, factores individuales del paciente, incluyendo la edad, la afeccién que se ha de tratar (por
ejemplo, enrojecimiento, rubor, subtipo particular de rosacea), el tamafio del area de la piel que ha de tratarse y la
gravedad de los sintomas.

En algunas realizaciones, una cantidad eficaz es de aproximadamente 0,1 ng a aproximadamente 2,0 ng de
neurotoxina botulinica purificada (por ejemplo, serotipo A). La cantidad eficaz puede ser de aproximadamente 0,2 ng
a aproximadamente 1,5 ng, o de aproximadamente 0,5 ng a aproximadamente 1,0 ng de neurotoxina botulinica
purificada (por ejemplo, serotipo A o complejo de neurotoxina botulinica de Tipo A). La cantidad eficaz puede
combinarse en aproximadamente 0,5 ml a aproximadamente 10 ml de crema o gel, como se describe en el presente
documento, dependiendo del tamafio del area que necesita tratamiento.

Las composiciones para su uso en los métodos de la invencién se formulan para la aplicacion en la piel o el epitelio
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de sujetos o pacientes, es decir, seres humanos u otros mamiferos que necesitan el tratamiento particular. En general,
las composiciones se preparan mezclando la toxina botulinica con el transportador (descrito anteriormente) vy,
opcionalmente, con uno o mas diluyentes o excipientes farmacéuticamente aceptables adicionales. La relacion de
transportador a toxina botulinica puede estar en el intervalo de aproximadamente 10:1 a aproximadamente 1:10 en
masa (por ejemplo, aproximadamente 1:1). La relacion puede ser de aproximadamente 6:1 a aproximadamente 1,5:1,
respectivamente. En dichas realizaciones, el transportador es el péptido de la SEQ ID NO: 3, 4 0 5.

Las composiciones pueden contener otros ingredientes tipicos en composiciones farmacéuticas o cosmecéuticas
tépicas, incluyendo un excipiente, vehiculo o medio dermatolégicamente o farmacéuticamente aceptable, (es decir, un
excipiente, vehiculo o medio que sea compatible con los tejidos en los que se aplicaran). La expresion "dermatolégica
o farmacéuticamente aceptable”, como se usa en el presente documento, significa que las composiciones o
componentes de los mismos que se describen de este modo son adecuados para su uso en contacto con estos tejidos
0 para su uso en pacientes en general sin excesiva toxicidad, incompatibilidad, inestabilidad, respuesta alérgica, y
similares. Segun sea adecuado, las composiciones adecuadas para su uso en los métodos de la invencion pueden
comprender cualquier ingrediente utilizado convencionalmente en los campos en estudio, y en particular, en cosmética
y dermatologia. Las composiciones también pueden incluir una cantidad de un anién pequefio, preferentemente un
anion polivalente, por ejemplo, fosfato, aspartato, orcitrato.

En términos de su forma, las composiciones tépicas de toxina botulinica pueden incluir soluciones, emulsiones
(incluyendo microemulsiones), suspensiones, cremas, lociones, geles, polvos, pomadas u otras composiciones solidas
o liquidas tipicas utilizadas para la aplicacion en la piel y otros tejidos donde pueden usarse las composiciones. Dichas
composiciones pueden contener, ademas de la toxina botulinica y el transportador, otros ingredientes normalmente
utilizados en dichos productos, tales como antimicrobianos, humectantes y agentes de hidratacion, agentes de
penetracion, conservantes, emulsionantes, aceites naturales o sintéticos, disolventes, tensioactivos, detergentes,
emolientes, antioxidantes, fragancias, cargas, espesantes, ceras, absorbentes de olores, tintes, agentes colorantes,
polvos y, opcionalmente, incluyen anestésicos, aditivos contra el picor, extractos botanicos, agentes acondicionadores,
agentes oscurecedores o aclarantes, purpurina, humectantes, mica, minerales, polifenoles, siliconas o derivados de
la misma, protectores solares, vitaminas y productos fitomedicinales.

En determinadas realizaciones, las composiciones incluyen agentes gelificantes y/o agentes modificadores de la
viscosidad. Estos agentes generalmente se afiaden para aumentar la viscosidad de la composicion, de manera de
hacer que la aplicacion de la composicion sea mas facil y mas precisa. Adicionalmente, estos agentes ayudan a evitar
que la solucion acuosa de toxina botulinica/transportador se seque, lo que tiende a provocar una disminucién en la
actividad de la toxina botulinica. Son agentes de ejemplo aquellos que no tienen carga y que no interfieren con la
actividad de la toxina botulinica o la eficiencia de los complejos toxina-transportador al atravesar la piel. Los agentes
gelificantes pueden ser determinados agentes gelificantes a base de celulosa, tales como hidroxipropilcelulosa (HPC),
por ejemplo. En algunas realizaciones, el complejo toxina botulinica/transportador se formula en una composicion que
tiene un 2-4 % de HPC. Como alternativa, la viscosidad de una solucidon que contiene un complejo toxina
botulinica/transportador puede alterarse afiadiendo polietilenglicol (PEG). En otras realizaciones, la solucion de toxina
botulinica/transportador se combina con agentes viscosos premezclados, tales como el humectante Cetaphil®.

En determinadas realizaciones, la composicién comprende adicionalmente un diluyente a base de poloxamero. El
diluyente de poloxamero es un tensioactivo copolimérico susceptible de diluir proteina liofilizada y después gelificarse
a una viscosidad suficiente para su aplicacion y permanencia en un area cutanea definida. El poloxamero puede estar
presente de aproximadamente el 10 % al 20 %, por ejemplo, en solucién salina al 0,9 %. Aproximadamente al 15 %,
el poloxamero es termosensible. Es decir, la composicion permanecerd liquida a temperaturas de 20 °C o menos,
formandose un producto de gel a temperaturas en el intervalo de 20-35 °C para la aplicacién local.

Las composiciones de toxina botulinica pueden incluir opcionalmente agentes de reparto. Como se usa en el presente
documento, un "agente de reparto" es cualquier sustancia o aditivo que tenga la propiedad de evitar o minimizar la
agregacion no deseada o descontrolada de la toxina botulinica con los transportadores poliméricos con carga positiva.
Los agentes de reparto son particularmente utiles, por ejemplo, cuando se emplea una solucién concentrada de toxina
botulinica debido a limitaciones de volumen. En dichas realizaciones, el agente de reparto mantiene la toxina botulinica
dispersada, evitando de este modo la agregacién de la toxina que de otro modo se produciria sin el agente de reparto.
Generalmente, un agente de reparto es (1) no irritante, (2) no destruye la toxina botulinica, (3) no confiere ningun
aumento de la permeabilidad, (4) proporciona tamafnos de particulas fiables y estables, (5) no tiene carga y (6) no
interfiere con los complejos de la toxina y el transportador polimérico.

Un ejemplo de un agente de reparto adecuado es el etanol (EtOH). Por ejemplo, el EtOH puede estar presente a
menos del 20 % de la composicion, tal como menos del 5 % de la composicidon. A modo de ejemplo, si las restricciones
de volumen requieren la reconstitucion de 100 U de toxina botulinica en 0,5 ml de solucién, en lugar de 2,5 ml,
normalmente se observa que la toxina botulinica presentara una agregacion no deseable y, por tanto, una disminucién
de la actividad. Sin embargo, mediante la adicién de EtOH al 1 % como agente dispersante, se mantiene la actividad
completa incluso después de 24 horas a esta concentracion. Como otro ejemplo, el Botox® en una reconstitucion a
1,0 ml en NaCl al 0,9 % tiene actividad completa, mientras que la reconstitucion a 0,5 ml en EtOH al 1 % y EtOH al
5 % mas NaCl al 0,9 % produce soluciones con actividad completa.
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En determinadas realizaciones de la invencién, se afiaden puentes de oligo o polianién a las composiciones de toxina
botulinica para mejorar la complejacién de la toxina con un transportador con carga positiva. Dichos puentes son
particularmente utiles cuando los complejos de toxina botulinica se usan en las composiciones. Algunas de las
proteinas complejas tienen carga positiva y otras tienen carga negativa. Debido a que la distribuciéon exacta de los
componentes de la toxina varia dependiendo de la fuente de la toxina, puede ser que la toxina botulinica de
determinadas fuentes tenga una menor propension a la formacién de complejos con los transportadores poliméricos
con carga positiva que se describen en el presente documento. Sin embargo, mediante la adicion de un puente de
oligo o polianion a dichos complejos de toxina botulinica, la eficiencia y la eficacia de la administracién tépica aumentan
drasticamente. Los ejemplos adecuados de dichos puentes de oligo/polianion incluyen fosfato de sodio (5 %), PBS o
poli-L-aspartato al 5 % (por ejemplo, con un PM de 3000).

Las composiciones de acuerdo con la presente invencion pueden estar en forma de composiciones de liberacion
controlada o de liberacién sostenida, en donde la toxina botulinica y el transportador estan encapsulados o contenidos
de otro modo dentro de un material de manera que se liberen sobre la piel de manera controlada a lo largo del tiempo.
La toxina botulinica y el transportador pueden estar contenidos dentro de matrices, liposomas, vesiculas,
microcapsulas, microesferas y similares, o dentro de un material particulado sélido, todos los cuales se seleccionan
y/o se construyen para proporcionar la liberacién de la toxina botulinica a lo largo del tiempo. La toxina botulinica y el
transportador pueden encapsularse juntos (por ejemplo, en la misma capsula) o por separado (en capsulas
separadas).

Aplicacién de la composicion tépica

Las composiciones para su uso en un método de tratamiento, de acuerdo con la invencion, son administradas por, o
bajo la direccion de, un médico u otro profesional de la salud. Las composiciones pueden administrarse en un Unico
tratamiento o en una serie de tratamientos periddicos a lo largo del tiempo. Se espera que el efecto del tratamiento
dure aproximadamente 3, 4, 5 0 6 meses. Por tanto, la composicion tépica puede administrarse una vez o puede
administrarse repetidamente, o de forma habitual. La frecuencia del tratamiento puede variar, pero puede ser, por
ejemplo, una vez al mes, o de dos a diez veces al afio, tal como de dos a cinco veces al afio. Debido a que el
tratamiento no es irritante y no exacerba la afeccién subyacente, es posible el tratamiento a largo plazo durante 1, 2,
3 0 4 afios 0 mas si es necesario.

Para la entrega topica de toxina botulinica de acuerdo con los métodos que se describen en el presente documento,
una composicién como se ha descrito anteriormente se aplica por via topica en la piel en un sitio o sitios donde se
desea el efecto (por ejemplo, areas afectadas de la piel). En realizaciones donde ha de aplicarse una solucién acuosa
de toxina botulinica/transportador directamente en la piel, es preferible cubrir el area tratada (por ejemplo, con
humectante Cetaphil®) u ocluir el area tratada con una barrera (por ejemplo, Telfa), con el fin de evitar que la solucion
se seque, lo que conduciria a una disminucién de la actividad de la toxina. Debido a su naturaleza, muy
preferentemente, la cantidad de toxina botulinica aplicada debe aplicarse con cuidado, a una velocidad y frecuencia
de aplicacion que produzca el resultado deseado sin producir ningun resultado adverso o no deseado. En
consecuencia, por ejemplo, las composiciones topicas de la invencion deberian aplicarse a una velocidad de
aproximadamente 1 U a aproximadamente 20.000 U, preferentemente de aproximadamente 1 U a aproximadamente
10.000 U de toxina botulinica por cm? de superficie cutanea. Podrian emplearse dosis mas altas dentro de estos
intervalos preferentemente junto con materiales de liberacion controlada (por ejemplo, parches y similares), por
ejemplo, o permitiendo un tiempo de permanencia mas corto sobre la piel antes de la retirada.

En algunas realizaciones, el método para tratar a un paciente que tenga una afecciéon cutanea caracterizada por
hiperreactividad vascular comprende adicionalmente preparar la superficie cutanea antes de la aplicacion de la
composicion topica de toxina botulinica. En determinadas realizaciones, la preparacion de la superficie cutanea antes
de la aplicacion de la composicion de toxina botulinica/transportador promueve la eficacia de la solucion. Por ejemplo,
la introduccién de tensioactivos sobre la superficie de la piel con el fin de limpiar los aceites superficiales de la piel
antes de la aplicacion puede ser contraproducente, porque los tensioactivos parecen destruir la actividad de la toxina
botulinica. Esto ocurre incluso si la piel se lava posteriormente con agua varias veces antes de la aplicacién de la
solucion de toxina botulinica/transportador. Incluso los tensioactivos extremadamente suaves, tales como los que se
encuentran en las toallitas humedas para bebés, parecen provocar este fendmeno. En consecuencia, en determinadas
realizaciones, la piel se limpia previamente usando agua sola. El lavado solo con agua también parece mejorar el
transporte transdérmico de la toxina botulinica moderadamente.

Kits y dispositivos de entrega

La presente invenciéon proporciona dispositivos transdérmicos para tratar a un paciente que tenga una afeccion
cutanea caracterizada por hiperreactividad vascular. Dichos dispositivos contienen toxina botulinica y un transportador
como se describe en el presente documento. Dichos dispositivos pueden tener una construccion tan simple como un
parche cutaneo, o pueden ser dispositivos mas complicados que incluyan medios para dispensar y controlar la
dispensacion de la composicion y, opcionalmente, medios para controlar la afeccion del sujeto (por ejemplo, controlar
la reaccidn del sujeto a las sustancias que se dispensan). En una realizacion, la presente invencién proporciona un
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parche cutaneo que comprende una cantidad eficaz de una toxina botulinica y un transportador como se describe.

Los materiales para la construccion de dispositivos de entrega pueden ser aquellos que no conducen a una pérdida
de actividad de la solucion de toxina botulinica/transportador, ya sea a través de degradacion o adsorcién no deseada
de la toxina botulinica sobre una superficie del dispositivo. Dicho comportamiento no deseado se ha observado, por
ejemplo, cuando la toxina botulinica/transportador en una solucién acuosa entra en contacto con superficies de
polipropileno, pero no cuando la solucion de toxina botulinica/transportador entra en contacto con superficies de cloruro
de polivinilo (PVC).

Generalmente, las composiciones pueden preformularse y/o preinstalarse en un dispositivo o pueden prepararse mas
tarde, por ejemplo, usando un kit que comprenda los dos ingredientes (toxina botulinica y transportador) por separado,
pero que proporcione un mecanismo para combinarlos en el momento o antes del momento de la aplicacion. Por "junto
con" se entiende que los dos componentes (toxina botulinica y transportador) se administran en un procedimiento de
combinacién, que puede implicar combinarlos en una composicién, que posteriormente se administra al sujeto, o
administrarlos por separado, pero de manera que actlen juntos para proporcionar la entrega requerida de una cantidad
eficaz de la toxina botulinica.

Por ejemplo, una composicién que contiene el transportador puede aplicarse en primer lugar en la piel del paciente,
seguido de la aplicacién de un parche cutaneo u otro dispositivo que contenga la toxina botulinica. La toxina botulinica
puede incorporarse en forma seca en un parche cutaneo u otro dispositivo dispensador, mientras que el transportador
polimérico con carga positiva puede aplicarse en la superficie cutdnea en una crema o locién antes de la aplicacion
del parche de manera que los dos actuen juntos, dando como resultado la entrega transdérmica deseada. Por tanto,
las dos sustancias (transportador y toxina botulinica) actian en combinacion o pueden interactuar para formar una
composicion o combinacion in situ.

Por tanto, la presente invencién también proporciona un kit para tratar una afeccion cutanea caracterizada por
hiperreactividad vascular. El kit comprende una cantidad eficaz de una toxina botulinica, un transportador y un
diluyente, tal como un diluyente de poloxamero como se describe en el presente documento. En una realizacion, la
afecciéon cutanea es rosacea. En algunos aspectos, la toxina botulinica se acondiciona por separado de los otros
componentes del kit. Por ejemplo, la toxina botulinica puede liofilizarse y almacenarse en un vial separado del
transportador y/o diluyente. En otra realizacion, la toxina botulinica se acondiciona dentro de un dispositivo, por
ejemplo, un parche cutaneo.

En otro aspecto mas, el transportador polimérico con carga positiva se preformula en un liquido, gel, crema o similar
para su aplicacion en la piel o el epitelio de un paciente. En determinadas realizaciones, el kit puede comprender
adicionalmente utensilios y/o un aplicador para mezclar la toxina botulinica con el transportador polimérico con carga
positiva y diluyente y aplicar la mezcla tépica en un area afectada de la piel del paciente.

En otras realizaciones, el kit puede comprender componentes para mantener el area tratada entre o después de
tratamientos con neurotoxinas. Por ejemplo, el kit puede comprender un limpiador o limpiadores cutaneos suaves para
la piel para retirar el exceso de composicion de toxina botulinica después del tratamiento, una locién para reducir el
eritema, uno o mas tratamientos tdpicos adicionales para la rosacea y/o productos de proteccién solar con un FPS de
15 0o mas.

Por ejemplo, entre los tratamientos en el consultorio, puede proporcionarse a los pacientes el sistema o kit posterior
al tratamiento tépico con neurotoxina para mantener el area tratada. El kit comprende un limpiador cutaneo suave (que
el paciente puede aplicar por la mafiana y/o por la noche), una locion tépica para reducir el eritema (por ejemplo, el
sistema Anti-Eritema Eucerin® u otras lociones que contengan regaliz), que puede aplicarse después del limpiador
cutaneo suave y un protector solar de amplio espectro de SPF 15 o mayor (para proteger el area tratada durante el
dia). Por la noche, el paciente puede lavarse nuevamente con el limpiador suave, seguido de la administracion tépica
de uno o mas tratamientos topicos para la rosacea, tales como, por ejemplo, gel de metronidazol (USP que varia del
0,75 % al 1,0 %).

Los siguientes ejemplos se incluyen para ilustrar adicionalmente diversos aspectos de la invencion.
Ejemplos

Ejemplo 1: Formulacién tépica de neurotoxina botulinica

Una formulacion de ejemplo comprende: una toxina botulinica de tipo A purificada de 150 kDa, que es minimamente
inmunogénica y no contiene componentes animales o humanos; el péptido transportador (R-K-K-R-R-Q-R-R-R-G-
(K)15-G-R-K-K-R-R-Q-R-R-RSEQ ID NO: 5), que permite la entrega transcutanea de la toxina botulinica en la dermis
subyacente; y un diluyente a base de poloxamero, que actia como vehiculo para el transportador.

La toxina botulinica es producida por Clostridium botulinum (serotipo A - cepa Hall) en un cultivo de fermentacion y la
di-cadena totalmente activa compuesta por una cadena pesada de 100 kDa y una cadena ligera de 50 kDa se purifica
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del medio de cultivo. A diferencia del cosmético BOTOX® disponible en el mercado (Allergan), la neurotoxina purificada
de 150 kDa no se asocia a ninguna de las proteinas accesorias derivadas de bacterias ni se formula en albumina
sérica humana, hemaglutinina u otros componentes agrupados derivados de seres humanos.

La neurotoxina botulinica purificada se combina con el transportador peptidico en una relaciéon de aproximadamente
1:1 en masa y se diluye con solucidn salina tamponada con fosfato a 200 ml. La mezcla resultante se combina con
1,8 ml de diluyente a base de poloxamero (por ejemplo, Pluronic® Fl 27, Calidad FN, BASF Corp.). El diluyente de
poloxamero es un tensioactivo copolimérico susceptible de diluir proteina liofilizada y después gelificarse a una
viscosidad suficiente para su aplicacion y permanencia en un area cutanea definida. Al 15 % (cs con solucion salina
al 0,9 %), el poloxamero es termosensible. Es decir, la composicion permanecera liquida a temperaturas de 20 °C o
menos, formandose un producto de gel a temperaturas en el intervalo de 20-35 °C para la aplicacion local.

Ejemplo 2: Tratamiento del enrojecimiento facial con una composicién tépica de neurotoxina botulinica

Para el tratamiento del enrojecimiento facial, un vial que contiene 1 nanogramo de neurotoxina botulinica de tipo A
liofilizada se mezcla con un segundo vial que contiene un diluyente liquido que contiene transportador peptidico y el
diluyente a base de poloxamero (véase el Ejemplo 1). Los componentes se mezclan entre si para formar un gel viscoso
suave que se aplica por via tépica en las areas afectadas (por ejemplo, las mejillas de un paciente y las areas del
pliegue nasal).

Se espera que a las 2 semanas de tratamiento, el paciente notara una mejoria significativa, por ejemplo, del eritema
facial en reposo y en el ejercicio. Por ejemplo, después del tratamiento, el enrojecimiento sera solo ligeramente
perceptible en las areas de tratamiento general. Las telangiectasias pequenas solo seran ligeramente perceptibles
después del tratamiento con el gel topico de neurotoxina botulinica. También se espera que no haya signos visibles
de caida de la mejilla, que es un evento adverso notificado cuando se usa neurotoxina botulinica inyectable. Se espera
que los resultados persistan durante 2 meses o0 mas.

Ejemplo 3: Tratamiento de la rosacea con una composiciéon tépica de neurotoxina botulinica

Para el tratamiento de la rosacea, incluso con inflamaciéon moderada, eritema y papulas de la parte central de la cara,
se mezclan 1,2 nanogramos de neurotoxina botulinica de tipo A liofilizada con el péptido transportador y el diluyente
a base de poloxamero (Ejemplo 1). La composicion se aplica por via topica en todas las areas afectadas de la cara
central del paciente.

Se espera que aproximadamente 3 dias después del tratamiento, la afecciéon cutanea mejore rapidamente. Después
puede aplicarse una segunda aplicaciéon del gel topico de neurotoxina botulinica aproximadamente a las cuatro
semanas Yy la afeccion de la piel continuara mejorando. Cuatro meses después del segundo tratamiento, se espera
que el paciente permanezca casi libre de sintomas de rosacea (vasos sanguineos dilatados, papulas).
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REIVINDICACIONES

1. Una composicion tépica para su uso en un método de tratamiento de un paciente que tenga una afeccién cutanea
caracterizada por hiperreactividad vascular cutanea,

en donde la composicidn tépica se aplica en el area o las areas de la piel del paciente afectadas con dicha
hiperreactividad vascular, y

en donde la composicion topica comprende una cantidad de una neurotoxina botulinica eficaz para reducir la
vasodilatacion en la microvasculatura cutanea,

en donde dicha neurotoxina botulinica se asocia no covalentemente a un transportador peptidico con carga positiva
seleccionado entre Arg-Lys-Lys-Arg-Arg-GIn-Arg-Arg-Arg-Gly-(Lys)n-Gly-Arg-Lys-Lys-Arg-Arg-GIn-Arg-Arg-Arg
(SEQ ID NO: 3); Arg-Arg-Arg-GIn-Arg-Arg-Lys-Lys-Arg-Gly-(Lys)n-Gly-Arg-Arg-Arg-GIn-Arg-Arg-Lys-Lys-Arg (SEQ
ID NO: 4), donde n es un numero entero de 5 a 20; y Arg-Lys-Lys-Arg-Arg-GlIn-Arg-Arg-Arg-Gly-(Lys)15-Gly-Arg-
Lys-Lys-Arg-Arg-GIn-Arg-Arg-Arg (SEQ ID NO: 5), para transportar la neurotoxina botulinica a la microvasculatura
cutanea.

2. La composicion tépica para su uso de acuerdo con la reivindicacion 1, en donde la afeccion cutanea es una o mas
seleccionadas entre enrojecimiento, rubor y rosacea.

3. La composicion topica para su uso de acuerdo con la reivindicacion 2, en donde dicha rosacea es de un tipo
seleccionado entre uno 0 mas de rosacea eritematosa-telangiectasica, rosacea papulopustulosa, rosacea fimatosa y
rosacea ocular.

4. La composicion topica para su uso de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, en donde la
neurotoxina botulinica es un serotipo seleccionado entre los serotipos de neurotoxina botulinica A, B, C, D, E, F o G.

5. La composicion tdpica para su uso de acuerdo con la reivindicacion 4, en donde la neurotoxina botulinica es del
serotipo A.

6. La composicion topica para su uso de acuerdo con la reivindicacion 5, en donde la neurotoxina botulinica deriva de
la cepa Hall.

7. La composicion topica para su uso de acuerdo con la reivindicacion 1, en donde la neurotoxina botulinica es parte
de un complejo que tiene un peso molecular que varia de 450 kDa a 900 kDa.

8. La composicion tépica para su uso de acuerdo con la reivindicacion 5, en donde la neurotoxina botulinica se purifica
y tiene un peso molecular de 150 kDa.

9. La composicion topica para su uso de acuerdo con la reivindicacion 8, en donde la cantidad eficaz de neurotoxina
botulinica es de 0,1 ng a 2,0 ng de neurotoxina botulinica purificada por 0,5 ml a 10 ml de crema o gel.

10. La composicion tépica para su uso de acuerdo con la reivindicacion 8, en donde la cantidad eficaz de neurotoxina
botulinica es de 1 U a aproximadamente 20.000 U de toxina botulinica por cm? de superficie cutanea.

11. La composicion tdpica para su uso de acuerdo con la reivindicacion 10, en donde la cantidad eficaz de neurotoxina
botulinica es de 1 U a aproximadamente 10.000 U de toxina botulinica por cm? de superficie cutanea.

12. La composicion tépica para su uso de acuerdo con la reivindicacion 7 u 8, en donde el transportador peptidico con
carga positiva se selecciona entre Arg-Lys-Lys-Arg-Arg-Gln-Arg-Arg-Arg-Gly-(Lys)n-Gly-Arg-Lys-Lys-Arg-Arg-GIn-
Arg-Arg-Arg (SEQ ID NO: 3); y Arg-Arg-Arg-GIn-Arg-Arg-Lys-Lys-Arg-Gly-(Lys)n-Gly-Arg-Arg-Arg-Gin-Arg-Arg-Lys-
Lys-Arg (SEQ ID NO: 4), donde n es un niumero entero de 10 a 20.

13. La composicion topica para su uso de acuerdo con la reivindicacion 7 u 8, en donde el transportador peptidico con
carga positiva es Arg-Lys-Lys-Arg-Arg-GIn-Arg-Arg-Arg-Gly-(Lys)1s-Gly-Arg-Lys-Lys-Arg-Arg-Gin-Arg-Arg-Arg (SEQ
ID NO: 5).

14. La composicion topica para su uso de acuerdo con la reivindicacién 12 o 13, en donde la composicion comprende
adicionalmente un diluyente a base de poloxamero.

15. La composicién topica para su uso de acuerdo con la reivindicacion 14, en donde el diluyente a base de poloxamero
esta presente del 10 % al 20 % en volumen.

16. La composicion topica para su uso de acuerdo con la reivindicacién 15, en donde el diluyente a base de poloxamero
esta presente al 15 % en volumen.

17. La composicion tépica para su uso de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 16, en donde dicha
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neurotoxina botulinica en la composicién se produce mediante una técnica recombinante.

18. La composicion topica para su uso de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 3 a 17, en donde dicho
paciente tiene rosacea, pero no rinofima.

19. Un parche cutaneo que comprende la composicion topica como se define en una cualquiera de las reivindicaciones
12 a 18 y un parche para la piel.

20. Un kit para tratar una afecciéon cutanea caracterizada por hiperreactividad vascular, comprendiendo el kit una
composicién tépica como se define en una cualquiera de las reivindicaciones 12 a 18, que comprende adicionalmente
uno o mas componentes seleccionados entre un limpiador o limpiadores cutaneos suaves para retirar el exceso de
composicion de toxina botulinica después del tratamiento, una locion para reducir el eritema, uno o mas tratamientos
topicos adicionales para la rosacea y productos de proteccion solar con un FPS de 15 o més.

21. Uso de una composicion como se define en una cualquiera de las reivindicaciones 12 a 18, en la fabricacion de
un medicamento para tratar a un paciente que tenga una afeccién cutanea caracterizada por hiperreactividad vascular
cutanea.

22. Un método no terapéutico para tratar a un paciente que tenga una afeccion cutdnea caracterizada por
hiperreactividad vascular cutanea, que comprende aplicar una composicién topica en el area o las areas afectadas de
la piel del paciente, en donde la composicién topica es como se define en una cualquiera de las reivindicaciones 12 a
18.
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