e

NDUSTRlA Y CONERC\O

f: \\\\\\\\\\\\\\\\\‘ﬁ\\\\\\\\\\\\\\\\\\ \\%\\\\\\\\\\\\\\ AT \\\\\\\\\\\\\\\W\\%\\\\\

IRNUEVASCR
Fecha: 20 ey 03 35 Eve? 202 R ENACIONA

PATENTEIYI : 3 ;-
Ld 111 PRESENTAC! ION Folios: i

Industria Y _oomew *": a %

SUPERINTENDE NCI’A‘ , K a}

9‘!

[ ..— ' Ui
SOLICITUD
PATENTE DE INVENCION

21. EXPEDIENTE No.

54. TITULO “PREPARACION LIOFILIZADA DE TOXINA
BOTULINICA”.

51. CLASIFICACION INTERNACIONAL AG61K 35/74

71. SOLICITANTE _MEDY-TOX INC.

DOMICILIO CHUNGCHONGBUK-DO, REPUBLICA DE
COREA.

74. REPRESENTANTE LEGAL ALICIA LLOREDA RICAURTE
T.P. 53.215

2905772013
22. BOGOTA, D.C.

(FORMA P 10)

¢!
4



e
éf) .
%

Industria y Comercio

SUPERINTE | .Y COE L
L —

NTENDENCIA DE INDUSTRIAY COMERCIO
| |
' I
CR
Fecha: 2013-10-29 17:03:35 Dep. 2020 DIR.NUEVAS

LI
SUPERINTENDENCITA E’g 111 F;,ARTEES"'ETET'X‘(':DN EV?:;%S: EASENACIONA
DIRECCION DE NUE. e
SOLICITUD FASE NACIONAL-PCT
P<]Patente de invencién [ JPatente de Modeio de Utilidad
1 | (12) TIPO DE SOLICITUD gCapitulo | DCapitulo '
2 | DATOS SOLICITUD INTERNACIONAL PCT (86)
Solicitud Internacional No. PCT/KR2012/002418 : Fecha 30/03/12
Publicacién Internacional No. WO 2012/134240 A3 Fecha 04/10/12

3 | (54) TITULO DE LA INVENCION:

“PREPARACION LIOFILIZADA DE TOXINA BOTULINICA”

4 | CLASIFICACION INTERNACIONAL (51)CIP . © . L
i ABIK35/74. ... . :

5 | (71) SOLICITANTE (5) [ JEs ién ¢ tor. . i .
: APELLIDOS O RAZO Lo i ot . 477 IDENTIFIACION. ~ | TIPO

« MEDY-TOXINC.

/6 | DATOS DEL SOLI

DIRECCION” | .7

CIUDAD
- DEPARTAMENTO/E
PAIS DE RESIDENCIA

7\ l (72) INVENTOR (ES) ‘ - — ‘;ara datos aaiéiéna es uytil.izar4 hoja de I:nf‘orr.n.acién complemeﬁiéria
APELLIDOS NOMBRES NACIONALIDAD
. JUNG Hyun Ho
2. YANG Gi Hyeok Republica de Corea.
3. RHEE Chang Hoon
4. KM Hack
5 KIM Sung Bum
5. BAEK Seung Hwan

DIRECCION DE CORREO ELECTRONIcO:Notificacionespatentes@lioredacamacho.com
8 | DATOS INVENTOR (ES)

PAIS RESIDENCIA DEPARTAMENT CIUDAD DIRECCION
ol
ESTADO 1. C-1809, Acrovista, Seocho-dong, Seocho-gu, Seoul, 137-070,

Seoul Republica de Corea.

i 2. 604-1105 Daewon Kantaville Apt., 787 Buldang-dong, Seobuk-gu,
Cheonan-si Cheonan-si, Chungcheongman-do, Cheonan-si, 331-737,
Republica de Corea.

Seoul 3. 105-812 Lotte Castle Venechia Apt., 2545 Hwanghak-dong, Jung-
Republica de gu, Seoul, 100-871, Republica de Corea.
Corea. Chungchongbuk-do | 4. 106-502 Woolim 1 Cha Apt. Gak-ri, Ochang-eup Cheongwon-gun,
Chungchongbuk-do, 363-782, Republica de Corea.
Gangwon-do 5. 8-4 Cheoram-dong, Tearbaek-si, Gangwon-do, 235-200,

Republica de Corea.

Chungchongbuk-do | 6. 203-1508 Jungang Heights Apt., Gak-ri, Ochang-eup Cheongwon-

gun, Chungchongbuk-do 363-785, Replblica de Corea,

OTRO(S) SOLICITANTE(S) Y/O (OTRO(S)) INVENTOR(ES)

DLos demas solicitantes y/o (demas) inventores se indican en una hoja a continuacion.

9 I (14) REPRESENTANTE APODERADO

APELLIDOS NOMBRES IDENTIFICACION
LLOREDA RICAURTE ALICIA C.C 39.690.713 T.P 53.215
DIRECCION Calle 72 No 5-83 Piso 5to No. TELEFONO 3264270
CIUDAD Bogota E-MAIL notificacionespatentes@lioredacamacho.com

PAIS Colombia No. DE PROTOCOLO EN LA OFICINA

Pt S S S AN



10

(30) DECLARACIONES DE PRIORIDAD [XISI [] NO

(33) PAIS DE ORIGEN CODIGO PAIS (31) NUMERO (32) FECHA (AAAAMMIDD)
1. Republica de Corea KR 10-2011-0029577 11/03/31
2. Republica de Corea KR 10-2012-0033374 12/03/30
1 I DECLARACION SOBRE USO DE RECURSOS GENETICOS O BIOLOGICOS
Declaro que el objeto de la presente solicitud de patente fue obtenido a partir de recursos genéticos o biolégicos de los que
cualquiera de los paises miembros de la Comunidad Andina es pais de orgen.
]Sl XINO
Nota: En caso afirmativo debera anexar copia del contrato de acceso de recursos genéticos o productos derivados, o
certificado o numero de registro, expedido por la Autoridad competente.
12 | DECLARACION SOBRE USO DE CONOCIMIENTOS TRADICIONALES
Declaro que el objeto de la presente solicitud de patente fue obtenido a partir de conocimientos tradicionales de comunidades
indigenas, afroamericanas o locales de paises miembros de la Comunidad Andina.
]Sl X NO
Nota: En caso afirmativo debera anexar la licencia o autorizacién de uso de conocimiento tradicional, o certificado, o numero
de registro expedido por la Autoridad competente.
13 | REDUCCION DE TASAS
Declaro que carezco de medios econbémicos para presentar la solicitud de patente.
sl X NO
Nota: En caso de ser persona natural y carecer de medios econdmicos, y por lo tanto, aplique la reduccion de tasas a que se
refiere la resolucion vigente en tarifas, debe firmar la presente solicitud bajo la gravedad de juramento.
Micro, pequefias y medianas empresas | Universidades publicas o privadas Entidades sin animo de lucro
[ Copia simple de la declaracién de renta | [] Copia acto de reconocimiento (O Copia de registro vigente en Camara de .
del afio inmediatamente anterior, 0 en su institucional emitido por el Ministeric de  |comercio.
defecto prueba documental idénea. Educacién. Acreditacién Colciencias. (1 Hoja de informacién complementaria.
(O Documento de constancia de [ Otros, especificar
cumplimiento con lo establecido en la ley
905 de 2004.
14 | AUTORIZACION DE NOTIFICACION EN LiNEA st [JNO
Manifiesto que he leido y entendido perfectamente los términos y condiciones de uso de medios electronicos para las
+ notificaciones en linea a través de Internet de los actos administrativos proferidos por la Superintendencia de Industria y
Comercio que deben ser notificados personalmente y, en consecuencia, autorizo e! servicio de notificacién a través de
Internet.
: S S - N .~ | Fecha 16-09-2013
14 | COMPROBANT/ PAC : 4 | ‘ U | .
BT i : o ) : e 09:09-2013
15 - FIRMA DEL SOL
7 |dunto a-cadafim
DA RICAURTE Representante .. ik
_ T , 690,713 TP.53215 Apoderado ';
16 | ORDEN Y RELACION DE DOCUMENTOS QUE ACOMPARNAN LA SOLICITUD
Documentacién Técnica ' Documentacién Juridica
Solicitud Internacional en castellano
1. [X Descripcion N° de folios: 17 9. [0 Poderes, si fuera el caso.
2. X Reivindicaciones N° Reivindicaciones: 12 10. O Documento que legaimente pruebe la cesion del inventor al
3. Dibuios /o figuras N° folios: solicitante 0 a su causante.
L] Dibjos y/o fig 11. [ Copia del contrato de acceso de recursos genéticos o productos
4. X Resumen. o o derivados, certificado o nimero de registro, si fuera el caso.
5. [ Certificado de deposito de material biolégico si 12. [ Copia de la licencia o autorizacién de Conocimientos
fuera el caso. ) Tradicionales, certificado o nimero de registro, si fuera el
6. [ Listado de secuencias de nucleétidos y/o caso. ‘
aminoacidos en forma digital si fuera el caso. 13. [J Documento que acredita la existencia y representacion legal,
7. [ Arte final 12 x 12. cuando el solicitante es persona juridica.
8. [X] Anexo formato digital. 14. [ Comprobante de pago de la tasa de presentacion de la solicitud.
15. [] Comprobante de pago por reivindicacién de prioridad.
16. [] Comprobante de pago de la tasa por concepto de excedente
de palabras en la publicacién.
17. X Comprobante de pago por reivindicaciones adicionales 11 y12

P102-FO6 vr1 (2012-03-09)




VER ANEXO CD



\Fg PLANILLA DE RADICACION - DIGITALIZACION DIARIA
Industria ¥y Comercio ‘ RELACION DE ANEXOS
SUPERINTENDENCIA

Dependencia: Fecha: &/ 1/ _&_/ Recorrido:
AAAA MM DD
7Zozo Y
Tipo de Radicacion: Entrada: 5  Salida: D Traslado: © Convenio: O
Radicador: |Planilla:
D No. Radicacién Consecutivo Item Item Unidad de Conservacion
1 (13 - 95664 — ) 2 1 |Boka
2 2 Caja
3 3 Libro
4 4 Sobre
5 5 Tomo
6 6 Otro
7 . Item  |Soporte Documental
8 > feo
9 8 Disquete
10 9 DVD
1" 10 Folieto
12 11 Foto
13 12 Periodico
14 13 Plano
15 14 Publicacion Periédica
16 15 usB
17 16 Otro
Observaciones:
el (D Avexo Conieme O o) _DE S ARCH WIS
S o Tordnan  PD.E, los cwles  Fucrors PRocespmos
Se cocueesen _omeeda  em e\ Tolig 3




SUPERINTENDENCIA DE INDUSTRIA Y COMERCIO
NIT : 800.176.089-2

-/-
(¢ RECIBO DE CAJA
: ) No. 13 - 0092990
Industria y Comercio
SUPERINTENDENCIA Bogota D.C., Septiembre 16 de 2013 - 16:16:21
RECIBIDO DE : LLOREDA & CIA. S.A. NI 830.022.145
*** Soporte del Pago ***
TIPO PAGO BANCO CUENTA No PAGQO EECHA PAGO VR PAGO
CONSIGNACION BANCO DE BOGOTA 062754387 590199680 16/09/2013 8.296.000.00

* kR

*** Conceptos Pagados

CANT. RENTISTICO CONCEPTO Vr UNDITARIO  Vr.CONCFPTO
1 50005-01-01 SOLICITUDES 11115\1,;é|\,\1/l|CT|%sN DE SOL. DE PATENTE DE 500.000.00 500.000.00
$500.000.00

SON: **QUINIENTOS MIL PESOS MONEDA CORRIENTE***

Recibo de Caja Aplicado a! Expediente No.

" 11 pATENTE /0335
o ENTEY)] 2ep. 2020
. 11 PRESENTACION EV,?;, ’378 FAQ'ETV‘Q“CJ%’A?‘E R
_ . ‘ 108: 5 L

Sede Centro: Carrera 13 No, 27 - 00 Pisos 3,4,5 y 10 Bogota, D.C.- Colombia
Web: www.sic.gov.co e-mai: info@sic.gov.co Conmutador: (571) 5870000 Fax: (571) 5870284 Linea: 018000-910165 Call Center: (571) 6513240

. Septiembre 16 de 2013 - 16:16:25




SUPERINTENDENCIA DE INDUSTRIA Y COMERCIO

NIT : 800.176.089-2
-/ -

RECIBO DE CAJA No. 13 - 0089974

Industria y Comercio
SUPERINTENDENCIA

Bogota D.C., Septiembre 09 de 2013 - 16:31:47

RECIBIDO DE : LLOREDA & CIA. S.A. Ni 830.022.145

*** Soporte del Pago ***
TIPO PAGQO BANCO CUENTA No. PAGQ FECHA PAGQ VR PAGO
CONSIGNACION BANCO DE BOGOTA 062754387 590199094 09/09/2013 12.637.000.00
*** Conceptos Pagados ***
CANT. RENTISTICO CONCEPTO Ve UNDITARIQO Ve CONCEPTO
2 50005-01-01 SOLICITUDES 1607 REIVINDICACION PATENTE UNITARIA 30.000.00 60.000.00
ADICIONALATAS 10 INIC $60.000.00

SON: %

@:espon

Recibo de C

ENTA MIL PESOS MONEDA CORRIENTE***

ja Aplicado al Expediente No.

SUPERINTENDENCIA DE INDUSTRIAY COMERCIO

LU I

No. 13-256647- -00000-0000
Fecha: 2013-10-29 17.03:35 _ Dep. 2020 DIR NUEVASCR
Tra. 11 PATENTE}VII Eve: 378 FASENACIONALI

Act. 411 PRESENTACION Folios: 5

Sede Centro: Carrera 13 No. 27 - 00 Pisos 3,4,5 y 10 Bogota, D.C.- Colombia
Web: www.sic.gov.co e-mai: info@sic.gov.co Conmutador: (571} 5870000 Fax: (571) 5870284 Linea: 018000-910165 Call Center: (571) 6513240

. Septlembre 9 de 2013 - 16:31:53




NDENClA DE INDUSTRlA Y COM ERCIO

‘\\\\\\\ \\\\\\W\ 1\\\\ ! \\\\\\\\\\\\\\\\,,\\\}ﬁ\\\.\\\““\ HERI

e 2°13%?E%1%%RJ..°3 > E%e%%"%%%'é*fq'fié%@iﬁ
ri rei 11 PA
:?fluesg?f T’Ef%'?ﬁ’ff 2 I\Z 411 PRESENTACION  Folios:5
PATENTE DE INVENCION [ | MODELO DE UTILIDAD | | Art 33 Decisidn 486/00

HRNEN

Indicacidn que se solicita una patente.

Datos de identificacion del salicitante o de la persona que presenta la solicitud
Descripcién de lainvencién

Dibujos de ser estos pertinentes

Comprobante de pago de las tasas establecidas (De ser el caso formato de descuento)
Completa l:l Incompleta D

. PATENTE DE INVENCION PCT MODELO DE UTILIDAD PCT D Art.33 Decision 486/00, Circular Unica

X[ X X

Indicacion que se solicita una PCT

Copia de la solicitud en espariol, tal como fue presentada inicialmente (capitulo descriptivo,

reivindicatorio, resumen)

Dibujos de ser estos pertinentes

Comprobante de pago de las tasas establecidas (de ser el caso formato de descuento)

Completa Incompleta D

DISENO INDUSTRIAL [ | (Art. 119 Decisicn 486/00)

L]

=
¢ O

[]

Indicacion que se solicita Disefio industrial

Datos de identificacion del solicitante o de la persona que presenta la solicitud

Representacién grafica y fotografica del Disefio industrial 0 muestra del material que incorpora el

diseno
Comprobante de pago de las tasas establecidas

Completa D Incompleta D

ESQUEMA DE TRAZADO [ | (Art, 92 Decision 486/00)

HEERERN

Indicacién que se solicita un esquema de trazado
Datos de identificacion del solicitante o de la persona que presenta la solicitud
Representacion grafica de un esquema de trazado

Comprobante de pago de las tasas establecidas

Completa D Incompleta D

PI02-F08 (2009-11-18)



10

PREPARACION LIOFILIZADA DE TOXINA BOTULINICA

RESUMEN-OBJETO Y FINALIDAD DE LA INVENCION

Se proporciona una preparacion liofilizada de toxina botulinica sin un
estabilizador de proteina derivado de animales. La preparacion liofilizada de
la toxina botulinica de acuerdo con la presente invenciéon puede mantener
una actividad de la toxina botulinica, y ademas exhibir excelente estabilidad
de almacenamiento de larga duracion incluso bajo condiciones de
temperatura elevada, las cuales pueden aparecer cuando la toxina botulinica

es almacenada, entregada, y procesada.

SECTOR: Biotecnologia. Proteinas liofilizadas utiles en el tratamiento del

aparato unitario.
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PREPARACION LIOFILIZADA DE TOXINA BOTULINICA
[Campo Técnico]

[0001] La presente invencion esta relacionada con una preparacion
liofilizada de toxina botulinica sin un estabilizador de proteina derivado de

animales.
[Antecedentes]
[0002] La toxina botulinica, la cual es un polipéptido producto de

Clostridium botulinum, bacteria anaerdbica, es un material téxico que afecta
especificamente una neurona. Aunque originalmente la toxina botulinica es
un material toxico que causa la muerte, en afos recientes, ha sido utilizada
para el tratamiento de distonia cervical, blefaroespasmo, hiperhidrosis,
estrabismo, acalasia, vejiga neurogénica, enfermedad uroldgica, migrana, y
similares. Como un ejemplo del uso de la toxina botulinica como una
composicién farmaceéutica, existe Meditoxin Inj. siendo vendida actualmente

por los presentes inventores.

[0003] Muchas proteinas que tienen un efecto medicinal exhiben una
propiedad de adhesividad a una superficie solida. Por lo tanto, cuando las
proteinas son inyectadas a un recipiente, algunas de las proteinas se
adhieren a una pared interna del recipiente, provocando de este modo la
pérdida de un componente activo. Adicionalmente, dado que la proteina
puede ser facilmente oxidada o degradada en fragmentos pequefos, es
necesario adicionar un estabilizador como un material capaz de prevenir la

oxidacion y la degradacion de la proteina.

[0004] Recientemente, se han utilizado la albumina y la gelatina como
un estabilizador para la toxina botulinica. La pérdida de componentes
activos de proteina puede ser disminuida mediante la reduccion de la

desnaturalizacidon de la proteina ocasionada debido a la adhesion o dilucion
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de la proteina cuando se inyecta la albumina dentro de un recipiente. La
gelatina se obtiene mediante la hidrdlisis del coladgeno y algunas veces
puede ser utilizada en lugar de la albumina. Sin embargo, dado que la
albumina y la gelatina son proteinas derivadas de animales, existe un peligro
de patdgenos derivados de la sangre o de infeccion latente. Por lo tanto, se
necesita un estabilizador que no sea derivado de los animales y que ademas

no cause pérdida de actividad de la toxina botulinica.

[0005] En este sentido, los presentes inventores divulgaron una
composicion farmacéutica liquida de la toxina botulinica que incluye la toxina
botulinica, metionina, y polisorbato 20 que exhibe estabilidad de larga
duraciéon a temperatura normal en la Publicacién de Patente Coreana No.
2009-0005963. Sin embargo, en tal composicion liquida, es dificil mantener
la estabilidad de la toxina botulinica a una temperatura elevada superior a la

temperatura normal.

[Divulgacion]
[Problema Técnico]

[0006] Un objetivo de la presente invencion es proporcionar una
preparacion liofilizada de toxina botulinica, en la que la estabilidad de
almacenamiento se puede mantener durante un largo periodo de tiempo a

una temperatura elevada superior a la temperatura normal.
[Solucién Técnical

[0007] Para la preparacion convencional de la toxina botulinica, la
estabilidad de la toxina botulinica se puede mantener a una temperatura
refrigerante o temperatura normal. Sin embargo, es dificil mantener la
actividad de la toxina botulinica durante un largo periodo de tiempo a una
temperatura elevada. Por lo tanto, los presentes inventores desarrollaron
una preparacion liofilizada de toxina botulinica que tiene excelente

estabilidad de almacenamiento, en la que una actividad de la toxina



10

15

20

25

30

botulinica se puede mantener durante un largo periodo de tiempo incluso a
través de un amplio rango de temperaturas, por ejemplo, una temperatura de
congelacion, una temperatura refrigerante, temperatura normal, y una

temperatura elevada.

[0008] Por lo tanto, la presente invencion proporciona una preparacion
farmacéutica liofilizada que comprende 1) la toxina botulinica; 2) polisorbato;
y 3) metionina; y uno o mas componentes seleccionados del grupo que

consiste de 4) azucar, azucar de alcohol, y un compuesto ionico.

[Efecto]

[0009] La preparacion liofilizada de la toxina botulinica de acuerdo con
la presente invencion puede mantener una actividad de la toxina botulinica, y
ademas exhibe excelente estabilidad de almacenamiento de larga duracién
incluso bajo condiciones de temperatura elevada, que pueden aparecer

cuando la toxina botulinica es almacenada, entregada, y procesada.

[Mejor Formal]

[0010] La preparacion liofilizada de la toxina botulinica de acuerdo con
la presente invencion comprende 1) la toxina botulinica, 2) polisorbato, y 3)
metionina, que han sido adicionados a la preparacion liquida convencional; e
incluye adicionalmente uno o mas seleccionados del grupo que consiste de
4) azucar, azucar de alcohol, y un compuesto idbnico como un componente

adicional.

[0011] El componente adicional funciona para el mantenimiento de una
actividad de la toxina botulinica, y ademas para estabilizar la actividad
incluso a una temperatura elevada mayor que la temperatura normal cuando

se prepara la toxina botulinica en una forma de una formulacién liofilizada.
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Para una composicion que incluye 1) la toxina botulinica; 2) polisorbato; y 3)
metionina, su estabilidad disminuye cuando esta siendo liofilizada, y también
disminuye a una temperatura elevada superior que la temperatura normal
incluso cuando es preparada en una preparacion liquida. Sin embargo, la
preparacion liofilizada de la toxina botulinica de acuerdo con la presente
invencién puede mantener la actividad de la toxina botulinica incluso a una
temperatura elevada superior que la temperatura normal, y también puede

tener una excelente estabilidad de almacenamiento de larga duracion.

[0012] La toxina botulinica que se incluye en la preparacion liofilizada
de acuerdo con la presente invencion puede ser derivada de Clostridium
botulinum. La toxina botulinica que se incluye en la preparacion liofilizada de
acuerdo con la presente invencidon puede ser aislada y purificada a partir de
aquellas cepas por medio de métodos conocidos, o se pueden utilizar

productos comercialmente disponibles como la toxina botulinica.

[0013] La toxina botulinica que se incluye en la preparacion liofilizada
de acuerdo con la presente invencion puede ser cualquiera seleccionada del
grupo que consiste de los Serotipos Botulinicos A, B, C, D, E, F, y G. La
toxina botulinica esta dividida en los Serotipos A, B, C, D, E, F, y G de
acuerdo con un método de distincion inmunolégico. Es sabido que las
toxinas botulinicas de todos los Serotipos inhiben una secrecion de
acetilcolina, la cual es una molécula de senalizacibn en una union
neuromuscular, generando de este modo un efecto de paralisis de los
nervios, y diferentes Serotipos pueden afectar especies animales diferentes y

tienen grados diferentes de paralisis, duraciones, y similares.

[0014] Al mismo tiempo, cuando una proteina de toxina es producida
por Clostridium botulinum, la proteina de toxina botulinica es producida
mediante la formacién de diversos complejos con diversas proteinas de

hemaglutinina y proteinas de no-hemaglutinina, las cuales asisten y protegen
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una funcion de la proteina de toxina botulinica. La toxina botulinica que se
incluye en la preparacién liofilizada de acuerdo con la presente invencién
puede incluir una forma compleja con una proteina complejante y una forma
sin una proteina complejante. La actividad de la toxina botulinica no es
afectada por el hecho de que la proteina complejante esté incluida o no.

[0015] En la preparacion liofilizada de la toxina botulinica de acuerdo
con la presente invencion, el polisorbato, que es uno de los estabilizadores
de la toxina botulinica, es un surfactante no iénico y es utilizado
principalmente como un agente emulsificante en el campo de los
farmacéuticos o alimentos. Un tipo de polisorbato incluye los polisorbatos 20,
40, 60, 80, y 100 sobre la base del numero total de un grupo oxietileno. Para
la preparacion liofilizada de la toxina botulinica de acuerdo con la presente
invencion, pueden ser utilizados todos de aquellos polisorbatos. El
polisorbato puede estar incluido en una cantidad de 0.01 a 2 mg con
respecto a 100 unidades de la toxina botulinica. Dentro del rango anterior,
se puede mantener una actividad de la toxina botulinica incluso a una
temperatura elevada superior que la temperatura normal, y también se puede
mantener la estabilidad de almacenamiento durante un largo periodo de

tiempo.

[0016] Adicionalmente, la metionina, un estabilizador, es utilizada en
lugar de una proteina animal tal como la albumina y la gelatina como un
estabilizador de la toxina botulinica. La metionina puede estar incluida en
una cantidad de 0.01 a 10 mg con respecto a 100 unidades de la toxina
botulinica. Dentro del rango anterior, se puede mantener una actividad de la
toxina botulinica incluso a una temperatura elevada superior que la
temperatura normal, y también se puede mantener la estabilidad de

almacenamiento durante un largo periodo de tiempo.

[0017] La preparacion liofilizada de la toxina botulinica de acuerdo con
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la presente invencién incluye adicionalmente al menos uno de 4) azucar,
azucar de alcohol, o un compuesto idnico como un componente adicional
ademas de la metionina y el polisorbato, a diferencia de la preparacion

liquida convencional.

[0018] El azucar es conocida por prevenir la desnaturalizacion de las
macromoléculas. Un ejemplo de azucar que puede ser utilizada para la
preparacion liofilizada de acuerdo con la presente invencién incluye, pero no
esta limitada a, trehalosa, sacarosa, maltosa, fructosa, rafinosa, lactosa,
glucosa, o similares. Tal azucar puede estar incluido en una cantidad de 0.1
a 50 mg con respecto a 100 unidades de la toxina botulinica. Dentro del
rango anterior, se puede mantener una actividad de la toxina botulinica
incluso a una temperatura elevada superior que la temperatura normal, y
también se puede mantener la estabilidad de almacenamiento durante un

largo periodo de tiempo.

[0019] El azucar de alcohol es conocido por estabilizar las
macromoléculas cuando son secadas por congelamiento o en un estado
liquido, y por prevenir la desnaturalizacion. Un ejemplo of azucar de alcohol
que puede ser utilizado para la preparacion liofilizada de acuerdo con la
presente invencidn incluye, pero no esta limitado a, ciclodextrina, manitol,
sorbitol, glicerol, xilitol, inositol, o similares. El azucar de alcohol puede estar
incluido en una cantidad de 0.1 a 50 mg con respecto a 100 unidades de la
toxina botulinica. Dentro del rango anterior, se puede mantener una
actividad de la toxina botulinica incluso a una temperatura elevada superior
que la temperatura normal, y también se puede mantener la estabilidad de

almacenamiento durante un largo periodo de tiempo.

[0020] Adicionalmente, un compuesto i6nico significa una sal o un
amortiguador. Un compuesto idnico reacciona con las macromoléculas a

través de enlace especifico o no-especifico. La sal puede incrementar la
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termoestabilidad y la solubilidad, y puede disminuir un grado de agregacion.
Sin embargo, es importante sefialar que una proteina puede tender a
desnaturalizarse a una concentracion elevada de sal. Un ejemplo del
compuesto idnico incluye, pero no esta limitado a, cloruro de sodio, fosfato
de sodio, fosfato de amonio, sulfato de magnesio, acetato de sodio, lactato
de sodio, succinato de sodio, propionato de sodio, fosfato de potasio, o
similares. El compuesto iénico puede ser incluido en una cantidad de 0.1 a
10 mg con respecto a 100 unidades de la toxina botulinica. Dentro del rango
anterior, se puede mantener una actividad de la toxina botulinica incluso a
una temperatura elevada superior que la temperatura normal, y también se
puede mantener la estabilidad de almacenamiento durante un largo periodo

de tiempo.

[0021] La preparacion liofilizada de la toxina botulinica de acuerdo con
la presente invencion se prepara a partir de un cultivo de Clostridium
botulinum cultivado en un medio especifico, pero la presente invenciéon no
esta limitada a ello. Se purifica un complejo de la toxina botulinica a partir de
la solucion de cultivo a través de una serie de precipitaciones acidas hasta
obtener un complejo cristalino de la toxina botulinica compuesto de una
proteina de toxina activa de alto peso molecular y una proteina de
hemaglutinina relevante. EI complejo cristalino se disuelve en una solucion
que incluye agua salada y un estabilizador, y posteriormente secar por

congelamiento hasta producir la preparacion liofilizada de la toxina botulinica.

[0022] Las ventajas y caracteristicas de la presente invencion, y los
métodos para la obtencion de las ventajas y caracteristicas de la presente
invencion, seran aparentes con referencia a las realizaciones ejemplares
descritas en detalle a continuacién. Sin embargo, la presente invencién no
esta limitada a cualquier aspecto de las realizaciones ejemplares divulgadas
a continuacién y puede ser implementada en varias formas diferentes. Las

realizaciones ejemplares se proporcionan unicamente para permitir a
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aquellos versados en la materia técnica incorporar y practicar la presente
invencion. El espiritu técnico y el alcance de la presente invencion es

definido en las reivindicaciones adjuntas.

<Ejemplo 1> Produccién de preparacion liofilizada de toxina botulinica

[0023] Se prepar6 una preparacion liofilizada de toxina botulinica de
acuerdo con la presente invencidn mediante liofilizando (o secando por
congelacion) una solucion de preparacion esterilizada que incluye la toxina
botulinica, metionina, y polisorbato, y azucar o azucar de alcohol y/o un

compuesto ionico.

(Prueba de estabilidad de la toxina botulinica)

[0024] La estabilidad de la toxina botulinica se determind mediante la
confirmacion de la continuidad de la actividad después de almacenamiento
durante un cierto periodo de tiempo y se midio la continuidad de la actividad
de la toxina botulinica mediante la confirmacion de una letalidad de ratén o
ratones LD50. Se almacend una forma de dosificacion de la preparacién
liofilizada a 40°C y una humedad relativa de 70% durante 30 dias y
posteriormente se disolvié en solucion salina fisioldgica. Posteriormente, se
inyectd6 abdominalmente toxina botulinica correspondiente a 2.5 LD50 IU a
tres ratones. Cuando dos o mas ratones murieron, se determind que la
estabilidad continud, lo que es expresado como mortalidad en la siguiente
Tabla. Cuando la mortalidad de raton es 50% o mas, se puede estimar que

la actividad de la toxina botulinica se mantuvo.

(Volumetria)

[0025] Se realizé una volumetria tal como sigue. Se adicionaron 2.8

mL de solucion salina fisiolégica a dos viales que incluyen especimenes,
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respectivamente. Se tomaron 4.4 mL del espécimen del vial, y
posteriormente se adicionaron 1.45 mL de solucion salina fisiolégica al
especimen para obtener una soluciéon de Prueba 1. Se adicionaron 1.45 mL
de solucion salina fisiolégica a 4.4 mL de solucion de Prueba 1 para obtener
una solucion de Prueba 2. Mediante el mismo método, se realizé en forma
repetida la dilucidon de la solucidon ocho veces para obtener cada una de las
soluciones de Prueba. Para las soluciones de Prueba 3 a 6, se inyectaron
abdominalmente 0.1 mL de cada una de las soluciones de Prueba a 10
ratones (CD1, hembra) que tienen un peso de 17 a 22 g, y a continuacion,
después de 3 dias, se midié la letalidad. Los resultados se procesaron
estadisticamente utilizando un método Probit para obtener la LD50 de raton y

el titulo.

<Ejemplo 2> Seleccion del Estabilizador de la toxina botulinica

(1) Seleccién de la combinacion de metionina y polisorbato

[0026] En la combinacién de albumina de suero humano y polisorbato,
los cuales son componentes de un estabilizador conocido

convencionalmente de la toxina botulinica, se selecciond un estabilizador

para el intercambio de la albumina de suero humano.

[Tabla 1]
Composicion de la formulacion liquida Mortalidad
después de
Polisorbato Toxina Estabilizador almacenamiento
20 botulinica durante 30 dias
. (Concentracion)
(mg/mL) (unidad/mL) (%)




10

10

- 0

HSA (5mg/mL) 100

L-metionina (20mM) 100
L-arginina (50mM) 0
2 100 Histidina (10mM) 0
Manitol (50mg/mL) 0
Sorbitol (560mg/mL) 0
Sacarosa (50mg/mL) 0
Lactosa (50mg/mL) 0

[0027] A partir de los anteriores resultados, se estim6 que la

combinacion de HSA y polisorbato 20 podria ser reemplazada con la

combinacion de metionina y polisorbato 20 como un estabilizador.

[0028] A continuacion, para la combinacién de metionina y polisorbato
20 seleccionada como un estabilizador de la toxina botulinica, se realizaron
pruebas de estabilidad de la toxina botulinica de acuerdo con diversos

cambios en la concentracidn de metionina y polisorbato 20.

[0029] La Tabla 2 muestra los resultados de la prueba de estabilidad
(mortalidad (%)) de la toxina botulinica bajo condiciones de diversas
concentraciones de metionina y polisorbato 20 en el caso de

almacenamiento durante 30 dias, y la Tabla 3 muestra los resultados de la
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prueba de estabilidad (mortalidad (%)) de la toxina botulinica bajo
condiciones de diversas concentraciones de metionina y polisorbato 20 en el
caso de almacenamiento durante 60 dias. La concentracion de la toxina
botulinica en la composicidn liquida de toxina botulinica de la prueba anterior
fue de 100 unidades/mL.

[Tabla 2]

Metionina (mM)
Concentracion

1 5 10 25 50 75 100

0.1 100 100 80 100 100 100 100

0.5 100 100 80 100 100 100 100

2.5 100 100 100 100 100 100 100

Polisorbato

10 100 100 100 100 100 100 100
20 (mg/mL)

20 100 100 100 100 100 100 100

25 80 100 100 80 80 100 100
[Tabla 3]

Metionina (mM)
Concentracion

1 5 10 25 50 75 100
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0.1 100 100 80 100 100 80 100

0.5 100 100 80 100 100 100 100

2.5 100 100 100 80 100 100 100

Polisorbato

10 0 40 0 100 100 100 40
20 (mg/mL)

20 0 80 80 100 - 100 60

25 0 0 0 0 80 - 0
[0030] Como un resultado de la realizacion de un analisis estadistico

utilizando los resultados listados en las Tablas 2 y 3, se asumié que la
combinacion de 25 a 75 mM de metionina y 0.1 a 2.5 mg/mL de polisorbato

20 estabilizé al maximo la toxina botulinica.

(2) Seleccién de componente adicional

[0031] Cuando la metionina y el polisorbato 20 seleccionados a partir
de las Tablas 2 y 3 fueron utilizados como una preparacién liofilizada, se
calcularon los contenidos de metionina y polisorbato 20 para estar en los
rangos de 0.01 hasta 10 mg y 0.01 hasta 1 mg, respectivamente. Sin
embargo, cuando se utilizd el estabilizador que tiene tal combinacién como la
preparacion liofilizada, la estabilidad no se mantuvo después de
almacenamiento durante 30 dias. Por lo tanto, se selecciond un estabilizador
adicional capaz de mantener la estabilidad, tal como se lista en la Tabla 4.
En este momento, se utilizaron 100 unidades de la toxina botulinica, 3 mg de

metionina, y 2 mg de polisorbato 20.
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Composicion de la preparacion liofilizada

Estabilizador adicional

Mortalidad

después de

almacenamient

Clorur | Fosfat
Sacaros | Manito | Sorbito =~ © durante 30
o e 0 de a | | dias (%)
sodio | sodio
) ) - - - 0
Toxina 0.9mg ) i ] ] 100
botulinica
+ - 10mM - - } 100
Metionina i ] 0.3mg ) ] 00
+
) - - 40mg - 100
Polisorbat
°20 |osmg | - - | 40mg | - 100
- | 10mM - 40mg | - 100
- 10mM 50mg - - 100
0.9mg - 50mg ) ) 100
[0032] Tal como se muestra en la Tabla 4, podria ser confirmado que

cuando se utilizé la preparacion liofilizada que incluye unicamente metionina
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y polisorbato como un estabilizador,

14

no se mantuvo el efecto de

estabilizacion de la toxina botulinica, pero cuando se adicion6 al menos uno

de azucar, azucar de alcohol, y un compuesto idonico ademas de metionina y

polisorbato, el efecto de estabilizacion se mantuvo.

[0033]

A continuacion, se evaluaron un contenido adecuado y un tipo

de azucar, azucar de alcohol, o un compuesto i6énico que es anadido

adicionalmente a la combinacion de metionina y polisorbato. En este

momento, se utilizaron 100 unidades de la toxina botulinica, 2 mg de

metionina, y 0.2 mg de polisorbato 20.

[Tabla 5]
Mortalidad
después de
Composicion de la preparacion liofilizada almacenamiento
durante 30 dias
(%)
Toxina Estabilizador adicional Contenido
botulinica +
0.3mg 100
Metionina
+ 2.0mg 100
. Sacarosa
Polisorbato 4.0mg 100
20
50mg 100
Trehalosa 0.3mg 100
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2.0mg 100
Sorbitol 40mg 100
Manitol 40mg 100
0.06mg 0
0.1mg 100
0.3mg 100
Cloruro de sodio 0.6mg 100
0.9mg 100
1.2mg 100
10mg 100
Fosfato acido de
0.05mg 100
sodio, anhidro
Fosfato
de sodio Fosfato diacido de
0.101mg
sodio dihidratado
[0034] Tal como se muestra en la Tabla 5, podria confirmarse que

cuando se adicionaron 0.1 a 50 mg de sacarosa y 0.1 a 10 mg de cloruro de
sodio a la combinaciéon de metionina y polisorbato, se mantuvo el efecto de
estabilizaciéon. Cuando el contenido del estabilizador adicional fue del rango
anterior 0 menos, no hubo efecto de estabilizaciéon, mientras que cuando el

contenido del estabilizador adicional fue del rango anterior 0 mas, no se

obtuvo el tipo estable como la preparacion liofilizada.
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[0035] A continuacion, se realizd la prueba de estabilidad de larga
duracion de la preparacion liofilizada a una temperatura elevada utilizando
volumetria. En este momento, cuando se utilizé la combinacién de la toxina
botulinica + metionina + polisorbato 20 + fosfato de sodio + sacarosa como la
preparacion liofilizada, se utilizaron 100 unidades de la toxina botulinica, 0.8
mg de metionina, 0.02 mg de polisorbato 20, fosfato de sodio (0.05 mg de
fosfato acido de sodio, anhidro + 0.101 mg de fosfato diacido de sodio
deshidratado), y 4 mg de sacarosa. Cuando se utilizé la combinacién de la
toxina botulinica + metionina + polisorbato 20 + cloruro de sodio + sacarosa
como la preparacion liofilizada, se utilizaron 100 unidades de la toxina
botulinica, 0.2 mg de metionina, 0.02 mg de polisorbato 20, 2 mg de cloruro
de sodio, y 4 mg de sacarosa. Cuando la preparacion liofilizada que incluye
albumina de suero humano se utiliz6 como un grupo de control, se utilizaron

0.5 mg de albumina de suero humano y 0.9 mg de cloruro de sodio.

[Tabla 6]
Composicié Titulo (unidades)
nde la
0 2 4 8 12 24
preparacion
seman | semana | semana | semana | semana | semana
liofilizada , , , , , ,
a titulo s titulo s titulo s titulo s titulo s titulo
Toxina
botulinica +
Albumina de - 0 0 - - -
suero
humano +
Cloruro de
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sodio

Toxina
botulinica +

Metionina +

Polisorbato
20+ 109 100 80 100

Fosfatode | (120) (95) (95) (120)

sodio

95 103

(cloruro de

sodio) +

Sacarosa

[0036] Tal como se muestra en la Tabla 6, podria confirmarse que
cuando se utiliz6 la combinacion de la toxina botulinica, metionina,
polisorbato, fosfato de sodio o cloruro de sodio, y sacarosa como la
preparacion liofilizada, se mantuvo el efecto de estabilizacion durante

aproximadamente 6 meses.

[Aplicabilidad Industrial]

[0037] La presente invencidon puede ser utilizada como una medicina
para el tratamiento de distonia cervical, blefaroespasmo, hiperhidrosis,
estrabismo, acalasia, vejiga neurogénica, enfermedad urolégica, migrana, y

similares.
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REIVINDICACIONES
[Reivindicacion 1]
Una preparacion farmacéutica liofilizada que comprende:
toxina botulinica, polisorbato, y metionina; y

uno 0 mas componentes seleccionados del grupo que consiste de

azucar, azucar de alcohol, y un compuesto ionico.
[Reivindicacion 2]

La preparacion farmacéutica liofiizada de acuerdo con la
reivindicacion 1, en donde la toxina botulinica es seleccionada del grupo que
consiste de los Serotipos Botulinicos A, B, C,D, E, F, y G.

[Reivindicacion 3]

La preparacion farmacéutica liofiizada de acuerdo con la
reivindicacion 1, en donde la toxina botulinica es una forma sin una proteina
complejante o un forma compleja con una proteina complejante.

[Reivindicacion 4]

La preparacion farmacéutica liofiizada de acuerdo con la
reivindicacion 1, en donde el polisorbato es cualquiera de los polisorbatos 20,
40, 60, 80, y 100.

[Reivindicacion 5]

La preparacion farmacéutica liofiizada de acuerdo con la
reivindicacion 1, en donde el polisorbato esta incluido en una cantidad de
0.01 a 2 mg con respecto a 100 unidades de la toxina botulinica.

[Reivindicacion 6]

La preparacion farmacéutica liofiizada de acuerdo con la
reivindicacion 1, en donde la metionina esta incluida en una cantidad de 0.01

a 10 mg con respecto a 100 unidades de la toxina botulinica.

[Reivindicacion 7]
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La preparacidon farmacéutica liofilizada de acuerdo con Ila
reivindicacién 1, en donde el azucar es uno o mas seleccionado del grupo
que consiste de trehalosa, sacarosa, maltosa, fructosa, rafinosa, lactosa, y

glucosa.
[Reivindicacion 8]

La preparacion farmacéutica liofiizada de acuerdo con Ila
reivindicacién 1, en donde el azucar esta incluido en una cantidad de 0.1 a

50 mg con respecto a 100 unidades de la toxina botulinica.
[Reivindicacion 9]

La preparacion farmacéutica liofiizada de acuerdo con la
reivindicacion 1, en donde el azucar de alcohol es uno o mas seleccionado
del grupo que consiste de ciclodextrina, manitol, sorbitol, glicerol, xilitol, e

inositol.
[Reivindicacion 10]

La preparacion farmacéutica liofiizada de acuerdo con la
reivindicacion 1, en donde el aztcar de alcohol esta incluido en una cantidad

de 0.1 a 50 mg con respecto a 100 unidades de la toxina botulinica.
[Reivindicacion 11]

La preparacion farmaceéutica liofiizada de acuerdo con Ila
reivindicacion 1, en donde el compuesto i6nico es uno o mas seleccionado
del grupo que consiste de cloruro de sodio, fosfato de sodio, fosfato de
amonio, sulfato de magnesio, acetato de sodio, lactato de sodio, succinato de

sodio, propionato de sodio, y fosfato de potasio.
[Reivindicacion 12]

La preparacion farmacéutica liofiizada de acuerdo con la
reivindicacion 1, en donde el compuesto idnico esta incluido en una cantidad

de 0.1 a 10 mg con respecto a 100 unidades de la toxina botulinica.
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SUPERINTENDENCIA DE INDUSTRIA'Y COMERCIO
DIVISION DE NUEVAS CREACIONES
Indusiria v Comercio TARJETA ARCHIVO PROPIETARIOS )
= PATENTE DE INVENCION PCT _X__ MODELO DE UTILIDAD DISENO INDUSTRIAL __

SUPERINTEMOEMCIA
(21) No. de solicitud: (22) Fecha de solicitud: 29-10-13

Clasificacion Internacional: A61K 35/74

Solicitante(s): MEDY-TOX INC.

Inventor(es): JUNG, Hyun Ho; YANG, Gi Hyeok; RHEE, Chang Hoon; KIM, Hack Woo; KIM; Sung Bum y BAEK, Seung Hwan.
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74) Apoderado: ALICIA LLOREDA RICAURTE
30) Prioridad (31) No. Prioridad (32) Fecha (33) Pais
10-2011-0029577 31-03-11 KR
10-2012-0033374 30-03-12 KR
(85) Fecha limite inicio fase nacional: 30-10-13 (87)  Publicacion internacional
(86) Datos relativos a la presentacién de la solicitud PCT Fecha: 04-10-12
Fecha de presentacion de la solicitud: 30-03-12 No. publicacién: WO 2012/134240 A3

No. de solicitud: PCT/KR2012/002418
(54) Titulo: PREPARACION LIOFILIZADA DE TOXINA BOTULINICA.




