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DESCRIPCION
Composicion farmacéutica que comprende una neurotoxina botulinica y usos de la misma
Campo de la invencion

La invencion se refiere a la medicina, concretamente a la preparacion de una composicidon farmacéutica que
comprende una neurotoxina botulinica para su uso en la practica clinica, preferiblemente en cardiologia para el
tratamiento de arritmias cardiacas.

Antecedentes de la invencion

Actualmente, la neurotoxina botulinica mas utilizada es la neurotoxina botulinica tipo A (toxina botulinica tipo A). Esta
neurotoxina se produce durante la fermentacién en presencia de cepas de Clostridium botulinum.

En la practica clinica, se utilizan pocos farmacos a base de toxina botulinica tipo A como Botox (Botox), Dysport
(Dysport), Kseomin (Xeomin) o Lantoks (Lantox). Hay una serie de aplicaciones terapéuticas registradas para estos
farmacos en varios paises y hay aplicaciones terapéuticas que se encuentran actualmente en desarrollo y aun no
estan registradas (Sheng-Ghen, 2012, Toxins, -Clinical Uses of Botulinum-Neurotoxins: Current Indications, Limitations
and Future Developments, 4, 913-939). Las aplicaciones documentadas por la Administracion de Drogas y Alimentos
de los Estados Unidos (FDA) incluyen: en oftalmologia: tratamiento del estrabismo; en neurologia: tratamiento del
blefaroespasmo, espasmo hemifacial, torticolis espasmadica (distonia cervical), migrafia crénica (cranealgia), detrusor
hiperactivo, espasmo muscular local en adultos y nifios mayores de 2 afios (incluyendo paralisis cerebral y
espasticidad), hiperhidrosis axilar, hipersalivacion; en medicina estética: eliminacion de arrugas faciales; en urologia:
tratamiento de los trastornos del tracto urinario inferior; en gastroenterologia: tratamiento de los trastornos del tracto
gastrointestinal; en otorrinolaringologia: tratamiento de la disfonia espasmaddica.

Actualmente se encuentran en estudio las siguientes aplicaciones de farmacos basados en la toxina botulinica tipo A:
en odontologia: tratamiento de la disfuncion de la articulacién temporomandibular; en neurologia: tratamiento del dolor
musculoesquelético crénico y neuropatia diabética; en ginecologia: tratamiento del vaginismo; en cirugia del trauma y
general: mejora de la cicatrizacion de heridas; en cardiologia: tratamiento de arritmias cardiacas.

Las arritmias cardiacas son un grupo complejo y extendido de eventos cardiacos. El Unico tratamiento quirdrgico
efectivo y racional de esta enfermedad es la ablacion por radiofrecuencia (quema de areas arritmogénicas del corazén
mediante corriente eléctrica de alta frecuencia). Sin embargo, este procedimiento no es suficientemente efectivo
(menos del 60 %) y tiene un alto riesgo de complicaciones como hemopericardio, fistula transesofagica, posablacion,
aleteo auricular, paresia del nervio frénico, trombo mural, etc. en mas del 30 % de los casos (Camm vy col., 2010,
Guidelines for the management of atrial fibrillation European Heart Journal, 31, 2369-2429).

Existen publicaciones recientes dedicadas al tratamiento de las arritmias cardiacas con neurotoxina botulinica, pero
los efectos sobre la supresion de la fibrilacion auricular no duraron mas de una semana. (Oh y col., 2011, Botulinum
Toxin Injection in Epicardial Autonomic Ganglia Temporarily Suppresses Vagally Mediated. Atrial Fibrillation. Circ
Arrhythm. Electrophysiol., 4, 560-565). La duracion de este efecto no es aceptable en la practica clinica.

Actualmente, los fabricantes de farmacos basados en la toxina botulinica estan involucrados en el desarrollo del uso
de agentes estabilizantes como varias proteinas, aminoacidos, polisacaridos y otros componentes para mejorar la vida
util de la toxina y su administracion efectiva al 6rgano diana.

Se han desarrollado composiciones farmacéuticas que comprenden una neurotoxina botulinica, seleccionada entre
los diversos serotipos botulinicos A, B, C, D. E, F o Gy S, y poliamina acida, seleccionados del grupo que comprende
polilisina, poliarginina, polihistidina o poliornitina (solicitud de patente RU 2011125775A; WO 2010/07842).

Se han desarrollado otras composiciones farmacéuticas que comprenden una toxina botulinica tipo A en una cantidad
de 6 pg a 30 ng con una actividad bioldgica de aproximadamente 50-250 Unidades de LDso (Dosis Letal, 50 %), y
componentes adicionales, como tampdén de pH, excipiente, diluyente, un agente crioprotector y/o un estabilizador,
seleccionados de entre acido hialurénico, polivinilpirrolidona o polietilenglicol (patente RU 2453333 C2, WO
2008/000490).

Sin embargo, esas composiciones conocidas no tienen una accion prolongada, ni aumentan el efecto terapéutico de
la toxina botulinica y no estan destinadas a tratar arritmias cardiacas. Esas formulaciones tienen una exposicion
insuficiente en los tejidos del corazén para un efecto éptimo y pueden tener la rapida eliminacién del principio activo
en la circulacion sistémica.

Una composicion farmacéutica liquida que comprende: (a) complejo de neurotoxina botulinica (tipo A, B, C, D, E, Fo
G) o neurotoxina botulinica de alta pureza (tipo A, B, C, D, E, F o G) en concentraciones de 50 a 10.000 unidades LDso
por 1 ml de solucién, (b) un agente estabilizante que comprende un tensioactivo (SAS), preferiblemente polisorbato
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80 en una cantidad de 0,005 a 0,02 % en volumen, (c) cloruro de sodio como agente cristalino en una concentracion
de 0,15 a 0,3 M, (d) un disacarido, preferiblemente sacarosa, a una concentracion 10 - 20 mM, (d) un tampoén,
principalmente histidina, para mantener el pH de 5,5 a 7,5 y agua también se ha desarrollado (patente RU 2407541
C2, WO 2006/005910 ). US 2012/141532 A1 describe el uso de una formulacion de toxina botulinica, donde la
formulacion comprende un vehiculo mucopolisacarido tal como acido hialurénico. Sin embargo, esas composiciones
conocidas no estan destinadas a tratar trastornos del ritmo cardiaco y se dice que inducen efectos estabilizadores
sobre la toxina botulinica sin ninguna indicacién o sugerencia de accion prolongadora o reduccién de la dosis
terapéutica y efectos secundarios. Por tanto, existen importantes necesidades de nuevas estrategias de tratamiento
de las arritmias cardiacas, en particular la fibrilacién auricular, que conducirian a efectos duraderos y limitarian los
posibles efectos secundarios.

Resumen de la invencion

La invencion se refiere a composiciones farmacéuticas de neurotoxinas botulinicas utiles para el tratamiento de
arritmias cardiacas, que tienen en particular un efecto terapéutico elevado, un efecto duradero aumentado y efectos
secundarios reducidos.

El Solicitante ha descubierto inesperadamente que las composiciones de la invencion alcanzan una actividad
farmacolégica aumentada de la toxina botulinica tipo A, un efecto terapéutico deseado ya alcanzado con una Unica
dosis, una prolongacioén del efecto de la toxina botulinica, al tiempo que reduce los efectos secundarios de la toxina
botulinica. Ademas, las composiciones de la invencién permiten preparar composiciones con las propiedades
deseadas para la medicina personalizada directamente en la clinica y presentan una actividad prolongada cuando se
mantienen en la solucion lista para la introduccion.

Un primer aspecto de la invencion proporciona una composicién que contiene toxina botulinica, en particular toxina
botulinica tipo A, y un mucopolisacarido seleccionado del grupo que consiste en quitosano tomado en una relacién en
peso de 1:(de 10° a 10°), preferiblemente 1:(de 10% -108) y un excipiente farmacéuticamente aceptable con los
siguientes componentes:

toxina botulinica 1-200U/mi
mucopolisacarido 0,1 -50 mg/ ml
solucion salina 0,1-50 ml.

Un segundo aspecto de la invencion se refiere a una formulacién farmacéutica segun la invencién para su uso como
medicamento.

Un tercer aspecto de la invencion se refiere al uso de una composicién segun la invencién para la preparacion de una
preparacién farmacéutica para la prevencion y/o el tratamiento de arritmias cardiacas, en particular fibrilacién auricular
o hipertensién arterial.

Un cuarto aspecto de la invenciéon se refiere a un procedimiento para prevenir y/o tratar arritmias cardiacas, en
particular fibrilaciéon auricular, o hipertension arterial en un sujeto que lo necesite, comprendiendo dicho procedimiento
administrar una formulacion farmacéutica segun la invencion en dicho sujeto.

Un quinto aspecto de la invencién se refiere a un kit medicinal que comprende en forma compartimental un primer
compartimento o serie de compartimentos que comprende una composicién segun la invenciéon y un segundo
compartimento o serie de compartimentos que comprende una jeringa para inyeccion con instrucciones de uso.

Un sexto aspecto de la invencion se refiere a un kit medicinal para la preparacion de una composicién segun la
invenciéon, que comprende en forma compartimental un primer compartimento o serie de compartimentos que
comprende una solucién de toxina botulinica y un segundo compartimento o serie de compartimentos que comprende
un polvo de quitosano y opcionalmente un vial para la preparacion de la formulacién con instrucciones de uso.

Descripcion de las figuras
[0020]

La Figura 1 representa el efecto de las composiciones farmacéuticas de la invencion representado por el cambio
en el umbral de electroestimulacién (medido en voltios) de los musculos femorales de rata en comparaciéon con una
formulaciéon comercial (Xeomin) y con formulaciones comparativas que comprenden toxina botulinica y otro
mucopolisacarido, como se describe en el Ejemplo 9. A: Formulacién N° 2 (-Quitosano); B: Formulacion N° 6 (-
Nadroparina); C: Formulacién comparativa N° 11 (- Hialuronato de sodio); D: Formulacion comparativa N° 4 (-
Heparina); (-----) Xeomin

La Figura 2 representa el efecto y su duracion de una composicion farmacéutica de la invencion representada por
el cambio en el umbral de electroestimulacion (medido en Voltios) de los musculos femorales de rata en comparacion
con una composicion que contiene disacarido y toxina botulinica A, segun la descripcion de la patente RU 2407541
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como se describe en el Ejemplo 11.

La Figura 3 muestra los efectos comparativos de dos composiciones farmacéuticas de la invencién a diferentes
concentraciones de quitosano representados por el cambio en el umbral de electroestimulacién (medido en Voltios)
de los musculos femorales de rata con los de una composicién comercial (Xeomin), como se describe en el Ejemplo
13. (- - - Xeomin), (-Formulacién N° 1), (.... Formulacién N° 2).

La Figura 4 muestra imagenes de una inyeccion de contraste [Visipaque™ (iodixanol)] en los paniculos adiposos
epicardicos que contienen el PG anterior derecho (A), inferior derecho (B) y superior izquierdo (C) como se describe
en el Ejemplo 12. Aguja de salida del catéter en el espacio pericardico (D).

La Figura 5 muestra el umbral de estimulacién medido por el cambio en el umbral de electroestimulacién (medido
en Voltios) de los musculos femorales de rata que indujeron FA como se describe en el Ejemplo 11. (- - - - referencia),
( Xeomin), ( formulacion N° 2).

La Figura 6 muestra un ejemplo de administracion de una composicién de la invencion en el area visible de los
cuatro paniculos adiposos epicardicos principales. A: El primer paniculo adiposo epicardico de la auricula izquierda
se localiza por delante de la vena pulmonar superior derecha (VP) y corresponde al plexo ganglionar (PG) anterior
derecho; B: el segundo paniculo adiposo epicardico se localiza inferoposterior a la vena pulmonar inferior derecha
y corresponde al PG inferior derecho; C: el tercer paniculo adiposo se localiza por delante de la VP superior izquierda
y la VP inferior izquierda (entre las VP y la orejuela auricular izquierda (OAl)) y corresponde al PG del tracto de
Marshall y al PG superior izquierdo; y D: el cuarto paniculo adiposo se localiza por debajo de la VP inferior izquierda
y se extiende posteriormente y corresponde al PG inferior izquierdo. La punta de la aguja se coloca manualmente
en varios puntos de la superficie epicardica de los paniculos adiposos bajo control visual directo para garantizar una
inyeccion optima.

Descripcion detallada

El término «toxina botulinica» se refiere a cualquier tipo de toxina botulinica seleccionada de los tipos A, B, E, Fy G.
La toxina botulinica (BTX) actua bloqueando la liberaciéon de acetilcolina desde el terminal presinaptico de la union
neuromuscular. Se han descrito siete toxinas botulinicas antigénicas distintas (BTX-A, B, C, D, E, F y G) producidas
por diferentes cepas de Clostridium botulinum. El sistema nervioso humano es susceptible a 5 serotipos de toxinas
(BTX-A, B, E, F, G) y no se ve afectado por 2 (BTX-C, D). Las neurotoxinas botulinicas se producen como polipéptidos
inactivos de 150 kDa, que se escinden mediante proteasa bacteriana similar a la tripsina para generar la forma activa
bicatenaria de la toxina. La proporcién de toxina simple a bicatenaria depende del serotipo de la toxina y de si la cepa
bacteriana expresa o no la proteasa apropiada. Las cadenas pesadas (H) de 100 kDa y las cadenas ligeras (L) de 50
kDa estan unidas por enlaces disulfuro termolabiles y fuerzas no covalentes. Las cadenas H y L se disocian con el
calor y la ebullicion, lo que inactiva la toxina porque la neurotoxicidad requiere tanto cadenas H como L.

El término «toxina botulinica tipo A» se refiere a cualquier producto disponible comercialmente basado en la toxina
botulinica tipo A que se puede usar de acuerdo con la invencion, por ejemplo, «<BOTOX™», «Dysport™y,
«Kseomin™y», «Lantoks ™y, etc.

La toxina botulinica de serotipo A tiene tipicamente un peso molecular de aproximadamente 150 kDa y es una proteina
en forma de polipéptido de doble cadena que consiste en la cadena pesada y en la cadena ligera que estan conectadas
por un puente disulfuro. En los seres humanos, la cadena pesada provoca la fijacion con terminales nerviosas
colinérgicas presinapticas y la captacion celular de la toxina. Se cree que la cadena ligera es responsable de los
efectos téxicos, actuando como zinc-endopeptidasa y dividiendo proteinas especificas responsables de la fusion de
membranas. Al interrumpir el procedimiento de fusién de la membrana dentro de la célula, la toxina botulinica impide
la liberacién de acetilcolina en la hendidura sinaptica. El efecto completo de la toxina botulinica en la transmision
neuromuscular interrumpe la transmision neuromuscular y, de hecho, desnerva los musculos. La toxina botulinica
también tiene actividad en otras sinapsis colinérgicas periféricas, provocando la disminucién de la salivaciéon y la
sudoracion. El serotipo A de la toxina botulinica se puede obtener mediante purificacion y aislamiento a partir de un
cultivo de la bacteria Clostridium botulinum tal como se describe en la patente EE.UU. 7.189.541 (procedimiento de
produccién de toxina botulinica); patente EE.UU. 6.818.409 (Aislamiento y purificacién de toxinas de Clostridium
botulinum) o producirse de forma recombinante como se describe en la patente EE.UU. 6.967.088 (Proteinas de toxina
botulinica recombinante soluble).

El término «quitosano» se refiere a derivados de quitina obtenidos por N-desacetilacién alcalina parcial o sustancial
de la quitina, también denominada poli(N-acetil-D-glucosamina), que es un biopolimero natural que se puede extraer
de los caparazones de crustaceos, como camarones, cangrejos y otros crustaceos marinos, incluidos Pandalus
borealis y paredes celulares de hongos como, por ejemplo, los descritos en Kumar, 2000, Reactive and Functional
Polymers, 46(1), 1-27 y Yogeshkumar, 2013, International Journal of Research in Pharmaceutical and Biomedical
Sciences, 4(1), 312-331; Davis y col., 1984, J. Gen. Microbiol., 130(8):2095-102.

El quitosano, como material natural, ha sido ampliamente investigado en este campo debido a su similitud estructural
con los glicosaminoglicanos (GAG), que son los componentes de la matriz extracelular (MEC). El quitosano, el
derivado parcialmente desacetilado de la quitina, es un polisacarido lineal, compuesto por conjuntos de glucosamina
y N-acetilglucosamina unidas por enlaces B (1-4) glicosidicos. Por sus estructuras, los quitosanos son similares a un
polimero que recubre la intima vascular y tienen una biocompatibilidad total con los tejidos humanos, caracterizados
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por una baja toxicidad (Chao Deng y col., 2010, Macromol. Symp., 297, 138-146).

Segun una realizacion particular, los quitosanos de la invencién son de origen de caparazon de cangrejo y se obtienen
después de un procedimiento de trituracion mecanica y desacetilacion. Segun oftra realizacion particular, los
quitosanos de la invencion tienen un grado de desacetilacién de aproximadamente un 85 % a aproximadamente un
100 %.

Segun otra realizacion particular, los quitosanos de la invencion tienen un peso molecular medio (Mw) de
aproximadamente 100 kDa a aproximadamente 1.000 kDa.

El término «heparina» se refiere a un mucopolisacarido que tiene accion directa anticoagulante y tiene un peso
molecular comparable al peso molecular de la toxina botulinica. Puede extraerse de pulmén bovino triturado o
producirse de forma recombinante como se describe en Linhardt y col., 2012, Curr. Opin. Pharmacol., 12(2): 217-219.

El término «Nadroparina» se refiere a un mucopolisacarido que tiene accion anticoagulante directa y es una heparina
de bajo peso molecular con un peso molecular de mas de un orden de magnitud menor que el de la toxina botulinica.
Puede aislarse de tejido de mamiferos (patente EE.UU. 2.884.358 o sintetizarse a partir de precursores de azucar
UDP como un polimero de residuos alternos de acido D-glucurénico y N-acetil-D-glucosamina (Hazardous Substances
Data Bank (HSDB®).

Composiciones

La invencion proporciona composiciones farmacéuticas y procedimientos para tratar un sujeto, en particular un sujeto
mamifero, y mas particularmente un paciente humano que padece arritmias cardiacas, en particular fibrilacion auricular
o un riesgo de desarrollar arritmias cardiacas, en particular fibrilacién auricular.

En una realizacién particular, la invencién proporciona composiciones farmacéuticas de la invencién para su uso como
medicamento.

Las composiciones farmacéuticas de la invencion pueden comprender ademas uno o mas ingredientes adicionales
farmacéuticamente aceptables tales como estabilizantes, agentes antimicrobianos, tampones, agentes colorantes,
adyuvantes y similares.

Las composiciones segun la invencién, junto con un adyuvante, vehiculo, diluyente o excipiente empleado
convencionalmente, pueden colocarse en forma de composiciones farmacéuticas y dosis unitarias de los mismos, y
en dicha forma pueden emplearse como sdlidos, tales como implantes o capsulas cargadas o liquidos tales como
soluciones, suspensiones, emulsiones, elixires o capsulas cargadas con los mismos, en la forma de soluciones
inyectables estériles para uso parenteral (incluso subcutaneo) mediante inyeccidon o infusién continua. Las
composiciones inyectables se basan tipicamente en una solucion salina estéril inyectable o una solucion salina
tamponada con fosfato, u otros vehiculos inyectables conocidos en la técnica. Dichas composiciones farmacéuticas y
formas de dosificacion unitarias de las mismas comprenden ingredientes en proporciones convencionales, con o sin
compuestos o principios activos adicionales, y dichas formas de dosificacion unitarias pueden contener cualquier
cantidad efectiva adecuada del principio activo proporcional al intervalo de dosis prevista que se va a emplear. Segun
una realizacion particular, las composiciones segun la invencién son inyectables.

Materiales adicionales, asi como técnicas de procesamiento de la formulacion y similares, se exponen en la Parte 5
de la obra de Remington «The Science and Practice of Pharmacy», 22a Edicion, 2012, University of the Sciences in
Philadelphia, Lippincott Williams & Wilkins, que se incorpora en esta invencion como referencia.

Segun un aspecto, para el excipiente farmacéuticamente aceptable, se usa preferiblemente solucién salina (por
ejemplo, cloruro de sodio al 0,9 %). Las composiciones de la invencidon pueden incluir opcionalmente componentes
adicionales, tales como agente tamponador de pH, excipiente, agente crioprotector diluyente y/o estabilizador.

Segun un aspecto, las composiciones de la invencion comprenden una composicion segun una cualquiera de las
reivindicaciones 1 a 4, donde la relacién en peso de neurotoxina botulinica, en particular toxina botulinica A, a
mucopolisacarido es de aproximadamente 1:1,5x107 a aproximadamente 1:5x107, por ejemplo 1:4,4x107.

Segun otro aspecto, las composiciones de la invencion comprenden una composiciéon segun una cualquiera de las
reivindicaciones 1 a 4, donde la relacién en peso de neurotoxina botulinica, en particular toxina botulinica A, a
mucopolisacarido es de aproximadamente 1:1,5x107 a aproximadamente 1:5x107, por ejemplo 1:76x107.

Segun un aspecto, las composiciones de la invencion comprenden una dosis de aproximadamente 20 a
aproximadamente 200 Ul de toxina botulinica (tipicamente 50 Ul), en particular toxina botulinica A, para 1
procedimiento de inyeccion.

Segun otro aspecto, las composiciones de la invencidon se encuentran en forma de dosificacion de voliumenes de
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procedimiento de inyeccion de 2.000 pL.
Modo de administracion

Las composiciones de esta invencion se pueden administrar de cualquier manera incluyendo, en particular, en el area
epicardica (notablemente en el area visible de los paniculos adiposos epicardicos principales) en caso de tratamiento
de la fibrilacién auricular. En ciertas realizaciones, también se puede usar una composicion de diferentes rutas de
administracion. Pueden usarse procedimientos tales como la administracion intramiocardica mediante catéteres
endovasculares de inyeccion, infusidn intravascular en la arteria que alimenta al érgano diana (corazoén, rifién) para la
administraciéon de las composiciones de la invencion.

La dosis exacta de las composiciones la determina facilmente un experto en la técnica dependiendo de una variedad
de factores, que incluyen propiedades farmacocinéticas, condiciones y caracteristicas del paciente (sexo, edad, peso
corporal, salud, tamafio), extension de los sintomas, tratamientos concurrentes, frecuencia de tratamiento y el efecto
deseado.

Segun una realizacién, las composiciones de la invencién se administran antes o al comienzo de la cirugia de injerto
de derivacion de arteria coronaria. Segun una realizacion, después de la etapa principal de la cirugia, las
composiciones de la invencion se inyectan en toda el area visible de los cuatro paniculos adiposos epicardicos
principales (como se ilustra en la Figura 6).

Segun una realizacién adicional, las composiciones de la invencion se administran a una dosis de toxina botulinica de
aproximadamente 50 U/1 ml en al menos un paniculo adiposo epicardico, preferiblemente en cada paniculo adiposo.

Combinacion

Segun la invencién, las formulaciones farmacéuticas de la invencion se pueden administrar solas o en combinacion
con un co-agente util en la prevencién y/o tratamiento de arritmias cardiacas, en particular fibrilacion auricular o
hipertensién arterial, por ejemplo, un co-agente seleccionado de una sustancia antiarritmica de clases |, Il, 11l (tal como
procainamida, amidaron, sotalol).

La invencion abarca la administracion de una formulacion farmacéutica a un individuo antes, simultanea o
secuencialmente con otros regimenes terapéuticos/profilacticos o co-agentes en la prevencion o tratamiento de
arritmias cardiacas, en particular fibrilacion auricular o hipertension arterial (por ejemplo, régimen combinado), en una
cantidad terapéuticamente efectiva. Una formulacién farmacéutica que se administra simultdneamente con dichos co-
agentes se puede administrar en la misma composicion o composiciones diferentes y mediante la misma o diferentes
vias de administracion.

Pacientes

En una realizacion, los pacientes segun la invencién son pacientes que padecen un trastorno seleccionado entre
arritmia cardiaca, en particular fibrilacion auricular e hipertensién arterial.

En otra realizacion, los pacientes segun la invencién son pacientes con riesgo de sufrir un trastorno seleccionado entre
arritmia cardiaca, en particular fibrilacion auricular, por ejemplo pacientes sometidos a cirugia de injerto de derivacion
de arteria coronaria (CABG), cirugia de valvula cardiaca u otra cirugia a corazén abierto, que se asocian con un riesgo
del 30 % de fibrilacion auricular en el periodo postoperatorio temprano (Filardo y col., 2009, Circ. Cardiovasc. Qual.
Qutcomes, 2:164-169).

En una realizacién particular, los pacientes segun la invencion son pacientes que padecen arritmia cardiaca.

En una realizacién particular, los pacientes segun la invencion son pacientes que padecen de hipertension arterial.
Uso segun la invencion

De acuerdo con un aspecto de la presente invencion, se proporciona un procedimiento para inducir una disminucion
de las arritmias cardiacas, en particular de la fibrilaciéon auricular en un sujeto mediante el uso de una formulacién o
combinacion como se describe en esta invencion.

De acuerdo con otro aspecto de la presente invencion, se proporciona un procedimiento para inducir una disminucion
en la liberacién de renina y/o presion sanguinea en un sujeto que lo necesita, mediante el uso de una formulacién o
combinacién como se describe en esta invencion.

La formulaciéon o combinacién segun la invencién se administra en una cantidad y de acuerdo con un régimen de
dosificacion que sea efectivo para inducir una disminucién de las arritmias cardiacas y/o de la presion arterial.

En otra realizacién de la invencion se proporciona un procedimiento para evitar, reprimir o tratar arritmias cardiacas,
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en particular en fibrilacion auricular, o hipertension arterial, comprendiendo dicho procedimiento administrar a un sujeto
que lo necesite una cantidad terapéuticamente eficaz de una formulacién farmacéutica segun la invencion. Segun otro
aspecto, las formulaciones de las invenciones podrian ser utilizadas en diferentes areas de la medicina, donde solo
se usa toxina botulinica, es decir, no solo para el tratamiento de trastornos del ritmo cardiaco, ya que el principal efecto
que logran las formulaciones de la invencion es un bloqueo de la liberacion del neuromediador del terminal presinaptico
del sistema nervioso y no hay diferencias histoldgicas y citolégicas principales entre estas composiciones sinapticas
en otras zonas del cuerpo humano.

Segun un aspecto, las formulaciones de la invencion deben administrarse en PG intramiocardicos y paniculos adiposos
epicardicos.

Procedimiento de preparacion de formulaciones de lainvencién
Las composiciones de la invencidon se pueden preparar mezclando soluciones acuosas de los componentes en
proporciones predeterminadas.

La ventaja de una formulacion de la invencion es que se puede preparar a partir de toxina botulinica pura de tipo A o
de un producto disponible comercialmente a base de toxina botulinica de tipo A que permita la preparacion de la
solucion requerida a partir de los componentes disponibles directamente en la practica clinica.

Las formulaciones de la invenciéon permiten lograr un aumento en el efecto de la toxina botulinica de tipo A, al tiempo
que reducen los efectos secundarios del efecto sistémico y producen inmunorresistencia (La sustancia de la invencion
usa mucopolisacaridos para crear una proteccion mecanica de la molécula y retrasar la distribucién de la molécula de
la toxina botulinica a partir del lugar especifico). Las moléculas de quitosano son neutrales y cubren
mecanicamente los centros inmunorreactivos de la toxina botulinica. (Katherine Bowman y col., 2006, Int. J.
Nanomedicine, 1(2): 117-128).

La ventaja de la composicion de toxina botulinica de la invencion es que permitiria reducir la dosis terapéutica
necesaria, al tiempo que aumenta la duracion del efecto del farmaco, asi como también reduce los efectos secundarios
como la desnervacion indeseable de los musculos no utilizados y el desarrollo de efectos sistémicos.

Una ventaja adicional es la posibilidad de su preparacion en la clinica directamente a partir de productos disponibles
comercialmente, lo que permite ajustar las propiedades requeridas, en funcion de la diana de aplicacion. El tratamiento
de la fibrilacion auricular requiere la administracion epicardica de la composicidn, donde la propiedad prioritaria del
quitosano es la liberacion por elongacion de la toxina botulinica (toxina botulinica tipo A y quitosano en una proporcion
de 1 a 4,4 x 107 en peso). El tratamiento de la hipertension arterial requiere la infusion intraarterial renal de la
composicion, donde la propiedad prioritaria del quitosano es un aumento de las propiedades adhesivas de la toxina
botulinica para la membrana yuxtaglomerular (toxina botulinica tipo A y quitosano en una proporcién de 1 a 4 x 10% en
peso). Con una proporcion creciente de componentes activos (toxina botulinica tipo A/mucopolisacarido de la
invencion) por encima de 1:10° en peso, existen dificultades para preparar preparaciones inyectables terapéuticamente
aceptables. Por ejemplo, en una proporcién de toxina botulinica tipo A/quitosano igual a 1:109 y 40 U de actividad de
toxina botulinica (equivalente a 1 ng), la cantidad necesaria de quitosano es 1 gramo que conduce a un volumen de
inyeccion de 50 ml para concentraciones clinicamente relevantes de quitosano en inyeccion al 2 %. Esta cantidad es
excesiva para la terapia. Con la disminucién de la proporcién de componentes activos en la composicion (toxina
botulinica tipo A/mucopolisacarido) por debajo de 1:103 en peso, la eficiencia de la composicion se reduce
significativamente y se acerca a la eficiencia de las formulaciones convencionales de toxina botulinica tipo A. En otra
realizacién , se proporciona un kit medicinal que comprende, en forma de compartimentos, un primer compartimento
o serie de compartimentos que comprende una composicién de la invencion y un segundo compartimento o serie de
compartimentos que comprende una jeringa para inyeccion con instrucciones de uso.

Los ejemplos que ilustran la invencién se describiran en lo sucesivo de manera mas detallada y en referencia a las
realizaciones representadas en las Figuras.

EJEMPLOS
La invencion se ilustra mediante los siguientes ejemplos.

Ejemplo 1. Preparacién de composiciéon farmacéutica (N° 1) que contiene toxina botulinica tipo A y quitosano
en proporcién de 1 a 4,4 x 107 en peso

Para preparar la solucion de toxina botulinica tipo A en todos los experimentos, las preparaciones comerciales de
toxina botulinica tipo A «Kseomin™» producidas por MERZ PHARMA GmbH & Co., KGaA (Alemania), niumero de
registro LSR- 004746/08, auxiliares, se utilizaron sacarosa y albumina de suero humano, o «Lantoxs™» producido por
el Instituto Lanzhou de Productos Bioldgicos, (China), nimero de registro LSR-001587/08, auxiliares: gelatina,
dextrano y sacarosa.

En ambos casos se utilizaron viales que contenian 100 unidades de toxina botulinica. En cada vial se agregaron 1000
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ml de solucion salina estéril. Las soluciones resultantes se utilizaron para mezclar con la solucién de quitosano
obtenida como se describe a continuacion. Para la preparacion de varias soluciones de quitosano, se uso el
medicamento «quitosol» producido por «Bioavanta» (Koltsovo, region de Novosibirsk, el grado de desacetilacion de
este quitosano es de al menos 90 %, su peso molecular promedio de ~ 500 kDa y se prepara a partir de caparazones
de cangrejo). Para preparar 100 ml de solucién de quitosol al 2,2 %, se disolvieron 1,1 g de &cido succinicoy 0,9 g de
cloruro de sodio en 100 ml de agua destilada calentando en un horno de microondas. Después de la disolucion
completa del acido y la sal, se introdujeron 2,2 g de Quitosol en pequefas porciones antes de que la disolucion
completa de cada porcién afadida se mezclara vy triturara con paleta.

El calentamiento se lleva a cabo durante 1 hora en un horno microondas en modo pulsado (1/6 de tiempo a una
capacidad de 600 W). Para excluir la formacion de aglomerados, la soluciéon se sometié a tratamiento en un limpiador
de ultrasonido durante 10 minutos (después de agregar quitosano).

La composicion farmacéutica se preparé mezclando en una jeringa de 1 ml equipada con un sistema Luer-Lok Tip,
100 ml de solucion de toxina botulinica tipo A (conteniendo 10 U o 0,25 ng de toxina botulinica tipo A) y 400 ml de
solucion de quitosano al 2,75 % (que contiene 11 mg de quitosano). El resultado fue una composicion farmacéutica
liqguida que comprende los siguientes componentes:

toxina botulinica tipo A 201U/ ml (0,5 ng / ml)
quitosano 22 mg / ml
solucién salina 0,5 ml.

Eiemplo 2. Preparacién de composicién farmacéutica (N° 2) gue contiene toxina botulinica tipo A y quitosano
en proporcion de 1 a 1,76 x 107 en peso

La composicidon farmacéutica se prepard mezclando en una jeringa de 2 ml. Se preparo la solucion de 100 unidades
de toxina botulinica en 400 ml de solucion salina y se utilizé (contiene 100 unidades, o 2,5 ng de toxina botulinica tipo
A) para mezclar con 1600 ml de solucién de quitosano al 2,75 % (conteniendo 44 mg de quitosano).

El resultado fue una composicién farmacéutica liquida que comprende los siguientes componentes:

toxina botulinica tipo A 50 U/ ml (1,25 ng / ml)
quitosano 22 mg/ mi
solucién salina hasta 2 ml.

Ejemplo 3. Preparacion de composicién farmacéutica (N° 3) gue contiene toxina botulinica tipo A y heparina
en proporcién de 1 a 1,6 x 107 en peso (formulacion comparativa no de lainvencién)

Se utilizé una solucién de heparina con una concentracion de 5000 Ul/ml (produccién de la empresa Synthesis, Kurgan,
Rusia, numero de registro del farmaco P N000116/01). Una unidad de heparina equivale a 0,0077 mg de heparina
estandar internacional, es decir, 1 mg contiene 130 Ul (Pershyn GN, Gvozdeva El Textbook of Pharmacology - Moscu:
Medgiz, 1961 - s.405). La composicion farmacéutica se prepardé mezclando 100 ml de solucion de toxina botulinica
tipo A (que contiene 10 U o0 0,25 ng de toxina botulinica tipo A), 104 ml de solucién de heparina que contiene 4 mg de
heparina (~ 520 Ul) y 500 ml de solucion salina. La composicién farmacéutica comprende:

toxina botulinica tipo A 201U/ ml (0,5 ng / ml)
heparina 1040 1U / ml (8 mg / ml)
solucion salina 0,5 ml.

Ejemplo 4. Preparacién de composicion farmacéutica (N° 4) gue contiene toxina botulinica tipo A y heparina
en proporcién de 1 a 5.3 x 10° en peso (formulacion comparativa no de lainvencion)

De manera analoga al Ejemplo 3, para obtener la composicién farmacéutica, se mezclaron 300 ml de solucién de
toxina botulinica tipo A (conteniendo 30 U o 0,75 ng de toxina botulinica tipo A), 104 ml de solucién de heparina,
conteniendo 4 mg de heparina (~ 520 Ul) y 500 ml de solucién salina. La composicion farmacéutica que comprende:

toxina botulinica tipo A 60 U/ ml (1,5 ng/ ml)
heparina 1040 IU / ml (8 mg / ml)
solucion salina hasta 500 pl.

Ejemplo 5. Preparacidon de composicién farmacéutica (N° 5) que contiene toxina botulinicatipo A y nadroparina
en proporcién de 1 a 8 x 108 en peso (formulacién comparativa no de la invencién)
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Para el experimento se utilizé una solucién de fraxiparina (nadroparina), (Sanofi Winthrop Industry, Francia, numero
de registro P N012486/01) con una concentracién de 9500 Ul por ml. Hemos aceptado una unidad de accion de
heparina de bajo peso molecular - nadroparina (peso molecular medio - 4000-7000 Da) igual a una unidad de heparina,
es decir, 0,0077 mg.

Para la preparacion de la composicion farmacéutica, se mezclaron 100 ml de solucion de toxina botulinica tipo A
(conteniendo 10 unidades o 0,25 ng de toxina botulinica tipo A), 27 ml de solucién de nadroparina, conteniendo 2 mg
de nadroparina (~ 260 Ul) y solucién salina hasta 500 ml. La composicién farmacéutica comprende:

toxina botulinica tipo A 201U/ ml (0,5 ng / ml)
nadroparina 520 1U/ ml (4 mg / ml)
solucion salina 0,5 ml.

Ejemplo 6. Preparacién de composicién farmacéutica (N° 6) que contiene toxina botulinicatipo Ay nadroparina
en proporcion de 1 a 2,67 x 10% en peso (formulacién comparativa no de la invencion)

Para preparar una composicién farmacéutica se mezclaron 300 ml de solucién de toxina botulinica tipo A (que contiene
30 U 0 0,75 ng de toxina botulinica tipo A), 27 ml de solucién de nadroparina que contiene 2 mg de nadroparina (~ 260
Ul) y 500 ml de solucién salina. Una composicion farmacéutica que comprende:

toxina botulinica tipo A 60 U/ ml (1,5 ng/ ml)
nadroparina 520 IU / ml (4 mg/ ml)
solucién salina 0,5ml

Ejemplo 7. Preparacion de una composicion farmacéutica (N° 10) que contiene toxina botulinica tipo A vy
guitosano en proporcion de 1 a 2 x 108 en peso

De manera analoga al Ejemplo 1, se preparé una solucién al 5 % de quitosano en solucion salina. Se utilizaron 10 ml
de esta solucion para disolver 100 U de toxina botulinica tipo A (que contenia 100 ng o 2,5 unidades de toxina botulinica
tipo A y 500 mg de quitosano). El resultado fue una composicion farmacéutica liquida que comprende los siguientes
componentes:

toxina botulinica tipo A 101U / ml (0,25 ng / ml)
quitosano 50 mg/ ml
solucién salina hasta 10ml

Ejemplo 8. Preparacién de una composiciéon farmacéutica gue contiene toxina botulinica tipo A e hialuronato
de sodio (ejemplo comparativo no de lainvencidn).

La composicion farmacéutica se preparé mezclando en jeringa de 1 ml equipada con un sistema Luer-Lok Tip, 100 ml
de solucién de toxina botulinica tipo A (que contiene 20 U o 0,5 ng de toxina botulinica tipo A) y 400 ml de hialuronato
de sodio al 1% (que contiene 4 mg de hialuronato de sodio, Sigma-aldrich cat#53747). El resultado fue una
composicion farmacéutica liquida que comprende los siguientes componentes:

toxina botulinica tipo A 20 U/ml (0,5 ng/ml)
hialuronato de sodio 10 mg/ml
solucion salina fisiologica hasta un volumen de 0,5 ml

Ejemplo 9. Pruebas biolégicas de las composiciones farmacéuticas obtenidas.

La eficacia y seguridad de las composiciones farmacéuticas de la invencion (N° 1-6) se realizé en comparacion con
soluciones de preparaciones comerciales de toxina botulinica tipo A en solucién salina y con composiciones
farmacéuticas que comprenden toxina botulinica tipo A y otro mucopolisacarido distinto del quitosano o la heparina.
(N° 3 y 4) ala misma dosis, expresada en unidades.

El estudio se realizé en el marco de las «Buenas Practicas de Laboratorio», de acuerdo con los estandares legales y
éticos del tratamiento de los animales, y la aprobacién del comité de ética local. Para cada experimento se utilizaron
dos grupos de 10 animales experimentales, ratas Wistar. A cada grupo se le inyecté en el muslo derecho toxina
botulinica tipo A, diluida en una solucion de cloruro de sodio al 0,9 % (solucién salina); la composicion farmacéutica
(N° 1-6) se administré en el muslo izquierdo.

Anestesia: éter

Volumen de inyeccion: 0,5 ml en cada muslo.
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Procedimiento de administracion: por via intramuscular, tres puntos de inyeccion (dorso, medial, superficie lateral del
muslo), 0,16 ml en cada uno.

La comparacioén de las formulaciones se llevo a cabo evaluando la reduccion de los musculos del muslo en respuesta
a la estimulacion eléctrica. Se comparé el cambio minimo de umbral de electroestimulacion intramuscular a lo largo
del tiempo. La medicion del umbral de electroestimulacion se llevd a cabo por via intramuscular utilizando dos
microelectrodos de acero estériles y un dispositivo ERA 300 (Biotronic, EE. UU.). Estos microelectrodos, durante el
periodo de medicion, se insertaron temporalmente por via intramuscular a una profundidad de aproximadamente 4
mm en el area exterior del muslo del ratéon, a 10 mm de distancia entre si. Por ejemplo, si el umbral minimo de
electroestimulacion intramuscular fue 4,0 + 0,2 V para la composicion N° 1,y 2,0 + 0,12 V para el control, el efecto
fisiologico de la composicion N° 1 en el momento de la medicidon se incrementa 2 veces en comparacion con una
preparacion comercial de toxina botulinica.

Antes de las inyecciones, se observo una alta actividad general (movimiento hacia la jaula de las ratas) en los animales
experimentales de diferentes grupos. Durante el primer dia después del procedimiento de inyeccion, los animales
fueron expuestos al fendmeno residual de la sedacion por el farmaco. Una semana después de la inyeccion, se
observo paralisis de las extremidades inferiores, pero movimiento debido a las extremidades superiores, en todas las
ratas (evidencia clinica de la accién de la toxina botulinica). Los umbrales maximos de estimulacién eléctrica
intramuscular fueron para las composiciones: N° 1: 4,0 + 0,1 V (control 2,5 £ 0,1 V, inicialmente 1,5 £ 0,1 V), N° 2:
10,0 £ 0,4 V (control 3,0 + 0,1 V, inicialmente 1,0 £ 0,1 V). 2 semanas después de la inyeccion, se observo paralisis
de las extremidades inferiores, pero movimiento debido a las extremidades superiores, en todas las ratas. Las ratas
perdieron peso y mostraron denegacion de comida y agua. Los umbrales maximos de estimulaciéon eléctrica
intramuscular fueron para las composiciones: N° 1: 6,0 + 0,3 V (control 2,5 + 0,2 V), N° 2: 10,0 + 0,5 V (control 2,3 £
0,1).

3 semanas después de la inyeccion, se observo paralisis de las extremidades inferiores, pero movimiento debido a las
extremidades superiores, en todas las ratas. Se incremento la dinamica de la actividad de las ratas. Ellas bebieron
activamente y comieron normalmente. Los umbrales maximos de estimulacion eléctrica intramuscular fueron para las
composiciones: N° 1: 4,0 + 0,1 V (control 2,0 £ 0,1 V), N° 2: 5,0 + 0,2 V (control 1,8 £ 0, 1). 4 semanas después de la
inyeccion, las ratas estan objetivamente activas y solo se observé todavia paralisis de las extremidades inferiores.
Los umbrales maximos de estimulacion eléctrica intramuscular fueron para las composiciones: N° 1: 4,0 £ 0,2 V (control
2,0+0,12V),N°2:5,0£0,3V (control 2,0 £+ 0,2).

Para las composiciones N ° 3-6, el efecto maximo no se observo durante la primera semana después de la inyeccion,
pero se encontrd durante la segunda semana; pero el valor absoluto de las diferencias con el control no fue tan grande
como en el caso del quitosano. Asi, para la composicion comparativa N° 3, los umbrales maximos de estimulacion
eléctrica intramuscular durante la segunda semana fueron 1,8 + 0,1 V (control 2,3 £ 0,1 V, inicialmente 1,0 £ 0,1 V), y
para la composicién N° 5: 2,2 + 0,1 V (control 1,5 + 0,1 V, inicialmente 1,2 + 0,1 V) y composicion comparativa N° 11:
1,5+ 0,1 V (control 2,6 + 0,2 V, inicialmente 1 + 0,1 V). Probablemente la heparina retiene con bastante firmeza la
toxina botulinica de tipo A, previniendo sus efectos biolégicos en comparacion con las preparaciones comerciales,
mientras que la nadroparina de bajo peso molecular, en cambio, potencia la accion de la toxina botulinica. Ademas,
esto es respaldado por la ausencia de efectos significativos para la formulacion comparativa 4 en comparacion con la
formulacion N° 6.

Se evalud la toxicidad potencial de las composiciones de la invencién mediante estudio histomorfoldgico a través de
examen histolégico de érganos internos de animales experimentales. Tras el analisis microscépico de muestras de
tejido de higado, rifién, bazo, corazén, musculo esquelético y cerebro, fijadas con formalina e incluidas en parafina,
no se encontraron signos morfolégicos de cambios patolégicos. Por tanto, se concluy6 la ausencia de influencia dafina
de la toxina botulinica tipo A y las composiciones farmacéuticas de la invencién a las dosis de prueba sobre tejidos y
organos de animales experimentales.

Ejemplo 10. Investigacion de la supresién de la induccion de la fibrilacidn auricular mediante la inyeccién de
una composicion farmacéutica que contiene toxina botulinica tipo A en el paniculo adiposo epicardico

La prueba se realizd en un grupo de 10 perros utilizando una composicion farmacéutica N° 2. Los paniculos adiposos
epicardicos, que contienen el plexo ganglionar central derecho de la auricula izquierda, se asignaron a través de la
toracotomia lateral derecha.

En el grupo de experiencia (5 perros), en cada uno de los dos paniculos adiposos derechos se introdujo 1 ml de
solucion de 50 U de toxina botulinica tipo A + quitosano (100 unidades de toxina botulinica tipo A-2 ml, composicion
N° 2). En el grupo control (5 perros), en cada uno de los dos paniculos adiposos se introdujo 1 ml de solucién de 50
unidades de toxina botulinica tipo A + cloruro sddico al 0,9 % (100 Ul de toxina botulinica tipo A-2 ml).

Los efectos electrofisiolégicos se evaluaron después de 1, 2, 3 y 4 semanas después de la inyeccién, con y sin
estimulacion del nervio vago cervical. La fibrilacién auricular se logré6 en ambos grupos de perros mediante la
estimulacién del nervio vago cervical. Este efecto fue bloqueado por la administracion de las soluciones de prueba y
control de toxina botulinica en las dosis y areas descritas anteriormente en ambos grupos. En el grupo de control, el
bloqueo del efecto vagal desapareci6 al 8° dia después de la inyeccion (el periodo de observacion). En el grupo de
experiencia, el bloqueo del efecto vagal persistié6 durante mas de 30 dias después de la inyeccién. Por lo tanto, la
supresion temporal de la fibrilacion auricular inducida por estimulacién del nervio vago cervical mediante la inyeccion
de toxina botulinica en los paniculos adiposos epicardicos de la auricula izquierda se extendié a mas de 30 dias (no
menos de 4 veces) utilizando la composicion de la invencion N° 2.
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Estos resultados indican que el uso de una composicion farmacéutica de toxina botulinica tipo A de la invencion,
aumentara la actividad farmacoldgica de la toxina y reducira la dosis Unica necesaria para lograr el efecto terapéutico
deseado que permitira reducir los efectos secundarios de la toxina botulinica. Se obtuvieron resultados similares para
la composicién N° 6. Las formulaciones comparativas 4 y 11 no pudieron lograr este efecto (Figura 1).

Ejemplo 11. Efectos de la composicion de lainvencidon en comparacién con la composicion de disacaridos

La comparacion de la eficacia y duracion del efecto de la composicion farmacéutica de la invencién que comprende
toxina botulinica y quitosano (N° 2) y una composicién comercial registrada que comprende disacarido (Formulacién
comparativa N° 11) se realizdé como sigue. La formulacion comparativa N° 11 contiene:

a) toxina botulinica tipo A (20 U/ml (0,5 ng / ml))

b) agente estabilizante polisorbato 80 (0,02 vol. %)

C) sacarosa, a una concentracion de 20 mM

d) tampodn de histidina para mantener el pHde 5,5a 7,5

e) solucidn salina fisiologica (solucion salina de cloruro de sodio al 0,9 %) completar hasta un volumen de 0,5 ml.

Se midieron los umbrales de estimulacién eléctrica intramuscular del musculo del muslo de rata después de la
inyeccion como se describid anteriormente.

Grupo 1 - Formulacion N° 2
Grupo 2 - Formulacion comparativa N° 11

Los resultados se representan en la Figura 2: Los umbrales maximos de estimulacién eléctrica intramuscular fueron
para el Grupo 1: (9,8 £ 0,3 V) vs Grupo 2: (2,6 £ 0,1 V); Inicialmente 1,2 + 0,1V vs 1,0 £ 0,1 V, respectivamente.
Después de 2 semanas: Grupo 1: 10,0+ 0,4 V vs Grupo 2: 2,5+ 0,1 V.

Después de 4 semanas: Grupo 1: 5,0+ 0,2 V vs Grupo 2: 2,0+ 0,1 V.

Después de 6 semanas: Grupo 1: 3,3 + 0,2 V; el umbral de estimulacién en el Grupo 2 disminuyd hasta cerca del inicial
(1,5+0,1V).

Estos datos apoyan que las formulaciones de la invencion que comprenden quitosano y toxina botulinica mostraron
una mejor eficacia y un efecto mas duradero que la composicién comercial registrada que comprende disacarido y
toxina botulinica como se describe en la patente RU 2407541.

Ejiemplo 12. Eficacia y sequridad de la supresidon de la inducibilidad de la fibrilacién auricular utilizando
guitosano +toxina botulinicatipo A composicién 1: 1,76X107 y formulaciones comerciales de toxina botulinica

Estudios previos en animales sugieren que la inyeccion de toxina botulinica en los paniculos adiposos epicardicos
puede suprimir la inducibilidad de la fibrilacién auricular (FA). El objetivo del presente estudio fue comparar la eficacia
y seguridad de la inyeccion de toxina botulinica endocardica en los paniculos adiposos epicéardicos y en el plexo
ganglionar (PG) de la auricula izquierda intramiocardico para prevenir la FA usando quitosano + toxina botulinica tipo
A (1:1,76x107) (formulacion de la invencion (N° 2) y formulaciones comerciales de toxina botulinica.

En 30 perros, se introdujeron catéteres transvenosos en la auricula izquierda. Los sitios donde los reflejos vagales
fueron evocados por estimulacion de alta frecuencia (EAF) se marcaron en un sistema de mapeo electroanatémico y
a continuacion se designaron para inyeccion. Se administraron inyecciones intramiocardicas (10 U/0,2 ml en cada una)
de toxina botulinica en 7 sitios por perro. Ademas, se realizaron 3 inyecciones por perro en los paniculos adiposos
epicardicos que contienen el PG anterior derecho, inferior derecho y superior izquierdo (50 U/1 ml en cada una)
también por estrategia endocardica (Figura 4). Los reflejos vagales por HFS y la inducibilidad de la FA se evaluaron
antes de las inyecciones y luego cada 2 semanas hasta el regreso de todos los cambios a la linea de base (referencia)
mediante la reposicion precisa del catéter y la estimulacion sobre los sitios de PG marcados en el mapa previamente
registrado. A 15 de 30 perros se les inyectd quitosano + composicion de toxina botulinica (1:1,76X107), a otros 15 de
30 perros se les inyecté toxina botulinica (Xeomin, Alemania).

A las 2 semanas después del procedimiento, todos los perros demostraron una eliminacién completa de la respuesta
vagal y a continuacion una recuperacion completa a los valores de referencia a las 14,7 + 1,5 semanas en el grupo
Xeomin y a las 20,1 + 1,8 semanas en el grupo quitosano + toxina botulinica (p<0,05; (Figura 5)). El umbral de
estimulacion que indujo FA aumentd de 4,9 £ 0,6 V al inicio del estudio a 12,4 £+ 2,5 V a las 2 semanas en el grupo
Xeomin y de 5,6 = 1,2 V al inicio del estudio a 16,3 £+ 2,2 V, en el grupo quitosano + toxina botulinica
correspondientemente (p<0,05). No se produjeron complicaciones relacionadas con el procedimiento.

Estos datos sugieren que la inyeccién de toxina botulinica en PG intramiocardicos y paniculos adiposos epicardicos
mediante una estrategia endocardica fue factible y segura, y proporcioné la abolicion completa de respuestas vagales
cardiacas y una supresion significativa de la FA. La composicién de quitosano + toxina botulinica tipo A (1:1,76X107)
es mas eficaz y tiene una duracién de accién prolongada que una formulacion comercial de toxina botulinica tipo A
(Xeomin, Alemania).
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Ejemplo 13. Eficacia y seguridad de la supresién de la hipertensién arterial utilizando la composiciéon de
guitosano_+ toxina botulinica tipo A (1:4,4X107), composiciéon 1:1,76X107) y formulaciones comerciales de
toxina botulinica

Estudios in vitro previos sugieren que la inyeccién de toxina botulinica en el rifidon de rata suprime la liberacién de
renina activa y conduce a una disminucion de la presion arterial. (Mendez y col., 2013, Am. J. Physiol. Renal. Physiol.
304:F498-F504). El objetivo del presente estudio fue comparar la eficacia y seguridad de la infusién de toxina botulinica
en arterias renales para prevenir la hipertension arterial utilizando formulaciones de la invencion, en particular
quitosano + toxina botulinica tipo A (formulacion de la invencion N° 1, 1:4,4X107), quitosano + toxina botulinica tipo A
(formulacién de la invencién N° 2, 1:1,76X107) y formulaciones comerciales de toxina botulinica (Xeomin, Alemania).

En 9 cerdos, catéteres transvenosos se pasaron secuencialmente a la arteria renal izquierda y derecha. Se administro
infusion intrarrenal (50 U/1 ml) de toxina botulinica al rifidn de cada cerdo (para la composicién N° 1: 3 cerdos;
composicién N° 2: 3 cerdos; formulacién comercial de toxina botulinica: 3 cerdos). Se incluyeron 3 cerdos en el grupo
Placebo con infusion de 1 ml de solucion salina fisioldgica (solucién salina de cloruro de sodio al 0,9 %) en cada arteria
renal. Todos los protocolos fueron aprobados por el Comité Institucional de Uso y Cuidado de Animales de acuerdo
con la Guia para el Cuidado y Uso de Animales de Laboratorio. 1 semana después del procedimiento, se explantaron
todos los rifiones. Los rifiones se descapsularon y homogeneizaron. Las células obtenidas se incubaron en una
solucién que contenia 100 U/ml de penicilina, 100 mg/ml de estreptomicina y suero de ternero fetal al 5 % a 37°C/5 %
de CO2 en placas recubiertas de poli-D-lisina (0,1 mg/ml). Las células se privaron de suero durante 2 h reemplazando
el medio con una solucién sin suero que contenia 100 U/ml de penicilina y 100 mg/ml de estreptomicina. La liberacion
de renina se estimulé aumentando los niveles intracelulares de AMPc con forskolina (10 mM) mas 3-isobutil-1-
metilxantina (0,5 mM) durante 1 h. Después del tratamiento, el medio se centrifugé para eliminar los restos celulares.
Los sobrenadantes se recogieron en tubos nuevos y se almacenaron a -20°C hasta su procesamiento. El analisis del
contenido de renina estimulado en el sobrenadante se realizé usando un kit ELISA de reactivo renina (R&D Systems,
EE. UU.).

Al final de 1 semana después del procedimiento de infusién, se midieron los siguientes valores medios de
concentracion de Renina (%) en las muestras sobrenadantes: formulacion de la invencién N° 1, (1:4,4X107) -
2,8+0,5 %; formulacion de la invencion N° 2, (1:1,76X107) - 1,5+0,2 %; formulaciones comerciales de toxina botulinica
(Xeomin, Alemania) - 4,2 £1,2 %; grupo placebo (solucion salina de cloruro de sodio al 0,9 %) - 4,8+1,4 %. No se
produjeron complicaciones relacionadas con el procedimiento.

Estos datos sugieren que la infusion de toxina botulinica en las arterias renales para prevenir la hipertension arterial
fue factible y segura, y proporciond una reduccion significativa en la liberaciéon de renina, que es una enzima clave en
el procedimiento de aumento de la presion arterial. La composicién N° 2 de quitosano + toxina botulinica tipo A
(1:1,76X107) es mas eficaz que la composicion N° 1 de quitosano + toxina botulinica tipo A (1:4,4X107) y una
formulacion comercial de toxina botulinica tipo A (Xeomin, Alemania).

Ejemplo 14. Efectos de la composicidén de quitosano y toxina botulinica con diferentes proporciones de peso
de toxina a quitosano

Las caracteristicas que permiten mejorar el efecto de la accién de la toxina botulinica segun el lugar de la inyeccion
se revelaron mientras se investigaba una proporcion 6ptima de quitosano + toxina botulinica. Para un mayor contenido
de quitosano, prevalece la funcién de liberacién de alargamiento de la composicion. Contenidos mas altos de quitosano
son adecuados para la administracién de la composicion en el tejido adiposo, donde se pueden alcanzar
concentraciones terapéuticas de toxina botulinica mediante una liberacion lenta.

Por el contrario, cuando la composicion se administra en areas diana como la arteria renal y el miocardio ventricular,
donde hay contacto directo con el sistema de suministro de sangre, se requiere lograr rapidamente una concentracion
terapéutica y un aumento de la exposicion a la toxina botulinica. Este requisito se satisface reduciendo la proporcion
cuantitativa de quitosano, que a su vez conduce a la funcién de adhesién predominante de la composicién.

Como se muestra en la Figura 3, cuando se incrementa la concentracién de quitosano en las formulaciones, es decir,
cuando la relacion en peso de toxina botulinica a quitosano disminuye en la composicién (de 1:1,76X107 (N° 2) a
1:4,4X107 (N° 1) la tasa y el perfil de liberacion de la toxina botulinica también se modifican y, correspondientemente,
se modifica la eficacia dirigida al lugar, mientras que la duracién de la accién varia ligeramente. Sin embargo, la eficacia
sigue siendo el doble de la de una formulacién comercial de toxina botulinica.

Cuando se realiza una inyeccion endomiocardica, la toxina botulinica se diluye mas en comparacién con la inyeccion
de toxina botulinica en los paniculos adiposos epicardicos. Correspondientemente, las inyecciones epicardicas de
quitosano + toxina botulinica necesitan otra relacion de concentracion (tiende a 1:4,4X107), que permite obtener una
buena eficacia y reduce los riesgos de eventos adversos graves, mientras que una inyeccion endomiocardica necesita
una relacion de concentracion que tiende a 1:1,76X107 obteniendo concentracion terapéutica en el lugar diana.

Este hecho se confirma comparando la eficacia de la relacion de concentracion 1:4,4 X107 y 1:1,76 X107 segun el
procedimiento descrito en el Ejemplo 12 (solo con inyeccion intramiocardica). A las 2 semanas después del
procedimiento, todos los perros demostraron una eliminacion completa de la respuesta vagal. EI umbral de
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estimulacion que indujo FA aumento de 5,1 £ 0,8 V en la linea de base (referencia) a 8,3 + 3,1 V a las 2 semanas en
la relacion de concentracion de grupo 1:4,4 X107 y de 4,9 £ 1,1 V en la referencia a 15,8 + 2,4 V, en la relacion de
concentracion de grupo correspondientemente 1:1,76 X107 (p<0,05).
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REIVINDICACIONES

1. Una composicién inyectable que comprende una neurotoxina botulinica y un mucopolisacérido, siendo
dicho mucopolisacarido quitosano, y un excipiente fisioldgicamente aceptable; donde la relacién en peso de
neurotoxina botulinica a quitosano es de aproximadamente 1:10° a aproximadamente 1:10°, donde el quitosano tiene
un grado de desacetilacion de aproximadamente 85 % a aproximadamente 100 % y un peso molecular promedio (Mw
) de aproximadamente 100 kg/mol a aproximadamente 1000 kg/mol.

2. Una composicion segun la reivindicacion 1, donde el quitosano tiene un grado de desacetilacién de al
menos 90 % y un peso molecular promedio (Mw) de aproximadamente 500 kg/mol.

3. Una composicion segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 2, donde la proporcién en peso de
neurotoxina botulinica a quitosano es de aproximadamente 1:108 a aproximadamente 1:108.

4. Una composicion segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 2, donde la proporcion en peso de
neurotoxina botulinica a quitosano es de aproximadamente 1:1,5x107 a aproximadamente 1:5x107.

5. Una composicidn segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4, donde la neurotoxina botulinica es
neurotoxina botulinica de tipo A.

6. Una composicion segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5, que comprende los siguientes
componentes:

toxina botulinica tipo A 1-200 U/ml

quitosano 0,1 -50 mg/ml

solucién salina 0,1-50 ml.
7. Una composicién segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 6 que comprende de aproximadamente

20 a aproximadamente 200 Ul de toxina botulinica.
8. Una composicion segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 7 para su uso como medicamento.

9. Una composicidon segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 7, donde la composiciéon es una
formulacion farmacéutica.

10. Una composicién segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 7 y 9, donde la composicién comprende
ademas al menos una sustancia antiarritmica de clase |, Il o Ill.

11. Una composicion segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 7 y 9 para su uso en la prevencion y/o
tratamiento de arritmias cardiacas o hipertension arterial.

12. Una composicidon para su uso segun la reivindicacién 11 para la prevencion o el tratamiento de la
fibrilacién auricular.

13. Un kit medicinal que comprende en forma compartimental un primer compartimento o serie de
compartimentos que comprenden una composicién segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 7 y 9 y un segundo
compartimento o serie de compartimentos que comprenden una jeringa para inyeccién con instrucciones de uso.

14. Un kit medicinal para la preparacion de una composicion segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 7
y 9, que comprende en forma compartimental un primer compartimento o serie de compartimentos que comprenden
una solucién de toxina botulinica y un segundo compartimento o serie de compartimentos que comprenden un polvo
de quitosano y opcionalmente un vial para la preparacion de la formulacion con instrucciones de uso.
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