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DESCRIPCION

Tratamiento intracraneal de trastornos neuropsiquidtricos mediante neurotoxinas clostridicas tales como toxina
botulinica.

Antecedentes

La presente invencidn se refiere a una neurotoxina clostridica y una toxina botulinica, respectivamente, para uso
en el tratamiento de trastornos neuropsiquidtricos. En concreto, la presente invencién se refiere a dichas toxinas para
uso en el tratamiento de trastornos neuropsiquidtricos mediante la administracién intracraneal de dichas neurotoxinas.

Trastornos neuropsiquidtricos

Un trastorno neuropsiquidtrico es una perturbacion neurolégica que se etiqueta normalmente respecto de cudl de
las cuatro facultades mentales esté afectada. Por ejemplo, un grupo incluye trastornos del pensamiento y la cognicion,
tales como esquizofrenia y delirio; un segundo grupo incluye trastornos del humor, tales como trastornos afectivos y
ansiedad, un tercer grupo incluye trastornos del comportamiento social, tales como defectos de cardcter y trastornos de
personalidad; y un cuarto grupo incluye trastornos del aprendizaje, memoria, e inteligencia, tales como retraso mental
y demencia. Segun esto, los trastornos neuropsiquidtricos abarcan esquizofrenia, delirio, enfermedad de Alzheimer,
depresion, mania, trastornos de déficit de atencidn, adiccion a farmacos, agitacion, apatia, ansiedad, psicosis, trastornos
de estrés post-traumético, irritabilidad, y desinhibicidn.

Esquizofrenia

La esquizofrenia es un trastorno que afecta aproximadamente a un uno por ciento de la poblacién mundial. Los tres
sintomas generales de la esquizofrenia se denominan a menudo sintomas positivos, sintomas negativos, y sintomas
desorganizados. Los sintomas positivos pueden incluir delirios (creencias anormales), alucinaciones (percepciones
anormales), y pensamiento desorganizado. Las alucinaciones pueden ser auditivas, visuales, olfatorias, o tactiles. El
pensamiento desorganizado puede manifestarse por si mismo en los pacientes esquizofrénicos por el habla inconexa y
la incapacidad de mantener procesos de pensamiento l6gicos. Los sintomas negativos pueden representar la ausencia
de comportamiento normal. Los sintomas negativos incluyen monotonia emocional o ausencia de expresioén y pueden
caracterizarse por retraimiento social, energia reducida, motivacién reducida, y actividad reducida. Puede también
asociarse la catatonia con los sintomas negativos de la esquizofrenia. Para que un paciente sea diagnosticado como
esquizofrénico, los sintomas de la esquizofrenia deberian persistir continuamente durante un periodo de aproximada-
mente seis meses. Basandose en los tipos de sintomas que presenta un paciente, la esquizofrenia puede clasificarse en
subtipos que incluyen esquizofrenia catatonica, esquizofrenia paranoide, y esquizofrenia desorganizada.

Los cerebros de los pacientes esquizofrénicos se caracterizan a menudo por ventriculos laterales ampliados, que
pueden estar asociados con una reduccién del hipocampo y un aumento en el tamafio de los ganglios basales. Los
pacientes esquizofrénicos pueden tener también terceros ventriculos ampliados y una ampliacién del surco. Estas
caracterizaciones anatémicas apuntan a una reduccién del tejido cortical.

Aunque no se conoce con precision el origen de la esquizofrenia, existen diversas hipétesis con respecto a las
causas. Una hipétesis es que la esquizofrenia estd asociada con un aumento en la actividad de la dopamina en el
interior de las zonas corticales y limbicas del cerebro. La hip6tesis se apoya en los efectos terapéuticos conseguidos por
los farmacos antipsicéticos que bloquean algunos receptores de la dopamina. Adicionalmente, el uso de anfetaminas
puede asociarse con sintomas psicéticos similares a la esquizofrenia; las anfetaminas actiian sobre los receptores de la
dopamina.

Los ejemplos de farmacos antipsicéticos que se pueden usar para tratar a los pacientes esquizofrénicos incluyen
fenotizinas, tales como clorpromazina y trifluopromazina; tioxantenos, tales como clorprotixeno; flufenazina; butiro-
fenonas, tales como haloperidol; loxapina; mesoridazina; molindone; quetapina; thiothixene; trifluoperazine; perphe-
nazine; tioridazina; risperidona; dibenzodiazepinas, tales como clozapina; y olanzapina. Aunque estos agentes pueden
aliviar los sintomas de la esquizofrenia, su administracién puede dar también como resultado efectos secundarios
indeseables que incluyen sintomas similares a la enfermedad de Parkinson (temblor, rigidez muscular, pérdida de
expresion facial); distonia; agitacion; disquinesia tardia; aumento de peso; problemas de la piel; sequedad de boca;
estrefiimiento; visién borrosa; somnolencia; habla mal articulada; agranulocitosis.

Se cree que los farmacos antipsicdticos actiian principalmente sobre los receptores de la dopamina con una afini-
dad particular por los receptores D,, D; y D,. Se cree que los receptores D; y D, pueden tener una afinidad mayor
por algunos antipsicéticos, tales como clozapina, en comparacién con los demds. Los cerebros de los pacientes es-
quizofrénicos parecen tener un niimero mayor de receptores D, en el nicleo caudado, el niicleo accumbens (estriado
ventral), y el tubérculo olfatorio.

Las neuronas de dopamina pueden organizarse en cuatro subsistemas principales: el sistema tuberoinfundibular; el
sistema nigrostriatal; el sistema mesolimbico; y el sistema mesocortical. El sistema dopaminérgico tuberoinfundibular
se origina en cuerpos celulares del nicleo arcuado del hipotdlamo y se proyecta hacia el tallo hipofisiario. Este sistema
puede estar implicado en las anormalidades neuroendocrinas secundarias de la esquizofrenia. El sistema dopaminérgi-
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co nigrostriatal se origina en la sustancia negra y se proyecta principalmente hacia el putamen y el nicleo caudado. El
sistema dopaminérgico mesolimbico se origina en el drea tegmental ventral y se proyecta hacia el componente mesial
del sistema limbico, que incluye el nicleo accumbens, los nicleos de las estrias terminales, partes de la amigdala
e hipocampo, los nicleos septales laterales, y cortex mesial frontal, el cingulado anterior, y el entorrinal. El niicleo
accumbens es un lugar de convergencia entre la amigdala, el hipocampo, el drea entorrinal, el drea cingulada anterior,
y partes del 16bulo temporal. De esta manera, la proyecciéon dopaminérgica mesolimbica puede modular y transformar
la informacion transmitida desde el nicleo accumbens al septo, hipotdlamo, drea cingulada anterior, y 16bulos fronta-
les, y la modulacién hiperactiva de la produccion del nicleo accumbens a estas dreas puede contribuir a los sintomas
positivos asociados con esquizofrenia. El sistema dopaminérgico mesocortical se origina en el drea tegmental ventral
y se proyecta hacia el neocértex y en gran medida hacia el cortex prefrontal. Este componente puede ser importante
en los sintomas negativos de la esquizofrenia.

El 4rea tegmental ventral, que es la fuente de origen de la entrada dopaminérgica hacia el nicleo accumbens, re-
cibe una entrada colinérgica desde los nicleos pedinculopontinos del tronco encefélico. El nicleo pediinculopontino
proporciona una entrada colinérgica excitadora en el drea tegmental ventral (Clarke y col.; Innervation of substantia
nigra neurons by cholinergic afferents from the pedunculopontine nucleus in the rat. Neuroanatomical and electrphy-
siological evidence, Neuroscience, 23:1011-1019, 1987). Se ha informado de que los pacientes esquizofrénicos tienen
un nimero mayor de neuronas colinérgicas en los niicleo pedinculopontinos (Garcia-Rill y col., Mesopontine neurons
in schizophrenia, Neuroscience, 66(2):321-335, 1995). Sin embargo, estos resultados no se confirmaron en un estudio
(German y col., Mesopontine cholinergic and non-cholinergic neurons in schizophrenia, Neuroscience, 94(1):33-38,
1999).

Mania

La mania es una forma mantenida de euforia que afecta a millones de personas en los Estados Unidos que padecen
de depresion. Los episodios maniacos se pueden caracterizar por un humor elevado, expansivo, o irritable que dura
varios dias, y que va acompafiado a menudo de otros sintomas, tales como, hiperactividad, hiperlocuacidad, indiscre-
cidn social, aumento de energia, presion de ideas, grandiosidad, distraccion, disminucién de la necesidad de suefio, y
temeridad. Los pacientes maniacos pueden experimentar delirios y alucinaciones.

Los trastornos depresivos pueden implicar sistemas neuronales serotonérgicos y noradrenérgicos segin pautas
terapéuticas actuales que hacen diana en los receptores de la serotonina y noradrenalina. Las rutas serotonérgicas
se originan desde los nicleos del rafe del tronco encefdlico, y las rutas noradrenérgicas se originan desde el locus
ceruleus. La disminucién de la actividad eléctrica de las neuronas en el locus ceruleus se puede asociar con los efectos
mediados por las medicaciones para la depresion.

La mania probablemente es el resultado de un desequilibrio en los mensajeros quimicos dentro del cerebro. Se ha
propuesto que la mania puede atribuirse a una disminucién de acetilcolina. Una disminucién de acetilcolina puede dar
como resultado un nivel relativamente mayor de norepinefrina. Se ha informado que la administracién de fosfatidil
colina alivia los sintomas de la mania.

Ansiedad

Los trastornos de ansiedad pueden afectar aproximadamente de un 10 a un treinta por ciento de la poblacién, y
pueden caracterizarse por la incidencia frecuente de sintomas de miedo que incluyen excitacion, inquietud, aumento
de la sensibilidad, sudoracidn, taquicardia, aumento de la presion sanguinea, sequedad de boca, un deseo de correr o
escapar, y comportamiento evasivo. La ansiedad generalizada persiste durante varios meses, y se asocia con tensién
motora (temblor, contracciones nerviosas, dolores musculares, inquietud); hiperactividad autonémica (falta de aliento,
palpitaciones, aumento del ritmo cardiaco, sudoracién, manos frias) y vigilancia y exploracién (sensacién de estar al
Iimite, respuesta con sobresalto exagerado, dificultad de concentracién).

Las benzodiazepinas, que mejoran los efectos inhibidores del receptor de tipo A del 4cido gamma aminobutirico
(GABA), se usan frecuentemente para tratar la ansiedad. La buspirona es otro tratamiento efectivo contra la ansiedad.

Enfermedad de alzheimer

La enfermedad de Alzheimer es un trastorno degenerativo del cerebro caracterizado por sintomas neuropsiquidtri-
€Os cognitivos y no cognitivos, que representa aproximadamente el 60% de todos los casos de demencia en pacientes
de mas de 65 afios de edad. Los sintomas psiquidtricos son comunes en la enfermedad de Alzheimer, con psicosis
(alucinaciones y delirios) presente en aproximadamente el cincuenta por ciento de los pacientes afectados. Como en
la esquizofrenia, los sintomas psicoticos positivos son comunes en la enfermedad de Alzheimer. Los delirios se pro-
ducen normalmente de manera més frecuente que las alucinaciones. Los pacientes de Alzheimer pueden presentar
también sintomas negativos, tales como desconexidn, apatia, sensibilidad emocional disminuida, pérdida de voluntad,
y disminucién de la iniciativa.

Los pacientes con enfermedad de Alzheimer pueden presentar también aumento de los ventriculos lateral y tercero
asf como atrofia de las estructuras temporales.
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Es posible que los sintomas psicéticos de la enfermedad de Alzheimer puedan implicar un cambio en la concen-
tracion de la dopamina o la acetilcolina, lo que puede aumentar un equilibrio dopaminérgico/colinérgico, dando como
resultado por tanto un comportamiento psicético. Por ejemplo, se ha propuesto que un incremento en la liberacién
de dopamina puede ser responsable de los sintomas positivos de la esquizofrenia. Esto puede dar como resultado una
perturbacion positiva del equilibrio dopaminérgico/colinérgico. En la enfermedad de Alzheimer, la reduccién de neu-
ronas colinérgicas reduce eficazmente la liberacién de acetilcolina dando como resultado una perturbacién negativa
del equilibrio dopaminérgico/colinérgico. De hecho, los agentes antipsicéticos que se usan para aliviar la psicosis en
esquizofrenia son también ttiles para aliviar la psicosis en los pacientes de Alzheimer.

Parte de los sintomas asociados con los trastornos neuropsiquidtricos parecen estar atribuidos, al menos en parte,
a la hiperexcitabilidad de las neuronas dentro del cerebro. Esta interpretacion estd apoyada por la farmacologia aso-
ciada con los tratamientos terapéuticos actuales. Por ejemplo, muchos de los tratamientos antipsicéticos se dirigen a
interferir con el enlace de la dopamina a los receptores de dopamina, tal como se ha descrito anteriormente. Simi-
larmente, la mania y la ansiedad se tratan a menudo con benzodiazepinas, que mejoran los efectos inhibidores de la
inhibicién mediada por GABA. La patente de los Estados Unidos 6.306.403 describe la administracién intracraneal
de una toxina botulinica para tratar diversos trastornos del movimiento. Adicionalmente, se sabe que se pueden usar
procedimientos estereoticticos para administrar una composicién farmacéutica en un drea discreta del cerebro para
aliviar satisfactoriamente un temblor parkinsoniano. Véase, por ejemplo, Pahapill P. A., y col., Tremor arrest with
thalamic microinjections of muscimol in patients with essential tremor, Ann Neur 46(2); 249-252 (1999).

Sin embargo, los tratamientos terapéuticos actuales dan como resultado diversos efectos secundarios adversos.
Estos efectos secundarios se pueden atribuir al hecho de que los agentes farmacéuticos se administran normalmente
sistémicamente, y por tanto, los agentes tienen una accién relativamente no especifica con respecto a los diversos sis-
temas bioldgicos del paciente. Por ejemplo, la administracién de benzodiazepinas puede dar como resultado sedacién
y relajacién muscular. Ademas, se puede desarrollar tolerancia a estos farmacos, asi como se pueden desarrollar sin-
dromes de abstinencia. Las estrategias terapéuticas actuales requieren también la administracidn consistente y repetida
de los agentes para conseguir los efectos deseados.

Toxina botulinica

El género Clostridium tiene mds de ciento ventisiete especies, agrupadas segin su morfologia y funciones. Las
bacterias anaerobias gram positivas de Clostridium botulinum producen una potente neurotoxina polipéptidica, la to-
xina botulinica, que produce una enfermedad neuroparalitica en seres humanos y animales denominada botulismo. Las
esporas de Clostridium botulinum se encuentran en el suelo y pueden crecer en envases de alimentos inadecuadamente
esterilizados y precintados de conservas hechas en casa, que son la causa de muchos de los casos de botulismo. Los
efectos del botulismo normalmente aparecen de 18 a 36 horas después de la ingestion de los productos alimenticios
infectados con un cultivo o esporas de Clostridium botulinum. La toxina botulinica puede pasar aparentemente sin
atenuar a través del revestimiento del intestino y atacar las neuronas motoras periféricas. Los sintomas de intoxicacién
por toxina botulinica pueden progresar desde dificultades para caminar, tragar y hablar hasta pardlisis de los misculos
respiratorios y muerte.

La toxina botulinica de tipo A es el agente biolégico natural mas letal conocido por el hombre. Aproximadamen-
te 50 picogramos de una toxina botulinica de tipo A comercialmente disponible (complejo de neurotoxina modifi-
cada)' tiene una DL, en ratones (es decir, 1 unidad). Una unidad de BOTOX® contiene aproximadamente 50 pico-
gramos (aproximadamente 56 attomoles) de complejo de toxina botulinica de tipo A. de manera interesante, sobre una
base molar, la toxina botulinica de tipo A es aproximadamente 1,8 billones de veces mas letal que la difteria, aproxi-
madamente 600 millones de veces mds letal que el cianuro de sodio, aproximadamente 30 millones de veces mds letal
que la toxina de cobra y aproximadamente 12 millones de veces mds letal que el célera. Singh, Critical Aspects of
Bacterial Protein Toxins, paginas 63-84 (capitulo 4) de Natural Toxins II, editado por B.R. Singh y col., Plenum Press,
Nueva York (1976) (cuando la DL, declarada de toxina botulinica de tipo A de 0,3 ng equivalen a 1 U se corrige por
el hecho de que aproximadamente 0,05 ng de BOTOX® equivalen a 1 unidad). Una unidad (U) de toxina botulinica
se define como la DLy, tras inyeccidn intraperitoneal en hembras de ratones Swiss Webster que pesaban de 18 a 20
gramos cada una.

Se han caracterizado siete neurotoxinas botulinicas inmunolégicamente distintas, siendo estas respectivamente los
serotipos A, B, C,, D, E, F y G de neurotoxina botulinica, cada uno de los cuales se distingue mediante la neutralizacién
con anticuerpos especificos de tipo. Los diferentes serotipos de toxina botulinica varian por las especies animales a
las que afectan, y en la gravedad y duracién de la pardlisis que provocan. Por ejemplo, se ha determinado que la
toxina botulinica de tipo A es 500 veces mds potente, tal como se ha medido mediante el indice de parlisis producida
en la rata, que la toxina botulinica de tipo B. Adicionalmente, se ha determinado que la toxina botulinica de tipo
B no es téxica en primates a una dosis de 480 U/kg que es aproximadamente 12 veces la DLs, en primates para la
toxina botulinica de tipo A. Moyer E y col., Botulinum Toxin Type B: Experimental and Clinical Experience, siendo el
capitulo 6, paginas 71-85 de “Therapy With Botulinun Toxin”, editado por Jankovic, J. y col., (1994); Marcel Dekker,
Inc. La toxina botulinica se une aparentemente con elevada afinidad a las neuronas motoras colinérgicas, se transloca
en la neurona y bloquea la liberacién de acetilcolina.

! (Disponible de Allergan, Inc., Irving, California, bajo el nombre comercial de BOTOX® en viales de 100 unidades)
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Sin tener en cuenta el serotipo, el mecanismo molecular de intoxicacién de la toxina parece ser similar e implicar al
menos tres etapas o fases. En la primera etapa del proceso, la toxina se une con la membrana presindptica de la neurona
diana por medio de una interaccién especifica entre la cadena pesada, cadena H, y un receptor de la superficie celular;
se piensa que el receptor es diferente para cada tipo de toxina botulinica y para la toxina del tétanos. El segmento
carboxilo terminal de la cadena H, H,, parece ser importante para que la toxina haga diana en la superficie celular.

En la segunda etapa, la toxina cruza la membrana plasmadtica de la célula envenenada. La toxina es en primer lugar
tragada por la célula a través de la endocitosis mediada por receptor, y se forma un endosoma que contiene la toxina.
A continuacion, la toxina escapa del endosoma hacia el citoplasma de la célula. Se piensa que esta etapa estd mediada
por el segmento aminoterminal de la cadena H, Hy, que estimula un cambio conformacional de la toxina en respuesta
a un pH de aproximadamente 5,5 o inferior. Se sabe que los endosomas poseen una bomba de protones que disminuye
el pH intraendosémico. El cambio conformacional expone los residuos hidréfobos de la toxina, lo que permite que la
propia toxina quede incluida en la membrana endosdmica. A continuacion, la toxina (o como minimo la cadena ligera)
se transloca a través de la membrana endosémica hacia el citoplasma.

La dltima etapa del mecanismo de actividad de la toxina botulinica parece implicar la reduccién del enlace disul-
furo que une la cadena pesada, cadena H, y la cadena ligera, cadena L. La actividad toxica completa de las toxinas
botulinica y tetdnica estd contenida en la cadena L de la holotoxina; la cadena L es una endopeptidasa de cinc (Zn++)
que rompe selectivamente proteinas esenciales para el reconocimiento y acoplamiento de las vesiculas que contie-
nen el neurotransmisor con la superficie citoplasmica de la membrana plasmatica, y la fusién de las vesiculas con la
membrana plasmadtica. La neurotoxina tetdnica, los tipos B, D, F, y G de la toxina botulinica producen la degrada-
cién de la sinaptobrevina (denominada también proteina de membrana asociada a la vesicula (VAMP), una proteina
de membrana asociada al sinaptosoma. La mayor parte de la VAMP presente en la superficie citopldsmica de la ve-
sicula sindptica se elimina como resultado de uno cualquiera de estos episodios de rotura. Los serotipos A y E de
la toxina botulinica rompen SNAP-25. Se pensaba inicialmente que el serotipo C; de la toxina botulinica rompia la
sintaxina, pero se encontré que rompia la sintaxina y SNAP-25. Cada una de las toxinas botulinicas rompe espe-
cificamente un enlace diferente, excepto la toxina botulinica de tipo B (y la toxina tetdnica) que rompen el mismo
enlace.

Se han usado las toxinas botulinicas en dmbitos clinicos para el tratamiento de trastornos musculares caracteriza-
dos por musculos esqueléticos hiperactivos. La Administracién de Alimentos y Farmacos de los Estados Unidos ha
aprobado un complejo de toxina botulinica de tipo A para el tratamiento del blefaroespasmo, estrabismo y espasmo
hemifacial. Los serotipos de toxina botulinica no de tipo A tienen aparentemente una menor potencia y una duracién
mads corta de la actividad en comparacién con la toxina botulinica de tipo A. Los efectos clinicos de la toxina botu-
linica de tipo A intramuscular periférica se observan usualmente una semana después de la inyeccién. La duracién
normal del alivio sintomdtico de una inyeccién intramuscular tinica de toxina botulinica de tipo A tiene un promedio
aproximado de tres meses.

Aunque todos los serotipos de toxinas botulinicas inhiben aparentemente la liberacién del neurotransmisor acetilco-
lina en la unién neuromuscular, lo hacen afectando diferentes proteinas neurosecretoras y/o rompiendo estas proteinas
en diferentes sitios. Por ejemplo, ambos tipos botulinicos A y E rompen la proteina de 25 kiloDalton (kD) asociada
a sinaptosoma (SNAP-25), pero hacen diana en diferentes secuencias de aminoacidos dentro de esta proteina. Los
serotipos B, D, F y G de toxina botulinica actian sobre la proteina asociada a vesicula (VAMP, denominada también
sinaptobrevina), cada serotipo rompiendo la proteina en un sitio diferente. Finalmente, se ha demostrado que la toxina
botulinica de tipo C; rompe la sintaxina y SNAP-25. Estas diferencias en el mecanismo de accioén pueden afectar la
potencia relativa y/o la duracién de la accién de los diversos serotipos de toxina botulinica. Aparentemente, puede
encontrarse un sustrato para una toxina botulinica en una variedad de diferentes tipos celulares. Véanse por ejemplo,
Biochem, J 1;339 (pt 1):159-65:199, y Mov Disord, 10(3):376:1995 (las células B de islotes pancredticos contienen
al menos SNA-25 y sinaptobrevina).

El peso molecular de la molécula de proteina de la toxina botulinica para el total de los siete serotipos conocidos
de toxina botulinica es aproximadamente de 150 kD. De manera interesante, las toxinas botulinicas se liberan por
las bacterias clostridicas en forma de complejos que comprenden la molécula de proteina de 150 kD de la toxina
botulinica junto con proteinas no de toxina asociadas. De esta manera, se puede producir un complejo de tipo A de
toxina botulinica por las bacterias clostridicas como formas de 900 kD, 500 kD y 300 kD. Los tipos B y C; de toxina
botulinica se producen ambos como complejos de 300 kD y 500 kD. Finalmente, los tipos E y F de toxina botulinica
se producen unicamente como complejos de aproximadamente 300 kD. Se cree que los complejos (es decir, peso
molecular mayor de aproximadamente 150 kD) contienen una proteina hemaglutinina no de toxina y una proteina
no hemaglutinina no de toxina y no téxica. Estas dos proteinas no de toxina (que junto con la molécula de toxina
botulinica comprenden el complejo relevante de neurotoxina) pueden actuar para proporcionar estabilidad frente a la
desnaturalizacién de la molécula de toxina botulinica y proteccion frente a los 4cidos digestivos cuando la toxina se
ingiere. Adicionalmente, es posible que los complejos mds grandes de toxina botulinica (mayores de aproximadamente
150 kD de peso molecular) puedan dar como resultado una velocidad mds lenta de difusién de la toxina botulinica
lejos del lugar de la inyeccion intramuscular de un complejo de toxina botulinica.

Se ha indicado en estudios in vitro que la toxina botulinica inhibe la liberacién inducida por el catién potasio de
acetilcolina y norepinefrina procedentes de los cultivos celulares primarios de tejido de tronco encefdlico. Adicional-
mente, se ha informado que la toxina botulinica inhibe la liberacién provocada de glicina y glutamato en los cultivos
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primarios de neuronas de médula espinal y que, en preparaciones de sinaptosoma de cerebro, la toxina botulinica
inhibe la liberacién de cada uno de los neurotransmisores acetilcolina, dopamina, norepinefrina (Habermann E., y
col., Tetanus Toxin and Botulinum A and C Neurotoxins Inhibit Noradrenaline Release From Cultures Mouse Brain, ]
Neurochem 51(2);522-527:1988) CGRP, sustancia P y glutamato (Sdnchez-Prieto, J., y col., Botulinum Toxin A Blocks
Glutamate Exocitosis From Guinea Pig Cerebral Cortical Synaptosomes, Eur J. Biochem 165;675-681:1987. De ésta
manera, cuando se usan concentraciones adecuadas, la toxina botulinica bloquea la liberacién provocada mediante
estimulo de la mayor parte de neurotransmisores. Véanse por ejemplo, Pearce, L. B. Pharmacologic Chatacterization
of Botulinum Toxin For Basic Science and Medicine, Toxicon 35(9);1373-1412 a 1393; Bigalke H., y col., Botuli-
num A Neurotoxin Inhibits Non-Cholinergic Synaptic Transmission in Mouse Spinal Cord Neurons in Culture, Brain
Research 360;318-324:1985; Habermann E., Inhibition by Tetanus and Botulinum A Toxin of the release of [>H]No-
radrenaline and [P H]JGABA From Rat Brain Homogenate, Experientia 44;224-226:1988, Bigalke H., y col., Tetanus
Toxin and Botulinum A Toxin Inhibit Release and Uptake of Various transmitters, as Studied with Particulate Prepa-
rations From Rat Brain and Spinal Cord, Naunyn-Schmiedeberg’s Arch Pharmacol 316;244-251:1981, y; Jankovic J.
y col., Therapy With Botulinum Toxin, Marcel Dekker, Inc., (1994), pagina 5.

La toxina botulinica de tipo A se puede obtener estableciendo y haciendo crecer cultivos de Clostridium botulinum
en un fermentador, y a continuacién cosechando y purificando la mezcla fermentada segtin procedimientos conocidos.
Todos los serotipos de toxina botulinica se sintetizan inicialmente en forma de proteinas inactivas de cadena tinica que
deben romperse o cortarse por proteasas para que se conviertan en neuroactivas. Las cepas bacterianas que producen
los serotipos A y G de toxina botulinica poseen proteasas endégenas y los serotipos A y G pueden por tanto recuperarse
de los cultivos bacterianos predominantemente en su forma activa. Por el contrario, los serotipos C;, D y E de toxina
botulinica se sintetizan por cepas no proteoliticas y estan por tanto normalmente inactivados cuando se recuperan del
cultivo. Los serotipos B y F se producen por cepas proteoliticas y no proteoliticas y se pueden recuperar por tanto
en cualquiera de las formas activa o inactiva. Sin embargo, incluso las cepas proteoliticas que producen, por ejemplo,
el serotipo de tipo B de toxina botulinica inicamente rompen una porcién de la toxina producida. La proporcién
exacta de moléculas cortadas a no cortadas depende de la duracion de la incubacién y de la temperatura del cultivo.
Por tanto, es probable que un cierto porcentaje de cualquier preparacién de, por ejemplo, toxina de tipo B de toxina
botulinica esté inactivo, posiblemente teniendo en cuenta la potencia significativamente menor conocida de la toxina
botulinica de tipo B en comparacién con la toxina botulinica de tipo A. La presencia de moléculas inactivas de toxina
botulinica en una preparacion clinica contribuird a la carga total de proteina de la preparacién, que se ha enlazado con
un aumento en la antigenicidad, sin contribuir a su eficacia clinica. Adicionalmente, se sabe que la toxina botulinica
de tipo B tiene, tras la inyeccién intramuscular, una duracién més corta de la actividad y es también menos potente
que la toxina botulinica de tipo A al mismo nivel de dosis.

Se puede producir toxina botulinica de tipo A cristalina, de alta calidad a partir de la cepa Hall A de Clostridium
botulinum con caracteristicas de > 3 x 107 U/mg, una Ay, /A5 de menos de 0,60 y un modelo distinto de division en
bandas en electroforesis en gel. Se puede usar el conocido procedimiento Shantz para obtener toxina botulinica de tipo
A cristalina, tal como se muestra en Shantz, E. J., y col., Properties and use of Botulinum toxin and Other Microbial
Neurotoxins in Medicine, Microbiol Rev. 56;80-99:1992. Generalmente, se puede aislar y purificar el complejo de
toxina botulinica de tipo A a partir de una fermentacidn anaerobia cultivando Clostridium botulinum de tipo A en un
medio adecuado. Se puede usar también el procedimiento conocido, tras la separacién de las proteinas no de toxina,
para obtener toxinas botulinicas puras, tales como por ejemplo: toxina botulinica de tipo A purificada con un peso
molecular de aproximadamente 150 kD, con una potencia especifica de la DLs, de 1-2 x 108 U/mg o mayor; toxina
botulinica de tipo B purificada con un peso molecular de aproximadamente 156 kD con una potencia especifica de la
DLs, de 1-2 X 10® U/mg o mayor, y; toxina botulinica de tipo F purificada con un peso molecular de aproximadamente
155 kD con una potencia especifica de la DL, de 1-2 X 107 U/mg o mayor.

Se pueden obtener toxinas botulinicas y/o complejos de toxina botulinica de List Biological Laboratories, Inc.,
Campbell, California; del Centre for Applied Microbiology and Researchs Porton Down, Reino Unido; Wako (Osaka,
Japon), Metabiologics (Madison, Wisconsin) asi como de Sigma Chemicals de San Luis, Missouri.

La toxina botulinica pura es tan 1abil que generalmente no se usa para preparar una composicién farmacéutica.
Ademais, los complejos de toxina botulinica, tales como el complejo de toxina de tipo A son extremadamente sus-
ceptibles a la desnaturalizacién debida a desnaturalizacién superficial, calor, y condiciones alcalinas. Las proteinas
toxoides forman la toxina inactivada que puede ser inmunogénica. Los anticuerpos resultantes pueden volver a un
paciente refractario a la inyeccion de toxina.

Tal como con las enzimas en general, las actividades bioldgicas de las toxinas botulinicas (que son peptidasas
intracelulares) son dependientes, al menos en parte, de su conformacién tridimensional. De esta manera, la toxina
botulinica de tipo A se detoxifica por el calor, la elasticidad superficial de diversos compuestos quimicos y el secado
superficial. Adicionalmente, se sabe que la dilucién del complejo de toxina obtenido mediante cultivo conocido, fer-
mentacidn y purificacioén de concentraciones muy, muy bajas de toxina dan como resultado una detoxificacién rdpida
de la toxina a no ser que esté presente un agente estabilizante adecuado. La dilucién de la toxina a partir de cantidades
en miligramos hasta una solucién que contiene nanogramos por mililitro presenta dificultades significativas debido
a la rapida pérdida de toxicidad especifica tras dicha elevada diluciéon. Debido a que la toxina puede usarse meses o
afios después que se formule la composicién farmacéutica que contiene la toxina, la toxina puede estabilizarse con un
agente estabilizante tal como albimina y gelatina.
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Una composicién farmacéutica comercialmente disponible que contiene la toxina botulinica se comercializa bajo
la marca comercial BOTOX® (disponible de Allergan, Inc., de Irving, California). BOTOX® est4 constituida por un
completo de toxina botulinica purificada de tipo A, albimina y cloruro de sodio envasado en forma seca al vacio y
estéril. La toxina botulinica de tipo A se fabrica a partir de un cultivo de la cepa Hall de Clostridium botulinum que
crece en un medio que contiene amina N-Z y extracto de levaduras. El complejo de toxina botulinica de tipo A se
purifica a partir de la solucidén del cultivo mediante una serie de precipitaciones 4cidas hasta un complejo cristalino
constituido por proteina de toxina activa de elevado peso molecular y una proteina hemaglutinina asociada. El com-
plejo cristalino se vuelve a disolver en una solucién que contiene solucion salina y albimina y se filtra en forma estéril
(0,2 micrémetros) antes del secado al vacio. El producto seco al vacio se almacena en un congelador a o por debajo de
-5°C. El BOTOX® puede reconstituirse con solucién salina no preservada antes de la inyeccién intramuscular. Cada
vial de BOTOX® contiene aproximadamente 100 unidades (U) de complejo de neurotoxina purificada de toxina de
tipo A de Clostridium botulinum, 0,5 miligramos de albimina de suero humano y 0,9 miligramos de cloruro de sodio
en una forma seca al vacio, estéril sin conservante.

Para reconstituir BOTOX® seco al vacio, se usa solucién salina normal sin conservante; (Inyeccioén de Cloruro
de Sodio al 0,9%) preparando la cantidad apropiada de diluyente en la jeringa de tamafio apropiado. Debido a que
BOTOX® puede desnaturalizarse por burbujeo o agitacién violenta similar, el diluyente se inyecta suavemente en
el vial. Por razones de esterilidad, BOTOX®™ se administra preferiblemente en el intervalo comprendido dentro de
las cuatro horas después de que el vial se retira del congelador y se reconstituye. Durante estas cuatro horas, se
puede almacenar el BOTOX® reconstituido en un refrigerador a aproximadamente 2°C a aproximadamente 8°C. Se
ha informado que el BOTOX® reconstituido refrigerado retiene su potencia durante al menos aproximadamente dos
semanas. Neurology, 48:249-53:1997.

Se ha informado que se ha usado la toxina botulinica de tipo A en dmbitos clinicos tal como sigue:

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

(2) 5-10 unidades de BOTOX® por inyeccién intramuscular para tratar las lineas glabelares (arrugas de la frente)
(5 unidades inyectadas intramuscularmente en el musculo procerus y 10 unidades inyectadas intramuscularmente en
cada musculo superciliar corrugador);

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

(4) aproximadamente 1-5 unidades por misculo o0 BOTOX® inyectado intramuscularmente para tratar el blefa-
roespasmo inyectando el musculo ocular orbicular pretarsal lateral del parpado superior y el ocular orbicular pretarsal
lateral del parpado inferior.

(5) para tratar el estrabismo, se han inyectado intramuscularmente los musculos extraoculares con entre aproxima-
damente 1-5 unidades de BOTOX®, variando la cantidad inyectada en funcién del tamafio del misculo que se va a
inyectar y la extensioén deseada de la paralisis muscular (es decir, la cantidad de correcién de dioptrias deseada).

(6) para tratar la espasticidad del miembro superior tras apoplejia mediante inyecciones intramusculares de
BOTOX® en cinco miisculos flexores diferentes del miembro superior

(a) flexor profundo de los dedos: 7,5 U a30 U
(b) flexor superficial de los dedos: 7,5 U a30 U
(c) flexor cubital del carpo: 10 U a40 U

(d) flexor radial del carpo: 15 U a 60 U

(e) biceps braquial: 50 U a 200 U. Se ha inyectado cada uno de los cinco misculos indicados en la misma
sesion de tratamiento, de tal manera que el paciente recibe entre 90 U y 360 U de BOTOX® en el misculo
flexor del miembro superior mediante inyeccién intramuscular en cada sesién de tratamiento.

(7) para tratar la migrafia, una inyeccién de 25 U de BOTOX® inyectado pericranealmente (inyectado simétrica-
mente en los musculos glabelares, frontales y temporales) ha demostrado un beneficio significativo como tratamiento
profilactico de la migrafia en comparacién con el vehiculo tal como se midié mediante las medidas de disminucién de
frecuencia de migrafia, gravedad médxima asociada a vémitos y uso extremo de medicacién durante el periodo de tres
meses tras inyeccién de 25 U.

Adicionalmente, se ha usado intramuscularmente la toxina botulinica en el tratamiento del temblor en pacientes
con enfermedad de Parkinson, aunque se ha informado que los resultados no han sido excelentes. Marjama-Jyons, J.,
y col., Tremor-Predominant Parkinson’s Disease, Drugs & Aging 16(4);273-278:2000.
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Se sabe que la toxina botulinica de tipo A puede tener una eficacia de hasta 12 meses (European J. Neurology 6
(Supp 4): S111-S1150:1999), y en algunas circunstancia de hasta 27 meses. The Laryngoscope 109:1344-1346:1999.
Sin embargo, la duracién normal de una inyeccién intramuscular de BOTOX® es normalmente de aproximadamente
3 a 4 meses.

El éxito de la toxina botulinica de tipo A para tratar una variedad de dolencias clinicas ha dirigido el interés hacia
otros serotipos de toxina botulinica. Dos preparaciones de toxina botulinica de tipo A comercialmente disponibles
para uso en seres humanos son BOTOX® disponible de Allergan, Inc., de Irving, California, y Dysport® disponible de
Beafour Ipsen, Porton Down, Inglaterra. Una preparacién de toxina botulinica de tipo B (MyoBloc®) est4 disponible
de Elan Pharmaceuticals de San Francisco, California.

Ademads de poseer acciones farmacoldgicas en localizaciones periféricas, las toxinas botulinicas pueden tener
también efectos inhibidores en el sistema nervioso central. El trabajo de Weigand y col., Nauny-Schmiedeberg’s Arch.
Pharmacol. 1976; 292, 161-165, y el de Habermann, Nauny-Schmiedeberg’s Arch, Pharmacol. 1974; 281, 41-56
demostré que la toxina botulinica es capaz de ascender hasta el drea espinal mediante transporte retrégrado. Como tal,
una toxina botulinica inyectada en una localizacién periférica, por ejemplo intramuscularmente, puede transportarse
de manera retrégrada a la médula espinal.

La Patente d los Estados Unidos N° 5.989.545 describe que puede usarse una neurotoxina clostridica modificada
o fragmento de la misma, preferiblemente una toxina botulinica, conjugada quimicamente o fusionada de manera
recombinante a un resto diana concreto para tratar el dolor mediante la administracion del agente en la médula espinal.

Acetilcolina

Normalmente, sélo un tnico tipo de neurotransmisor de molécula pequeiia se libera por cada tipo de neurona en el
sistema nervioso de los mamiferos. El neurotransmisor acetilcolina se segrega por las neuronas en muchas dreas del
cerebro, pero especificamente por las células piramidales grandes del cortex motor, por diversas neuronas diferentes
en los ganglios basales, por las neuronas motoras que inervan los musculos esqueléticos, por las neuronas pregan-
gliénicas del sistema nervioso auténomo (simpdtico y parasimpético), por las neuronas postganglinicas del sistema
nervioso parasimpético, y por alguna de las neuronas postgangliénicas del sistema nervioso simpético. Esencialmente,
s6lo las fibras nerviosas simpdticas postgangliénicas de las glandulas sudoriparas, los musculos piloerectores y unos
pocos vasos sanguineos son colinérgicos asi que la mayor parte de las neuronas postganglionicas del sistema nervioso
simpdtico segregan el neurotransmisor norepinefrina. En la mayor parte de los casos, la acetilcolina tiene un efec-
to excitador. Sin embargo, se sabe que la acetilcolina tiene efectos inhibidores en alguno de los extremos nerviosos
parasimpaticos periféricos, tal como la inhibicién del latido cardiaco por el nervio vago.

Las sefales eferentes del sistema nervioso auténomo se transmiten por el cuerpo a través de cualquiera del sis-
tema nervioso simpdtico o del sistema nervioso parasimpatico. Las neuronas preganglidnicas del sistema nervioso
simpdtico se extienden desde los cuerpos celulares de las neuronas simpaticas preganglidnicas localizadas en el asta
intermediolateral de la médula espinal. Las fibras nerviosas simpdticas preganglidnicas se extienden desde el cuerpo
celular, la sinapsis con las neuronas postganglidnicas localizadas en cualquiera del ganglio simpdtico paravertebral o
en el ganglio prevertebral. Debido a que las neuronas preganglidnicas del sistema nervioso simpatico y del parasim-
patico son colinérgicas, la aplicacién de acetilcolina en los ganglios excitard las neuronas postganglidnicas simpaticas
y parasimpaticos.

La acetilcolina activa dos tipos de receptores, los receptores muscarinicos y nicotinicos. Los receptores muscari-
nicos se encuentran en todas las células efectoras estimuladas por las neuronas postgangliénicas del sistema nervioso
parasimpadtico asi como en aquellas estimuladas por las neuronas colinérgicas postganglidnicas del sistema nervioso
simpdtico. Los receptores nicotinicos se encuentran en la médula adrenal, asi como en el interior del ganglio auténo-
mo, que estd sobre la superficie celular de la neurona postganglidnica en la sinapsis entre las neuronas pregangliénicas
y postganglidnicas de los sistemas simpdtico y parasimpdtico. Los receptores nicotinicos se encuentran también en
muchos extremos de los nervios no auténomos, por ejemplo en las membranas de las fibras musculares esqueléticas
en la unién neuromuscular.

La acetilcolina se libera desde las neuronas colinérgicas cuando pequefias vesiculas intracelulares transparentes se
fusionan con la membrana celular neuronal presindptica. Una amplia variedad de células secretoras no neuronales, tales
como los islotes celulares pancredticos y de la médula adrenal (asi como la linea celular PC12) liberan catecolaminas
y hormona paratiroidea, respectivamente, desde grandes vesiculas de nicleo denso. La linea celular PC12 es un clon
de células de feocromocitoma de rata usada extensivamente como un modelo de cultivo de tejido para los estudios
de desarrollo simpatoadrenal. La toxina botulinica inhibe la liberacién de ambos tipos de compuestos en ambos tipos
de células in vitro, permeabilizada (tal como mediante electroporacién) o por inyeccién directa de la toxina en la
célula desnervada. Se sabe también que la toxina botulinica bloquea la liberacién del neurotransmisor glutamato de
los cultivos celulares de sinaptosomas corticales.

Se forma una unién neuromuscular en el musculo esquelético por la proximidad de los axones a las células mus-
culares. Una sefial transmitida a través del sistema nervioso da como resultado un potencial de accién en el axén
terminal, con la activacion de los canales de iones y la liberacidn resultante del neurotransmisor acetilcolina desde las
vesiculas sindpticas intraneuronales, por ejemplo, en la placa motora terminal de la unién neuromuscular. La acetilco-

8



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2314193 T3

lina cruza el espacio extracelular para enlazar con las proteinas receptoras de la acetilcolina sobre la superficie de la
placa muscular terminal. Una vez se ha producido un enlace suficiente, un potencial de accién de la célula muscular
produce cambios especificos en el canal de iones de la membrana, dando como resultado la contraccién de la célula
muscular. A continuacion se libera la acetilcolina de las células musculares y se metaboliza mediante las colinesterasas
en el espacio extracelular. Los metabolitos se recirculan al axén terminal para su reprocesamiento a mas acetilcolina.

Lo que se necesita por tanto es un procedimiento para tratar eficazmente un trastorno neuropsiquidtrico mediante
la administracién de una composicién farmacéutica que tenga las caracteristicas de larga duracion de la actividad, ve-
locidades bajas de difusion fuera de un tejido diana intracraneal escogido en el que se administra, y efectos sistémicos
nominales a niveles de dosis terapéutica.

Resumen

La presente invencion satisface esta necesidad y proporciona una neurotoxina clostridica y una toxina botulini-
ca, respectivamente, para uso en los procedimientos para tratar eficazmente trastornos neuropsiquidtricos mediante
la administracién intracraneal de dicha neurotoxina que tiene las caracteristicas de larga duracién de la actividad,
velocidades bajas de difusion fuera de un emplazamiento intracraneal en el que se administra y efectos sistémicos
insignificantes a niveles de dosis terapéutica.

Se aplican las siguientes definiciones en el presente documento:

“Aproximadamente” significa aproximado o préximo y en el contexto de un valor o intervalo numérico que se
muestra en el presente documento significa + 10% del valor o intervalo numérico enumerado o reivindicado.

“Administracién local” significa administracién directa de una composicion farmacéutica a o en la vecindad de
un emplazamiento o en el interior de un cuerpo animal, en cuyo emplazamiento se desea un efecto bioldgico de la
composicién farmacéutica. La administracién local excluye rutas de administracion sistémica, tal como administracién
intravenosa u oral.

“Neurotoxina” significa una molécula biolégicamente activa con afinidad especifica por un receptor superficial
celular neuronal. Una forma de realizacién incluye toxinas clostridicas en forma de toxina pura y en forma complejada
con una o mas protefnas no de toxina asociadas a toxina.

“Intracraneal” significa en el interior del crdneo o en o préximo al extremo dorsal de la médula espinal e incluye
la médula, el tronco encefdlico, la protuberancia, el cerebelo y el cerebro.

Los procedimientos descritos para tratar trastornos neuropsiquidtricos comprenden la etapa de administrar intra-
cranealmente a un paciente una neurotoxina tal como se reivindica. La neurotoxina se administra en una cantidad
terapéuticamente eficaz para aliviar al menos un sintoma del trastorno. La neurotoxina alivia los sintomas asociados
con el trastorno reduciendo las secreciones del neurotransmisor de las neuronas expuestas a la neurotoxina.

Una neurotoxina adecuada es una neurotoxina fabricada por las bacterias Clostridium botulinum, Clostridium
butyricum, o Clostridium beratti. En algunas formas de realizacién de la invencidn, los trastornos neuropsiquidtricos
se tratan mediante la administracién intracraneal de una toxina botulinica al paciente. La toxina botulinica puede ser
una toxina botulinica de tipo A, tipo B, tipo C, tipo D, tipo E, tipo F, o tipo G. La toxina botulinica puede administrarse
en una cantidad de entre aproximadamente 10~ U/kg y aproximadamente 10 U/kg. Los efectos de la toxina botulinica
pueden persistir durante entre aproximadamente 1 mes y 5 afios.

Las neurotoxinas segtin la invencién incluyen toxinas botulinicas producidas de manera recombinante producidas
por E. coli. Adicional o alternativamente, dicha neurotoxina puede ser una neurotoxina modificada, esto es, una neuro-
toxina que tiene al menos uno de sus aminoécidos eliminado, modificado o sustituido, en comparacién con una nativa,
o la neurotoxina modificada puede ser una neurotoxina producida de manera recombinante o un derivado o fragmento
de la misma. Dichas neurotoxinas son atin capaces de inhibir la liberacién del neurotransmisor.

La neurotoxina tal como se reivindica es para ser administrada en un emplazamiento dentro del cerebro que se
cree estd implicado en el trastorno que se estd tratando. La neurotoxina puede administrarse en una regién inferior del
cerebro, la region pontina, el nicleo pedinculopontino, el locus ceruleus, o el drea tegmental ventral, por ejemplo. La
neurotoxina puede aliviar el sintoma que estd asociado con la liberacién del neurotransmisor hiperactivo. La neuroto-
xina puede también restaurar un equilibrio entre dos sistemas neuronales para aliviar el trastorno. La neurotoxina que
se va a administrar al paciente puede inhibir la liberacidn de acetilcolina de las neuronas colinérgicas, puede inhibir la
liberacién de dopamina de las neuronas dopaminérgicas, y puede inhibir la liberacién de norepinefrina de las neuronas
noradrenérgicas.

Los trastornos neuropsiquidtricos tratados segiin la invencion descritos en el presente documento incluyen, y no
se limitan a, esquizofrenia, enfermedad de Alzheimer, mania, y ansiedad. La neurotoxina puede aliviar un sintoma
positivo asociado con el trastorno neuropsiquidtrico, por ejemplo la esquizofrenia, y puede aliviar los sintomas a las
pocas horas después de la administracion.
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El solicitante ha encontrado sorprendentemente que una toxina botulinica, tal como una toxina botulinica de tipo
A, puede administrarse intracranealmente en cantidades de entre aproximadamente 10~ U/kg y aproximadamente
10 U/kg para aliviar un trastorno neuropsiquidtrico experimentado por un paciente humano. Preferiblemente, la toxi-
na botulinica usada es para administrarse intracranealmente en una cantidad de entre aproximadamente 10~ U/kg y
aproximadamente 1 U/kg. Mds preferiblemente, la toxina botulinica se administra en una cantidad de entre aproxima-
damente 0,1 unidades y aproximadamente 5 unidades. Significativamente, el efecto que alivia el trastorno neuropsi-
quidtrico descrito en la presente invencion puede persistir durante entre aproximadamente 2 meses y aproximadamente
6 meses cuando la administracién es de una solucion acuosa de la neurotoxina, y durante hasta aproximadamente cinco
afios cuando la neurotoxina se administra como un implante de liberacién controlada.

La presente invencion es Util para mejorar la funcién del paciente mediante la administracion intracraneal de dicha
neurotoxina a un paciente, mejorando por tanto la funcién del paciente tal como se determina mediante la mejora en
uno o mds de los factores de reduccién del dolor, reduccién en el tiempo pasado en cama, aumento en el tiempo no
hospitalizado, actitud mds saludable y un estilo de vida mds variado.

Descripcion

La presente invencién se basa en el descubrimiento de que la administracion intracraneal de una neurotoxina puede
proporcionar un alivio significativo y mds duradero de una variedad de trastornos neuropsiquidtricos. La administra-
cion intracraneal permite administrar localmente una neurotoxina en un emplazamiento, en el interior del craneo de
un paciente, lo que tiene un efecto directo sobre las neuronas implicadas en los trastornos, y evita las complicaciones
asociadas con el paso de la neurotoxina a través de la barrera hematoencefilica. De esta manera, la administracién
intracraneal proporciona dosificaciones locales mayores de una neurotoxina en un drea del cerebro, lo que se consigue
con las rutas sistémicas de administracion, y evita la no especificidad asociada con la administracién sistémica de los
agentes terapéuticos actuales. De hecho, la administracién sistémica de una neurotoxina tal como una neurotoxina
botulinica, estd contraindicada debido a las graves complicaciones (es decir, el botulismo) que pueden resultar de la
entrada de una toxina botulinica en la circulacién general del paciente.

Las neurotoxinas usadas segun la invencién descritas en el presente documento inhiben la transmisién de las
sefiales quimicas o eléctricas entre los grupos neuronales seleccionados que estdn implicados en los trastornos neu-
ropsiquidtricos. Preferiblemente, las neurotoxinas preferiblemente no son citotdxicas para las células que se exponen
a la neurotoxina. La neurotoxina puede inhibir la neurotransmisién reduciendo o evitando la exocitosis del neuro-
transmisor de las neuronas expuestas a la neurotoxina. O bien, las neurotoxinas pueden reducir la neurotransmisién
inhibiendo la generacién de los potenciales de accion de las neuronas expuestas a la toxina. Los efectos supresores
proporcionados por la neurotoxina deberian persistir durante un periodo de tiempo relativamente largo, por ejemplo,
durante mas de dos meses, y potencialmente durante varios afios.

Las neurotoxinas usadas para tratar trastornos neuropsiquidtricos son neurotoxinas producidas a partir de bacte-
rias Clostridium, tales como Clostridium botulinum, Clostridium butyricum y Clostridium beratti. Adicionalmente,
las neurotoxinas usadas segun la invencién pueden ser una toxina botulinica seleccionada entre un grupo de toxinas
botulinicas de los tipos A, B, C, D, E, F, y G. En una forma de realizacién de la invencién, la neurotoxina que se va a
administrar al paciente es toxina botulinica de tipo A. La toxina botulinica de tipo A es deseable debido a su elevada
potencia en seres humanos, facil disponibilidad, y uso conocido para el tratamiento de los trastornos del musculo liso
y esquelético cuando se administra localmente mediante inyeccion intramuscular. La neurotoxina de la presente inven-
cién puede obtenerse o procesarse mediante cultivo bacteriano, extraccion de la toxina, concentracion, conservacion,
criocongelacién, y/o reconstitucion; y/o (b) las neurotoxinas modificadas o recombinantes, esto es, las neurotoxinas
que han tenido uno o mds aminoécidos o secuencias de aminoécidos deliberadamente eliminadas, modificadas o sus-
tituidas mediante procedimientos quimicos/bioquimicos conocidos de modificacién de aminoécidos o mediante el uso
de tecnologia recombinantes conocidas de célula huésped/vector recombinante, asi como los derivados o fragmentos
de neurotoxinas fabricados de esta manera. Estas variantes de neurotoxina deberian retener la capacidad para inhibir
la neurotransmision entre o en medio de las neuronas, y alguna de estas variantes puede proporcionar un aumento en
la duracion de los efectos inhibidores en comparacion con las neurotoxinas nativas, o puede proporcionar una espe-
cificidad mejorada del enlace con las neuronas expuestas a las neurotoxinas. Estas variantes de neurotoxina pueden
seleccionarse seleccionando las variantes usando ensayos convencionales para identificar las neurotoxinas que tiene
los efectos fisiolégicos deseados de inhibicién de la neurotransmision.

Las toxinas botulinicas para uso segun la presente invencion pueden almacenarse en forma liofilizada, seca al va-
cio en envases bajo presion reducida o como liquidos estables. Antes de la liofilizacién, la toxina botulinica puede
combinarse con excipientes, estabilizantes y/o vehiculos farmacéuticamente aceptables, tales como albimina. El ma-
terial liofilizado puede reconstituirse con solucidn salina o agua para crear una solucién o composicién que contiene
la toxina botulinica que se va a administrar al paciente.

Aunque la composicién puede contener s6lo un tipo tnico de neurotoxina, tal como la toxina botulinica de tipo A,
como ingrediente activo para suprimir la neurotransmision, se pueden incluir otras composiciones terapéuticas de dos
0 mas tipos de neurotoxinas, que pueden proporcionar efectos terapéuticos mejorados de los trastornos. Por ejemplo,
una composiciéon administrada a un paciente puede incluir la toxina botulinica de tipo A y la toxina botulinica de
tipo B. La administracion de una composicion unica que contiene dos neurotoxinas diferentes puede permitir la con-
centracion eficaz de cada una de las neurotoxinas sea inferior a si se administrara una neurotoxina Unica al paciente
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consiguiendo todavia los efectos terapéuticos deseados. La composicion administrada al paciente puede contener tam-
bién otros ingredientes farmacéuticamente activos, tales como, el receptor de la proteina o los moduladores del canal
de iones, en combinacién con la neurotoxina o neurotoxinas. Estos moduladores pueden contribuir a la reduccién de
la neurotransmision entre diversas neuronas. Por ejemplo, una composicién puede contener moduladores del receptor
de dcido gamma aminobutirico (GABA) tipo A que mejoran los efectos inhibidores mediados por el receptor GABA .
El receptor GABA, inhibe la actividad neuronal enviando eficazmente el flujo de corriente a través de la membrana
celular. Los moduladores del receptor GABA, pueden mejorar los efectos inhibidores del receptor GABA, y reducir
la transmision de la sefial eléctrica o quimica de las neuronas.

Los ejemplos de moduladores del receptor GABA, incluyen benzodiazepinas, tales como diazepam, oxazepam,
lorazepam, prazepam, alprazolam, halazeapam, clordiazepdxido, y clorazepato. Las composiciones pueden contener
también moduladores del receptor de glutamato que disminuyen los efectos excitadores mediados por los receptores de
glutamato. Los ejemplos de moduladores del receptor de glutamato incluyen agentes que inhiben el flujo de corriente a
través de AMPA, NMDA, y/o los receptores de glutamato de tipo kainato. Las composiciones pueden incluir también
agentes que modulan los receptores de la dopamina, tales como antipsicéticos, receptores de norepinefrina, y/o los
receptores de serotonina. Las composiciones pueden incluir también agentes que afectan el flujo i6nico a través de
los canales de calcio, canales de potasio, y/o canales de sodio regulados por voltaje. De esta manera, las composi-
ciones usadas para tratar trastornos neuropsiquiatricos pueden incluir una o mds neurotoxinas, tales como las toxinas
botulinicas, adicionalmente a los moduladores del receptor del canal de iones, que pueden reducir la neurotransmision.

La neurotoxina clostridica y la toxina botulinica son para administrarse intracranealmente mediante cualquier pro-
cedimiento adecuado segtin se determine por el médico a cargo del paciente. Los procedimientos de administracién
permiten administrar la toxina localmente en un tejido diana seleccionado. Los procedimientos de administracién in-
cluyen la inyeccién de una solucién o composicién que contiene la neurotoxina, tal como se ha descrito anteriormente,
e incluyen el implante de un sistema de liberacién controlada que libera de manera controlable la neurotoxina en el
objetivo diana. Dichos sistemas de liberacién controlada reducen la necesidad de repetir inyecciones. La difusion de
la actividad biolégica de una toxina botulinica en el interior de un tejido parece ser una funcién de la dosis y puede
graduarse. Jankovic J., y col Therapy With Botulinum Toxin, Marcel Dekker, Inc., (1994), pagina 150. De esta manera,
se puede controlar la difusién de la toxina botulinica para reducir los efectos secundarios potencialmente indeseables
que pueden afectar las capacidades cognitivas del paciente. Por ejemplo, puede administrarse la neurotoxina de tal
manera que se cree que la neurona afecta principalmente los sistemas neurales que estan implicados en el trastorno
neuropsiquidtrico, y no tiene efectos negativamente adversos sobre otros sistemas neurales, tales como los sistemas
sensoriales primarios.

Adicionalmente, puede administrarse la neurotoxina al paciente en unién de una solucién o composicién que
disminuya localmente el pH del entorno del tejido diana. Se puede usar, por ejemplo, una solucién que contenga acido
clorhidrico para reducir local y temporalmente el pH del entorno del tejido diana para facilitar la translocacién de la
neurotoxina a través de las membranas celulares. La reduccién en el pH local puede ser deseable si la composicién
contiene fragmentos de neurotoxinas que pueden no tener un resto diana funcional (por ejemplo, una porcién de la
toxina que enlaza con un receptor de neurotoxina), y/o una regién de translocacién). Por medio de ejemplo, y como
limitacion, se puede administrar al paciente un fragmento de una toxina botulinica que comprende la region proteolitica
de la toxina en unién con un agente que disminuya el pH local del tejido diana. Sin pretender quedar ligado por teoria
particular alguna, se cree que el pH inferior puede facilitar la translocacion de la regién proteolitica a través de la
membrana celular de tal manera que el fragmento de neurotoxina puede ejercer sus efectos t6xicos en el interior de la
célula. El pH del tejido diana se disminuye s6lo temporalmente de tal manera que se reduce el dafio neuronal y/o glial.

Similarmente, la neurotoxina es para administrarse intracranealmente y se puede administrar sistémicamente una
composicién que contiene otros agentes farmacéuticos, tales como antipsicéticos, que pueden cruzar la barrera hema-
toencefdlica, tal como mediante administracion intravenosa, para conseguir los efectos terapéuticos deseados.

La neurotoxina se puede administrar también intracranealmente usando implantes intracraneales. Los implantes
intracraneales se han usado para diversas dolencias. Por ejemplo, se pueden usar de manera provisional catéteres con
yodo-125, implantados estereoticticamente, para tratar gliomas malignos. Scharfen. C. O., y col., High Activity lodi-
ne-125 Interstitial Implant For Gliomas, Int. J. Radiation Oncology Biol Phys 24(4); 583-591:1992. Adicionalmente,
se han usado implantes de catéter intracraneales permanentes sembrados con una dosis baja de '*°1, para tratar tumores
cerebrales. Gaspar, y col., Permanent "*I Implants for Recurrent Malignant Gliomas, Int J Radiation Oncology Biol
Phys 43(5);977-982:1999. véase también el Capitulo 66, paginas 577-580, Bellezza D., y col., Stereotactic Intersti-
tial Brachytherapy, en Gildenberg P. L. y col., Textbook of Stereotactic and Functional Neurosurgery, McGraw-Hill
(1998).

Se han utilizado implantes biodegradables quirdrgicamente implantados para administrar localmente farmacos
anticancerosos para tratar gliomas malignos. Por ejemplo, se han usado obleas polianhidras conteniendo 3-bis(cloro-
etil)-1-nitrosourea (BCNU) (Carmustina) como implantes intracraneales. Brem, H. y col., The Safety of Interstitial
Chemotherapy with BCNU-Loaded Polymer Followed by Radiation Therapy in the Treatment of Newly Diagnosed
Malignat Gliomas: Phase I Trial, ] Neuro-Oncology 26:111-123:1995.

Se ha usado un polimero polianhidrido, Gliadel® (Stolle R & D, Inc., Cincinnati, OH) un copolimero de policar-
boxifenoxipropano y acido sebacico en una relacion de 20:80 para fabricar implantes, y se ha implantado intracra-
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nealmente para tratar gliomas malignos. Pueden codisolverse el polimero y BCNU en cloruro de metileno y secarse
por pulverizacién en microesferas. A continuacioén las microesferas se pueden presionar hasta discos de 1,4 cm de
didmetro y 1,0 mm de espesor mediante moldeo por compresion, envasarse en bolsas de papel de aluminio bajo at-
mosfera de nitrégeno y esterilizarse mediante irradiacion gamma de 2,2 megaRads. El polimero permite la liberacién
de la carmustina durante un periodo de 2-3 semanas, aunque puede tardarse mds de un afio para que el polimero se
degrade en gran medida. Brem, H., y col, Placebo-Controlled Trial of safety and Efficacy of Intraoperative Controlled
Delivery by Biodegradable Polymers of Chemotherapy for Recurrent Gliomas, Lancet 345;1008-1012:1995.

Los implantes ttiles en la practica de los procedimientos descritos en el presente documento pueden prepararse
mezclando una cantidad deseada de una neurotoxina estabilizada (tal como BOTOX® reconstituido) en una solucién
de un polimero adecuado disuelto en cloruro de metileno. La solucién puede prepararse a temperatura ambiente. A
continuacién, la solucién se puede transferir a una placa Petri y evaporarse el cloruro de metileno en un desecador
a vacio. Dependiendo del tamafio deseado del implante y por lo tanto la cantidad de neurotoxina incorporada, una
cantidad adecuada de neurotoxina seca que incorpora el implante se comprende a 8000 psi (55,2 MPa) durante 5
segundos o a 3000 psi (20,6 MPa) durante 17 segundos en un molde para formar discos de implante que encapsulan
la neurotoxina. Véase por ejemplo, Fung L. K. y col., Pharmacokinetics of Interstitial Delivery of Carmustine 4-
Hydroperoxycyclophosphamide and Paclitaxel From a Biodegradable Polymer Implant in the Monkey Brain, Cancer
Research 58;672-684:1998.

La dosificaciéon intracraneal local de una neurotoxina, tal como una toxina botulinica, puede proporcionar un
nivel terapéutico local elevado de la toxina y puede evitar significativamente la incidencia de cualquier toxicidad
sistémica ya que muchas neurotoxinas, tales como las toxinas botulinicas, son demasiado grandes para cruzar la
barrera hematoencefalica. Un polimero de liberacién controlada capaz de la dosificacion local a largo plazo de una
neurotoxina en un emplazamiento intracraneal puede salvar las restricciones impuestas por la toxicidad sistémica y la
barrera hematoencefalica, y permite la dosificacion eficaz de un tejido diana intracraneal. Un implante adecuado, tal
como se muestra en la patente de los Estados Unidos nimero 6.306.423 titulada ‘“Neurotoxin Implant (implante de
neurotoxina)”, permite la introduccién directa de un agente quimioterapéutico en un tejido cerebral diana mediante
un polimero de liberacion controlada. Los polimeros de implante usados son preferiblemente hidr6fobos con el fin
de proteger la neurotoxina incorporada al polimero de la descomposicién inducida por el agua hasta que la toxina se
libera en el entorno del tejido diana.

La administracion intracraneal local de una toxina botulinica, segtn la presente invencidén, mediante inyeccidn o
implante en un ntcleo del cerebro que tiene neuronas que se cree que estdn implicadas en los sintomas asociados con
el trastorno neuropsiquidtrico proporciona una alternativa superior a la administracion sistémica de las composiciones
farmacéuticas a los pacientes par aliviar los sintomas asociados con trastornos neuropsiquiatricos.

Se puede hacer diana en los emplazamientos diana para la administracién de la neurotoxina al paciente usando un
equipo de colocacidn estereotactico. Por ejemplo, se puede colocar estereotacticamente un implante que contiene una
neurotoxina, o una aguja que contiene una neurotoxina, en un emplazamiento diana deseado usando la unidad Rie-
chert-Mundinger y la unidad de localizacién multiobjetivo ZD (Zamorano-Dujovny). Un esciner mediante tomografia
computerizada (TC) con mejora por contraste, inyectando 120 ml de omnipaque, 350 mg de yodo/ml con cortes de
2 mm de grosor, puede permitir la planificacién del tratamiento multiplanar tridimensional (STP, Fischer, Freiburg,
Alemania). Este equipo permite la planificacién en funcién de los estudios de formacién de imagen por resonancia
magnética, reuniendo la informacion de la diana obtenida mediante TC e IRM para una confirmacién inequivoca de
la diana.

Se pueden usar también otros sistemas estereotdcticos, que incluyen por ejemplo, el sistema estereotdctico Leksell
(Downs Surgical, Inc., Decatur, GA) modificado para uso con un escaner de TC GE (General Electric Company,
Milwaukee, WI) asi como el sistema estereotictico Brown-Roberts-Wells (BRW) (Radionics, Burlington, MA. Puede
unirse el anillo base anular del marco estereotiactico BRW al craneo del paciente. Se pueden obtener secciones de TC
en serie a intervalos de 3 mm a través de la regién (tejido diana) con un marco localizador de barra de grafito unido
a la placa base. Se puede ejecutar un programa de planificacién de tratamiento informatizado en un ordenador VAX
11/780 (Digital Equipment Corporation, Maynard, MA) usando coordenadas de TC de las imdgenes de la barra de
grafito para mapear entre el espacio TC y el espacio BRW.

Sin pretender quedar ligado por teoria particular alguna, se puede proponer un mecanismo para los efectos tera-
péuticos de un procedimiento practicado segun la presente invencion. De esta manera, una neurotoxina tal como una
neurotoxina botulinica puede inhibir la exocitosis neuronal de diversos neurotransmisores diferentes del SNC, por
ejemplo, la acetilcolina. Se sabe que las neuronas colinérgicas estan presentes en todo el cerebro. Adicionalmente,
existen niicleos colinérgicos en los ganglios basales o en el prosencéfalo basal, con proyecciones a las regiones cere-
brales implicadas en la emocién, comportamiento, y otras funciones cognitivas. De esta manera, los tejidos diana para
un procedimiento comprendido dentro del alcance de la presente invencién pueden incluir la desnervacion reversible
inducida por la neurotoxina de los sistemas colinérgicos del cerebro, tales como los nicleos basales o los ntcleos
pedinculopontinos. Por ejemplo, la inyeccién o el implante de una neurotoxina en un nicleo colinérgico puede dar
como resultado una (1) infrarregulacion de la liberacién dopaminérgica de los emplazamientos diana de las neuronas
colinérgicas debido a la accién de la toxina sobre los terminales colinérgicos que se proyectan en el area tegmental
ventral del nicleo pedinculopontino; y (2)la atenuacién de la salida del drea tegmental ventral debido a la accién de
la toxina sobre las neuronas colinérgicas que se proyectan en el drea tegmental ventral.
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Otro mecanismo propuesto por la presente invencién incluye la inhibicién de la exocitosis de los neurotransmisores
no de acetilcolina. Por ejemplo, se cree que una vez que la regidn proteolitica de una neurotoxina, tal como una toxina
botulinica, se incorpora a una neurona, la toxina inhibe la liberacién de cualquier neurotransmisor de esta neurona.
De esta manera, se puede administrar la neurotoxina a los niicleos que contienen un nimero sustancial de neuronas
dopaminérgicas de tal manera que la neurotoxina inhibe eficazmente la liberaciéon de dopamina de aquellas neuronas.
Similarmente, se puede administrar la neurotoxina a otros nticleos tales como los niicleos Rafe para inhibir la exocitosis
de la serotonina, el locus ceruleus para inhibir la exocitosis de norepinefrina.

Se puede variar la cantidad de una neurotoxina seleccionada para la administracién intracraneal en un tejido dia-
na segun la presente invencion descrita en funcién de criterios tales como el trastorno neuropsiquidtrico que se esta
tratando, las propiedades de solubilidad de la toxina neurotoxina escogida, asi como la edad, sexo, peso y estado de
salud del paciente. Por ejemplo, se cree que la extension del area del tejido cerebral influenciado va a ser proporcional
al volumen de neurotoxina inyectada, mientras que se cree que la cantidad de efecto supresor es, para la mayoria de
los rangos de dosis, proporcional a la concentracién de la neurotoxina inyectada. Los procedimientos para determinar
la ruta apropiada de administracién y la dosificacidn se determinan generalmente caso por caso en funcién del médi-
co a cargo del paciente. Dichas determinaciones son rutinarias para una persona normalmente experta en la técnica
(véase por ejemplo, Harrison’s Principles of Internal Medicine (1998), editado por Anthony Fauci y col., 14* edicion,
publicado por McGraw-Hill).

La neurotoxina, tal como una toxina botulinica, se puede administrar intracranealmente segtn los presentes pro-
cedimientos descritos en cantidades entre aproximadamente 10~ U/kg y aproximadamente 1 U/kg. Una dosis de
aproximadamente 10~* U/kg puede dar como resultado un efecto supresor si se dosifica a nicleos pequefios. La admi-
nistracion intracraneal de menos de aproximadamente 10~ U/kg no da como consecuencia un resultado terapéutico
significativo o duradero. Una dosis intracraneal de mas de 1 U/kg de una neurotoxina, tal como una toxina botulinica,
puede plantear un riesgo significativo de desnervacion de diferentes sistemas neuronales aferentes o eferentes adya-
centes a dichos nicleos. Sin embargo, se cree también que las neuronas en el interior de estos ntcleos no son sensibles
a la neurotoxina ya que son neuronas de la unién neuromuscular. Segin esto, la administracién de una neurotoxina,
tal como una neurotoxina botulinica, en un tejido diana intracraneal implicado en los trastornos neuropsiquitricos,
reduce los sintomas asociados con los trastornos sin producir disfuncién cognitiva significativa. De esta manera, los
procedimientos de la presente invencidn proporcionan un tratamiento mds selectivo con menos efectos secundarios
indeseables que los regimenes terapéuticos sistémicos actuales.

Un intervalo preferido para la administracién intracraneal de una toxina botulinica, tal como una toxina botulinica
de tipo A, con el fin de conseguir un efecto supresor del temblor en el paciente tratado estd entre aproximadamente
10~* U/kg y aproximadamente 1 U/kg. Menos de aproximadamente 104> U/kg pueden dar como resultado un efecto
supresor del sintoma neuropsiquidtrico relativamente menor, aunque todavia observable. Un intervalo mas preferido
para la administracion intracraneal de una toxina botulinica, tal como una toxina botulinica de tipo A, con el fin de
conseguir el efecto deseado en el paciente tratado esté entre aproximadamente 10~ U/kg y aproximadamente 1 U/kg.
Menos de aproximadamente 10~* U/kg puede dar como resultado que el efecto terapéutico deseado sea inferior al
optimo o de mayor duracién posible. Un intervalo mas preferido para la administracion intracraneal de una toxina
botulinica, tal como una toxina botulinica de tipo A, con el fin de conseguir un efecto supresor del temblor deseado
en el paciente tratado, estd entre aproximadamente 0,1 unidades y aproximadamente 20 unidades. La administracién
intracraneal de una toxina botulinica, tal como una toxina botulinica de tipo A en este intervalo preferido, puede
proporcionar €xitos terapéuticos espectaculares.

Significativamente, un procedimiento dentro del alcance de la presente invencién puede proporcionar una mejora
en la funcidn del paciente. “Mejora en la funcién del paciente” puede definirse como una mejora medida por factores
tales como reduccién del dolor, reduccién en el tiempo pasado en cama, aumento en el tiempo no hospitalizado,
actitud mds saludable, estilo de vida mds variado y/o curacién permitida por el tono normal del musculo. La mejora en
la funcién del paciente es sinénimo de una mejora en la calidad de vida (QOL). La QOL se puede evaluar usando, por
ejemplo, los procedimientos de puntuacién de los estudios sobre la salud SF-12 o SF-36. SF-36 evalua la salud fisica'y
mental de un paciente en las ocho regiones de funcionamiento fisico, limitaciones del rol debido a problemas fisicos,
funcionamiento social, dolor corporal, salud mental general, limitaciones del rol debido a problemas emocionales,
vitalidad, y percepciones generales sobre la salud. Las puntuaciones obtenidas se pueden comparar con los valores
publicados disponibles para diversas poblaciones generales y de pacientes.

Tal como se muestra anteriormente, el solicitante ha descubierto que la administracién de una neurotoxina a un
paciente que padece un trastorno neuropsiquidtrico proporciona sorprendentemente un tratamiento duradero prolon-
gado y efectivo del trastorno neuropsiquidtrico, y reduce los sintomas asociados con el desorden. En su forma de
realizacién més preferida, la presente invencion usa una inyeccioén o implante intracraneal de una toxina botulinica de
tipo A.

Ejemplos
Los siguientes ejemplos muestran procedimientos especificos abarcados por la presente invencién para tratar un

trastorno neuropsiquidtrico y no se pretende que limiten el alcance de la invencion.
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Ejemplo 1
Localizacion intracraneal del tejido diana y metodologia

Se pueden usar procedimientos estereotacticos para la administracion intracraneal precisa de la neurotoxina en
forma acuosa o como implante para un tejido diana deseado. De esta manera, la administracion intracraneal de una
neurotoxina para tratar un trastorno neuropsiquidtrico se puede llevar a cabo como sigue.

Se puede llevar a cabo un escdner IRM preliminar del paciente de la linea de la comisura anterior-comisura pos-
terior y su orientacién respecto de los puntos de referencia 6seos externos. A continuacién se puede alinear la base
del marco con el plano de la linea de la comisura anterior-comisura posterior. Se usa la TC como guia y se puede
complementar con ventriculografia. Se puede visualizar la comisura posterior en cortes de TC de 2 mm y usarse como
punto de referencia para localizar las dreas diana del cerebro.

La confirmacién fisioldgica de la localizacion del tejido diana se puede realizar mediante el uso de estimulacién
de frecuencias alta y baja mediante un electrodo que acompaifia o se incorpora en la jeringa con aguja larga usada. Se
puede usar un electrodo termistor de 1,6 mm de didmetro con una punta expuesta de 2 mm (Radionics, Burlington,
Massachussets). Con la estimulacién de alta frecuencia del electrodo (75 Hz) se pueden provocar respuestas paraestéti-
cas en el antebrazo y la mano a 0,5-1,0 V usando un generador de lesién Radionics (Radionics Radiofrequency Lesion
Generator Model RFG3AV). A baja frecuencia (5 Hz) se produce la activacion o interrupcion del temblor en el miem-
bro afectado a 2-3 V. Con los procedimientos de la presente invencion, el electrodo no se usa para crear una lesion.

Tras la confirmacién de la localizacién del tejido diana, se puede inyectar una neurotoxina, produciendo por tanto
una desnervacion quimica reversible de las neuronas del emplazamiento diana. Una inyeccién tipica tiene el nimero
deseado de unidades (es decir, aproximadamente 0,1 a aproximadamente 5 unidades de un complejo de toxina botu-
linica de tipo A en aproximadamente 0,1 ml a aproximadamente 0,5 ml de agua o solucién salina). Se puede usar un
volumen bajo de inyeccién para minimizar la difusién de la toxina lejos de la diana. Normalmente se puede esperar
que el efecto de liberacion del neurotransmisor desaparezca en aproximadamente 2-4 meses. De esta manera, se puede
usar un formato alternativo de neurotoxina, una neurotoxina incorporada en el interior de un implante polimérico, para
proporcionar una liberacién continua controlada de una cantidad terapéutica de la toxina en la localizacién deseada
durante un periodo prolongado (es decir, entre aproximadamente 1 afio y aproximadamente 6 afios), obviando por
tanto la necesidad de inyecciones repetidas de toxina.

Se pueden usar diversos procedimientos para guiar estereotdcticamente la inyeccién de una neurotoxina a diversas
dianas intracraneales, tales como los niicleos pedinculopontinos, para disminuir la neurotransmision colinérgica, o el
area tegmental ventral para disminuir la liberacién de dopamina para aliviar los sintomas positivos de un trastorno
neuropsiquidtrico, se puede usar un procedimiento de formacién de imagen por resonancia magnética estereotdctica
(IRM) que se basa en imagenes en tres dimensiones (3D) ponderadas en T1 para la planificacién quirtirgica e imagenes
multiplanares ponderadas en T2 para la visualizacién directa de los nicleos pedinculopontinos del drea tegmental
ventral, acopladas con el registro electrofisiolégico y la direccién de la inyeccion para la inyeccién STN unilateral o
bilateral. Véase por ejemplo, Bejjani, B. P. y col., Bilateral Subthalamic Stimulation for Parkinson’s Disease by Using
Three-Dimensional Stereotactic Magnetic Resonance Imaging and Electrophysiological Guidance, J Neurosurg 92(4);
615-25;2000.

Se puede usar metodologia de neurocirugia funcional guiada por ordenador basada en atlas para inyectar de manera
fiable y precisa la neurotoxina deseada o implantar un implante de neurotoxina de liberacién controlada. Dichas
metodologias permiten la exposicion tridimensional y la manipulacién en tiempo real de las estructuras cerebrales.
La planificacién neuroquirdrgica con multiples atlas cerebrales prerregistrados en las tres orientaciones ortogonales
es por tanto posible y permite el aumento de la fiabilidad en la definicion de la diana para la inyeccién o implante de
la neurotoxina reduciendo del tiempo del procedimiento quirirgico disminuyendo el nimero de tractos y facilitando
la planificacién de las trayectorias mds sofisticadas. Véase por ejemplo, Nowinski W. L. y col., Computer-Aided
Stereotactic Functional Neurosurgery Enhanced by the Use of the Multiple Brain Atlas Database, IEEE Trans Med
Imaging 19(1);62-69;2000.

Ejemplo 2
Tratamiento de la esquizofrenia con toxina botulinica de tipo A

Un varén adulto de 48 afios de edad que presenta reduccién en la motivacion e interés en la vida diaria. El paciente
indica que escucha voces. Se vigila al paciente regularmente durante seis meses. Los sintomas empeoran gradualmente
alo largo del periodo de vigilancia, y se diagnostica al paciente esquizofrenia. Usando el escdner TAC o la estereotaxis
asistida por IRM, tal como se muestra en el Ejemplo 1 anterior, se inyectan 2 unidades de una toxina botulinica de tipo
A en el nicleo pediinculopontino. Se da de alta al paciente a las 48 horas y en unos pocos dias (1-7) disfruta de una
mejora significativa de los sintomas positivos de la esquizofrenia. Los sintomas positivos de la esquizofrenia perma-
necen significativamente aliviados entre aproximadamente 2 y aproximadamente 6 meses. Para un alivio terapéutico
prolongado se pueden colocar uno o mds implantes poliméricos que incorporan una cantidad adecuada de una toxina
botulinica de tipo A en el emplazamiento del tejido diana.
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Ejemplo 3
Tratamiento de la esquizofrenia con toxina botulinica de tipo B

Una mujer de 68 afios de edad anteriormente diagnosticada y tratada de esquizofrenia desea intentar un nuevo
tratamiento terapéutico. Solicita consejo de un médico que le recomienda la terapia con toxina botulinica. Usando
el escdner de TAC o la estereotaxis asistida por IRM, tal como se muestra en el Ejemplo 1 anterior, se le inyectan
entre 10 y aproximadamente 50 unidades de una preparacién de toxina botulinica de tipo B (tal como Neurobloc® o
Innervate™) en los nicleos pediinculopontinos. Se da de alta a la paciente a las 48 horas y en unos pocos dias (1-7)
disfruta de una mejora significativa de los sintomas positivos. Sus alucinaciones desaparecen casi completamente. Los
sintomas positivos permanecen significativamente aliviados entre aproximadamente 2 y aproximadamente 6 meses.
Para un alivio terapéutico extendido, se pueden colocar uno o mas implantes poliméricos que incorporan una cantidad
adecuada de una toxina botulinica de tipo B en el emplazamiento del tejido diana.

Ejemplo 4
Tratamiento de la esquizofrenia con toxinas botulinicas de los tipos C,-G

Se ingres6 a una mujer de 71 afios de edad con trastorno en los modelos de pensamiento y que padecia de alucina-
ciones auditivas y visuales. Se le inyectaron entre 0,1 y 100 unidades de una toxina botulinica de tipo C;, D, E,Fo Gen
los niicleos pedinculopontinos para desnervar quimicamente la proyeccién colinérgica excitadora en el drea tegmental
ventral. Se usé el escaner de TAC o la estereotaxis asistida por IRM, tal como se muestra en el Ejemplo 1 anterior,
complementada con venticulografia. Se dio de alta a la paciente a las 48 horas y en unos pocos dias (1-7) disfrut6 de
una remision significativa de los temblores, que permanecieron significativamente aliviados entre aproximadamente 2
y aproximadamente 6 meses. Para un alivio terapéutico extendido se pueden colocar uno o mds implantes poliméricos
que incorporan una cantidad adecuada de una toxina botulinica de tipo C;, D, E, F o G en el emplazamiento del tejido
diana.

Ejemplo 5
Tratamiento de la enfermedad de alzheimer con toxina botulinica de tipo A

Se ingres6 a un varén de 85 afios de edad que habia experimentado un declive progresivo en la agudeza mental y
que no recordaba de manera duradera cémo llevar a cabo tareas sencillas, tales como la limpieza de los dientes o el
peinado del pelo. El paciente es por otra parte un hombre sano de 85 afios de edad. Se le diagnosticé enfermedad de
Alzheimer avanzada.

Se puede aplicar un marco estereotictico adecuado a la cabeza con anestesia local y se puede llevar a cabo la
ventriculografia y 1a IRM estereotdctica. Se pueden determinar las coordenadas estereotdcticas de la comisura anterior
(CA) y de la comisura posterior (CP) usando el software del ordenador en el escaner. Puede usarse software instalado
en PC para volver a dibujar los mapas sagitales del cerebro a partir de los atlas Schaltenbrand y Bailey y Schaltenbrand
y Wahren, alargados o encogidos segun se necesite respecto a la distancia CA-CP del paciente y normalizados a las
coordenadas estereotdcticas para la aplicacion real del marco a la cabeza del paciente. Se seleccionan los emplaza-
mientos diana, se leen sus coordenadas y se llevan a cabo los ajustes apropiados del marco. Se puede hacer un orificio
con trépano o un orificio con barrena en el rostro o la sutura coronal en el mismo plano sagital que la diana. Esto
puede facilitar la representacion grafica de los datos fisioldgicos usados para la confirmacién de la diana ya que las
trayectorias del electrodo atraviesan un plano sagital tnico.

Tras la localizacién por microestimulacion del electrodo de aguja que registra/estimula guiada estereotacticamente
y por IRM hasta la diana, se puede inyectar un implante de neurotoxina. El implante puede comprender una neuroto-
xina, tal como una toxina botulinica de tipo A, incorporada en el interior de microesferas poliméricas biodegradables
o un aglomerado biodegradable, cualquier formato de implante que contenga aproximadamente 20 unidades totales
(aproximadamente 1 ng) de la toxina con caracteristicas de implante de liberacidn continua durante un periodo de al
menos aproximadamente cuatro afios de un nivel terapéutico de la toxina en el punto del emplazamiento de liberacién
del implante y para un radio de aproximadamente 2-3 mm en cada lado del locus ceruleus. El implante puede liberar
aproximadamente 1 unidad de toxina esencialmente de manera inmediata y cantidades adicionales de aproximada-
mente una unidad de manera acumulativa durante los periodos de 2-4 meses posteriores.

Aunque la pérdida de memoria del paciente no se recupera completamente, los sintomas psicéticos que el pa-
ciente presentaba se redujeron y permanecieron sustancialmente aliviados entre aproximadamente 2 meses y aproxi-
madamente 6 meses por inyeccion de toxina o entre aproximadamente 1 y 5 afios dependiendo de las caracteristicas
concretas de la liberacion del polimero del implante y de la cantidad de neurotoxina cargada del anterior.
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Ejemplo 6
Tratamiento de la enfermedad de alzheimer con la toxina botulinica de los tipos B-G

El paciente del ejemplo 5 anterior se puede tratar equivalentemente usando el mismo protocolo e hip6tesis en la
diana del locus ceruleus con entre aproximadamente 1 unidad y aproximadamente 1000 unidades de una toxina botu-
linica del tipo B, C,, D, E, F 0 G en solucién acuosa o en forma de un implante adecuado de neurotoxina. Con dicho
tratamiento, los sintomas psicéticos disminuyen en 1-7 dias, y permanecen sustancialmente aliviados entre aproxima-
damente 2-6 meses por inyeccién de toxina o durante aproximadamente 1-5 afios dependiendo de las caracteristicas
concretas de la liberacién del polimero del implante y la cantidad de neurotoxina cargada del anterior.

Ejemplo 7
Tratamiento de la mania con toxina botulinica de tipo A

Se diagnosticé a un varén de 44 afios de edad con trastorno bipolar. Se colocé un implante que contenia toxina
botulinica de tipo A en la proximidad del locus ceruleus para disminuir la liberacién de norepinefrina. El implante
puede ser cualquiera de una solucién acuosa de toxina botulinica de tipo A incorporada en el interior de microes-
feras poliméricas biodegradables o un aglomerado biodegradable de toxina botulinica de tipo A, cualquier formato
de implante que contenga aproximadamente 20 unidades totales (aproximadamente 1 ng) de la toxina con caracteris-
ticas de implante de liberacién continua durante un periodo de al menos aproximadamente cuatro afios de un nivel
terapéutico de la toxina en el punto del emplazamiento de liberacién del implante y en aproximadamente 2-3 mm
en cada lado. El implante puede liberar aproximadamente 1 unidad de toxina esencialmente de manera inmediata y
cantidades adicionales de aproximadamente una unidad de manera acumulativa durante los periodos de 2-4 meses
posteriores.

Los sintomas maniacos del paciente pueden disminuir en 1-7 dias y pueden permanecer sustancialmente aliviados
entre aproximadamente 2 meses y aproximadamente 6 meses por inyeccién de toxina o entre aproximadamente 1 y
5 afios dependiendo de las caracteristicas concretas de la liberacién del polimero del implante y de la cantidad de
neurotoxina cargada del anterior. Notablemente, puede existir una atenuacién significativa de las alucinaciones, el
paciente tiene un modelo de comportamiento sustancialmente méds controlado.

Ejemplo 8
Tratamiento de la mania con toxina botulinica de los tipos B-G

El paciente del ejemplo 7 anterior se puede tratar equivalentemente usando el mismo protocolo e hipétesis en la
diana con entre aproximadamente 1 unidad y aproximadamente 1000 unidades de una toxina botulinica de tipo B,
C,, D, E, F o G en solucién acuosa o en forma de un implante adecuado de neurotoxina. Con dicho tratamiento, los
sintomas pueden disminuir en 1-7 dias, y pueden permanecer sustancialmente aliviados entre aproximadamente 2-6
meses por inyeccion de toxina o entre aproximadamente 1 a 5 aios dependiendo de las caracteristicas concretas de la
liberacién del polimero del implante y de la cantidad de neurotoxina cargada del anterior.

Ejemplo 9
Tratamiento de la ansiedad con toxina botulinica de tipo A

Una paciente de 22 afios, diestra, presenta un historial de epilepsia. Basdandose en la IRM y un estudio del registro
del EEG, se hace un diagnéstico de epilepsia del 16bulo temporal. Se puede insertar un implante que proporciona
aproximadamente 5-50 unidades de una neurotoxina (tal como una toxina botulinica de tipo A) en la parte anterior
del 16bulo temporal, 5-6 cm desde la punta del 16bulo a lo largo de la mitad de los giros temporales con una aproxi-
macion unilateral al hemisferio izquierdo no dominante. Los ataques epilépticos se pueden reducir sustancialmente en
aproximadamente 1-7 dias, y pueden permanecer sustancialmente aliviados entre aproximadamente 2 meses y aproxi-
madamente 6 meses por inyeccién de toxina o entre aproximadamente 1 a 5 afios dependiendo de las caracteristicas
concretas de la liberacion del polimero del implante y de la cantidad de neurotoxina cargada del anterior.

Ejemplo 10
Tratamiento de la ansiedad con toxina botulinica de los tipos B-G

La paciente del ejemplo 9 anterior se puede tratar equivalentemente usando el mismo protocolo e hipétesis en la
diana con entre aproximadamente 1 unidad y aproximadamente 1000 unidades de una toxina botulinica de tipo B, C,
D, E, F o G en solucién acuosa o en forma de un implante adecuado de neurotoxina. Con dicho tratamiento, los ataques

epilépticos pueden disminuir en 1-7 dias, y pueden permanecer sustancialmente aliviados entre aproximadamente 2-6
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meses por inyeccion de toxina o entre aproximadamente 1 a 5 afios dependiendo de las caracteristicas concretas de la
liberacién del polimero del implante y la cantidad de neurotoxina cargada del anterior.

Se concluye que la inyeccién o implante de una neurotoxina de un implante de neurotoxina de liberacién con-
trolada seguin los procedimientos de la presente invencion, con la ayuda del diagndstico por imagen de RM en 3D
y guiado electrofisioldgico, puede ser una terapia segura y eficaz para los pacientes que padecen diversos trastornos
neuropsiquidtricos, tales como esquizofrenia, demencia, o mania. Los pacientes adecuados incluyen aquellos que no
son sensibles o se vuelven insensibles a los agentes sistémicos utilizados para tratar dichos trastornos.

Un procedimiento intracraneal de administracién de una neurotoxina para tratar un trastorno neuropsiquidtrico
seglin la invencion descrita en el presente documento tiene muchos beneficios y ventajas, que incluyen las siguientes:

1. se pueden reducir drasticamente los sintomas, tales como los sintomas asociados con los sistemas neuronales
hiperactivos de un trastorno neuropsiquiatrico.

2. se pueden reducir los sintomas de un trastorno neuropsiquiatrico entre aproximadamente dos y aproximadamente
cuatro meses por inyeccién de neurotoxina y entre aproximadamente un afio y aproximadamente cinco afios tras el
uso de un implante de neurotoxina de liberacién controlada.

3. la neurotoxina inyectada o implantada ejerce una supresion especifica en el emplazamiento del tejido diana
intracraneal de la actividad neuronal.

4. la neurotoxina inyectada o implantada muestra poca o nula tendencia a difundirse o transportarse lejos del
emplazamiento de implante o de inyeccién intracraneal.

5. se producen pocos o nulos efectos secundarios indeseables debidos a la inyeccién o implante intracraneal de la
neurotoxina.

6. la cantidad de neurotoxina inyectada intracranealmente puede ser considerablemente inferior a la cantidad de la
misma neurotoxina requerida por otras rutas de administracion (es decir, intramuscular, intraesfinter, oral o parenteral)
para conseguir un efecto supresor comparable.

7. los efectos supresores de los presentes procedimientos pueden dar como resultado efectos secundarios deseables
de mayor movilidad del paciente, una actitud mds positiva, y una mejora de la calidad de vida.

8. se pueden dosificar dosis terapéuticas elevadas de una neurotoxina en un tejido diana intracraneal durante un
periodo prolongado sin toxicidad sistémica.

Aunque la presente invencién se ha descrito en detalle con respecto a algunos procedimientos preferidos, son
posibles las modificaciones dentro del alcance de la presente invencion tal como se reivindica. Adicionalmente, la
presente invencion incluye procedimientos de administracién intracraneal en los que se administran simultdnea o con-
secutivamente dos o mds neurotoxinas, tales como dos o mds toxinas botulinicas. Por ejemplo, se puede administrar
intracranealmente toxina botulinica de tipo A, hasta que se desarrolla una pérdida de respuesta clinica o anticuerpos
neutralizantes, seguida por la administracién de toxina botulinica de tipo B. Ademas, se pueden administrar intracra-
nealmente compuestos no de neurotoxina antes de, simultdneamente con o posteriormente a la administracién de la
neurotoxina para proporcionar un efecto adjunto tal como un comienzo de la supresién mejor o mds rapido antes de
que la neurotoxina, tal como una toxina botulinica, comienze a ejercer su efecto supresor duradero més prolongado.

La invencién del solicitante incluye también dentro de su alcance el uso de la neurotoxina toxina botulinica en

la preparacién de un medicamento para el tratamiento de un trastorno neuropsiquidtrico, mediante la administracién
intracraneal de dicha neurotoxina.
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REIVINDICACIONES

1. Una neurotoxina clostridica para uso en el tratamiento de un trastorno neuropsiquidtrico en el que dicha neu-
rotoxina clostridica es para administracién intracraneal a un paciente, aliviando por tanto al menos un sintoma de un
trastorno neuropsiquidtrico.

2. La neurotoxina clostridica para uso segiin la reivindicacién 1, en el que la neurotoxina se produce por una
bacteria seleccionada entre el grupo constituido por Clostridium botulinum, Clostridium butyricum y Clostridium
beratti.

3. La neurotoxina clostridica para uso segtn la reivindicacién 1, en el que la neurotoxina es una toxina botulinica.

4. La neurotoxina clostridica para uso segun la reivindicacién 3, en el que la toxina botulinica se selecciona entre
el grupo constituido por toxina botulinica de los tipos A, B, C,, D, E,Fy G.

5. La neurotoxina clostridica para uso segtin la reivindicacion 3, en el que la toxina botulinica es toxina botulinica
de tipo A.

6. La neurotoxina clostridica para uso segin la reivindicacién 3, en el que la toxina botulinica se administra en una
cantidad de entre aproximadamente 10~ U/kg y aproximadamente 1 U/kg.

7. La neurotoxina clostridica para uso segtin la reivindicacion 1, en el que el efecto que alivia el sintoma persiste
durante entre aproximadamente 1 mes y aproximadamente 5 afios.

8. La neurotoxina clostridica para uso segtn la reivindicacién 1, en el que la neurotoxina se administra a una regién
inferior del cerebro.

9. La neurotoxina clostridica para uso segun la reivindicacién 1, en el que la neurotoxina se administra a una regién
pontina.

10. La neurotoxina clostridica para uso segin la reivindicacion 1, en el que la neurotoxina se administra a un nicleo
pedinculopontino.

11. La neurotoxina clostridica para uso segun la reivindicacién 1, en el que la neurotoxina se administra a un locus
ceruleus.

12. La neurotoxina clostridica para uso segun la reivindicacién 1, en el que la neurotoxina se administra en un 4rea
tegmental ventral.

13. La neurotoxina clostridica para uso segun la reivindicacién 1, en el que la neurotoxina es una neurotoxina
modificada que inhibe la liberacién del neurotransmisor.

14. La neurotoxina clostridica para uso segun la reivindicacién 13, en el que la neurotoxina modificada tiene al
menos uno de sus aminodcidos eliminado, modificado o sustituido, en comparacién con una neurotoxina nativa.

15. La neurotoxina nativa para uso segtn la reivindicacion 13, en el que la neurotoxina modificada es una neuroto-
xina producida de manera recombinante o un derivado o fragmento de la misma.

16. La neurotoxina clostridica para uso segun la reivindicacién 1, en el que la etapa de administracién intracraneal
comprende el implante de un sistema de toxina botulinica de liberacién controlada.

17. La neurotoxina clostridica para uso segun la reivindicacion 1, en el que la administracién de la neurotoxina
alivia un sintoma del trastorno neuropsiquidtrico que estd asociado con la liberacion hiperactiva del neurotransmisor
desde las neuronas.

18. La neurotoxina clostridica para uso segun la reivindicacion 1, en el que la administracién de la neurotoxina
restaura el equilibrio entre al menos dos sistemas neuronales que liberan diferentes neurotransmisores.

19. La neurotoxina clostridica para uso segun la reivindicacion 1, en el que la administracién de la neurotoxina
disminuye la liberacion de acetilcolina desde las neuronas colinérgicas.

20. La neurotoxina clostridica para uso segutn la reivindicacion 1, en el que la administracién de la neurotoxina
disminuye la liberacién de dopamina desde las neuronas dopaminérgicas.

21. La neurotoxina clostridica para uso segtn la reivindicacion 1, en el que la administracién de la neurotoxina
disminuye la liberacién de norepinefrina desde las neuronas noradrenérgicas.
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22. Una toxina botulinica para uso en el tratamiento de un trastorno neuropsiquidtrico, en el que dicha toxina
botulinica es para la administracion intracraneal de una cantidad terapéuticamente eficaz de dicha toxina botulinica a
un paciente, tratando de esta manera un sintoma del trastorno neuropsiquiétrico.

23. La toxina botulinica para uso segin la reivindicacién 22, en el que la toxina botulinica es toxina botulinica de
tipo A.

24. La toxina botulinica para uso segtn la reivindicacién 22, en la que el trastorno psiquidtrico se selecciona entre
el grupo constituido por esquizofrenia, enfermedad de Alzheimer, mania, y ansiedad.

25. La toxina botulinica para uso segin la reivindicacioén 22, en el que el sintoma del trastorno neuropsiquidtrico
se trata reduciendo la liberacién de neurotransmisor desde las neuronas que contribuyen al sintoma del trastorno en el
intervalo comprendido dentro de aproximadamente cuatro meses desde la administracién de la toxina botulinica.

26. La toxina botulinica para uso segun la reivindicacién 25, en el que el sintoma es un sintoma positivo asociado
con el trastorno neuropsiquidtrico.

27. Una toxina botulinica para uso en el tratamiento de la esquizofrenia, en el que dicha toxina botulinica es para
la administracion intracraneal de una cantidad terapéuticamente eficaz de una toxina botulinica a un paciente, tratando
por tanto un sintoma positivo de la esquizofrenia.

28. La toxina botulinica para uso segun la reivindicacién 27, en el que la toxina botulinica es toxina botulinica de
tipo A.

29. Uso de una neurotoxina clostridica para la fabricaciéon de un medicamento para tratar un trastorno neuropsi-
quiatrico, comprendiendo el tratamiento una etapa de administracion intracraneal de dicha neurotoxina clostridica a
un paciente, aliviando por tanto al menos un sintoma de un trastorno neuropsiquiatrico.

30. El uso de la reivindicacién 29, en el que la neurotoxina se produce mediante una bacteria seleccionada entre el
grupo constituido por Clostridium botulinum, Clostridium butyricum 'y Clostridium beratti.

31. El uso de la reivindicacién 29, en el que la neurotoxina es una toxina botulinica.

32. El uso de la reivindicacion 31, en el que la toxina botulinica se selecciona entre el grupo constituido por la
toxina botulinica de los tipos A, B, C,, D, E,Fy G.

33. El uso de la reivindicacién 31, en el que la toxina botulinica es toxina botulinica de tipo A.

34. El uso de la reivindicacién 31, en el que la toxina botulinica se administra en una cantidad de entre aproxima-
damente 10™* U/kg y aproximadamente 1 U/kg.

35. El uso de la reivindicacién 31, en el que el efecto que alivia el sintoma persiste entre aproximadamente 1 mes
y aproximadamente 5 afios.

36. El uso de la reivindicacién 29, en el que la neurotoxina se administra en una regién inferior del cerebro.
37. El uso de la reivindicacion 29, en el que la neurona se administra en una regién pontina.

38. El uso de la reivindicacion 29, en el que la neurotoxina se administra en un nicleo pediinculopontino.
39. El uso de la reivindicacién 29, en el que la neurotoxina se administra en un locus ceruleus.

40. El uso de la reivindicacion 29, en el que la neurotoxina se administra en un drea tegmental ventral.

41. El uso de la reivindicacién 29, en el que la neurotoxina es una neurotoxina modificada que inhibe la liberacién
del neurotransmisor.

42. El uso de la reivindicacién 41, en el que la neurotoxina modificada tiene al menos uno de sus aminodcidos
eliminado, modificado o sustituido, en comparacién con una neurotoxina nativa.

43. El uso de la reivindicacién 41, en el que la neurotoxina modificada es una neurotoxina producida de manera
recombinante o un derivado o fragmento de la misma.

44. El uso de la reivindicacion 41, en el que la etapa de administracién intracraneal comprende el implante de un
sistema de toxina botulinica de liberacion controlada.

45. El uso de la reivindicacién 29, en el que la administracién de la neurotoxina alivia un sintoma del trastorno
neuropsiquidtrico que estd asociado con la liberacién hiperactiva del neurotransmisor desde las neuronas.
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46. El uso de la reivindicacién 29, en el que la administracién de la neurotoxina restaura el equilibrio entre al
menos dos sistemas neuronales que liberan diferentes neurotransmisores.

47. El uso de la reivindicacién 29, en el que la administracién de la neurotoxina disminuye la liberacion de acetil-
colina desde las neuronas colinérgicas.

48. El uso de la reivindicacién 29, en el que la administracion de la neurotoxina disminuye la liberacién de dopa-
mina desde las neuronas dopaminérgicas.

49. El uso de la reivindicacion 29, en el que la administracién de la neurotoxina disminuye la liberacién de nore-
pinefrina desde las neuronas noradrenérgicas.

50. Uso de una toxina botulinica para la fabricaciéon de un medicamento para tratar un trastorno neuropsiquidtrico,
comprendiendo el tratamiento una etapa de administracién intracraneal de una cantidad terapéuticamente eficaz de
dicha toxina botulinica a un paciente, tratando por tanto un sintoma del trastorno neuropsiquiatrico.

51. El uso de la reivindicacién 50, en el que la toxina botulinica es toxina botulinica de tipo A.

52. El uso de la reivindicacién 50, en el que el trastorno psiquidtrico se selecciona entre el grupo constituido por
esquizofrenia, enfermedad de Alzheimer, mania y ansiedad.

53. El uso de la reivindicacién 50, en el que el sintoma del trastorno neuropsiquidtrico se trata reduciendo la
liberacién del neurotransmisor desde las neuronas que contribuyen al sintoma del trastorno en el intervalo comprendido
dentro de aproximadamente cuatro meses desde la administracién de la toxina botulinica.

54. El uso de la reivindicacion 53, en el que el sintoma es un sintoma positivo asociado con el trastorno neuropsi-
quidtrico.

55. Uso de una toxina botulinica para la fabricacién de un medicamento para tratar la esquizofrenia, comprendien-
do el tratamiento una etapa de administracion intracraneal de una cantidad terapéuticamente eficaz de dicha toxina
botulinica a un paciente, tratando por tanto un sintoma positivo de la esquizofrenia.

56. El uso de la reivindicacién 55, en el que la toxina botulinica es toxina botulinica de tipo A.
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