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FORMULACIONES INYECTABLES DE TOXINA BOTULINICA Y METODOS DE USO DE LAS MISMAS
QUE TIENEN UNA ALTA TASA DE RESPUESTA Y UNA LARGA DURACION DEL EFECTO

Referencia cruzada a las solicitudes relacionadas

La solicitud reclama el beneficio de la prioridad a la solicitud de patente provisional estadounidense
nam. 62/594,529, titulada “Injectable Botulinum Toxin Formulations and Methods of Use Thereof Having
High Response Rate and Long Duration of Effect” de Rubio, presentada el 4 de diciembre de 2017 y reclama
el beneficio de la prioridad a la solicitud de patente provisional estadounidense num. 62/774,850, titulada
“Injectable Botulinum Toxin Formulations and Methods of Use Thereof Having High Response Rate and
Long Duration of Effect” de Rubio, presentada el 3 de diciembre de 2018, ambas incorporadas en la

presente en su totalidad.

Campo de la invencidén

La presente invencion se refiere a composiciones inyectables que comprenden toxina botulinica
que pueden administrarse a un sujeto para diversos fines terapéuticos, estéticos y/o cosméticos. Las
composiciones inyectables y los métodos en los que se usan estas composiciones proporcionan
tratamientos ventajosos que resultan en altas tasas de respuesta y una larga duracion del efecto, por
ejemplo, una duracién del efecto de 26 a 40 semanas, asi como tasas de respuesta aun mas altas y/o mas

larga duracion del efecto después de tratamientos subsecuentes.

Antecedentes de la invencion

La piel protege los 6rganos del cuerpo de las amenazas ambientales externas y actia como un
termostato para mantener la temperatura corporal. Se compone de varias capas diferentes, cada una con
funciones especializadas. Las capas principales incluyen la epidermis, la dermis y la hipodermis. La
epidermis es una capa estratificadora de células epiteliales que recubre la dermis, que consiste en tejido
conectivo. Tanto la epidermis como la dermis estan apoyadas por la hipodermis, una capa interna de tejido
adiposo.

La epidermis, la capa superior de la piel, tiene un grosor de solo 0.1 a 1.5 milimetros (Inlander,
Skin, New York, N.Y.: People's Medical Society, 1-7 (1998)). Se compone de queratinocitos y se divide en
varias capas en funcién de su estado de diferenciacion. La epidermis puede clasificarse en el estrato cérneo
y la epidermis viable, que consiste en las células basales y de Malpighi granulares. El estrato cérneo es
higroscépico y requiere al menos 10 % de humedad en peso para mantener su flexibilidad y suavidad. La
higroscopicidad es atribuible en parte a la capacidad de la queratina de retener agua. Cuando la capa
cérnea pierde su suavidad y flexibilidad, se vuelve aspera y quebradiza, dando como resultado una piel
seca.

La dermis, que se encuentra justo debajo de la epidermis, tiene un grosor de 1.5 a 4 milimetros. Es
la mas gruesa de las tres capas de la piel. La mayoria de las estructuras de la piel, incluidas las glandulas

sudoriparas y grasas (que secretan sustancias a través de aberturas en la piel llamadas poros o
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comedones), foliculos pilosos, terminaciones nerviosas y vasos sanguineos vy linfaticos se encuentran en
la dermis (Inlander, Skin, New York, N.Y.: People's Medical Society, 1-7 (1998)). Sin embargo, los
componentes de la dermis son colageno y elastina.

La hipodermis es la capa de la piel mas profunda. Actua como un aislante para la conservacion del
calor corporal y como un amortiguador para la proteccion de los 6rganos (Inlander, Skin, New York, N.Y.:
People's Medical Society, 1-7 (1998)). Ademas, la hipodermis también almacena grasa para reservas de
energia. El pH de la piel normalmente esta entre 5y 6. Esta acidez se debe a la presencia de aminoacidos
anfoteros, acido lactico y acidos grasos de las secreciones de las glandulas sebaceas. El término “manto
acido” se refiere a la presencia de sustancias solubles en agua en la mayoria de las regiones de la piel. La
capacidad de amortiguacion de la piel se debe en parte a estas secreciones almacenadas en la capa cérnea
de la piel.

Las arrugas, uno de los signos reveladores del envejecimiento, pueden ser causadas por cambios
bioquimicos, histoldgicos vy fisiolégicos que se acumulan a partir del dafio ambiental a la piel. (Benedetto,
International Journal of Dermatology, 38:641-655 (1999)). Ademas, existen otros factores secundarios que
pueden causar pliegues, surcos y dobleces caracteristicos de las arrugas faciales (Stegman et al., The Skin
of the Aging Face Cosmetic Dermatological Surgery, 2™ ed., St. Louis, Mo.: Mosby Year Book: 5-15 (1990)).
Estos factores secundarios incluyen la fuerza de gravedad constante, la presion posicional frecuente y
constante sobre la piel (p. ej., durante el suefio) y los movimientos faciales repetidos causados por la
contraccion de los musculos faciales (Stegman et al., The Skin of the Aging Face Cosmetic Dermatological
Surgery, 2™ ed., St. Louis, Mo.: Mosby Year Book: 5-15 (1990)).

Se han utilizado diferentes técnicas para mitigar potencialmente algunos de los signos del
envejecimiento. Estas técnicas van desde humectantes faciales que contienen acidos alfa hidroxi y retinol
hasta procedimientos quirurgicos e inyecciones de neurotoxinas. Por ejemplo, en 1986, Jean y Alastair
Carruthers, un equipo formado por un cirujano ocuplastico y un dermatélogo, desarrollaron un método para
usar la forma tipo A de la toxina botulinica para el tratamiento de las arrugas asociadas al movimiento en
el érea de la glabela (Schantz and Scott, In Lewis G. E. (Ed) Biomedical Aspects of Botulinum, New York:
Academic Press, 143-150 (1981)). El uso de la forma tipo A de toxina botulinica de los Carruthers para el
tratamiento de arrugas condujo a la publicacién seminal de este enfoque en 1992 (Schantz and Scott, In
Lewis G. E. (Ed) Biomedical Aspects of Botulinum, New York: Academic Press, 143-150 (1981)). Para 1994,
el mismo equipo reporté experiencias con otras arrugas asociadas con el movimiento en la cara (Scott,
Ophthalmol, 87:1044-1049 (1980)). Esto a su vez llevod al nacimiento de la era del tratamiento cosmético
utilizando la forma de tipo A de la toxina botulinica.

Se informa que la forma tipo A de la toxina botulinica es el agente biologico natural mas letal
conocido por el hombre. Las esporas Clostridium botulinum se encuentran en el suelo y pueden crecer en
contenedores de alimentos esterilizados y sellados incorrectamente. El botulismo, que puede ser fatal,
puede ser causado por la ingesta de la bacteria. La toxina botulinica actia para producir paralisis de los
musculos, previniendo la transmision sinaptica al inhibir la liberacion de la acetilcolina a través de la unién

neuromuscular y se cree que actua también de otras maneras. Su accidén bloquea esencialmente las
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senales que normalmente causarian espasmos o contracciones musculares, lo que resulta en paralisis.
Durante la ultima década, la actividad paralizadora muscular de la toxina botulinica se ha aprovechado para
lograr una variedad de efectos terapéuticos. La administracion controlada de la toxina botulinica se ha
utilizado para proporcionar paralisis muscular para tratar una variedad de afecciones médicas, por ejemplo,
trastornos neuromusculares caracterizados por musculos esqueléticos hiperactivos. Las afecciones que se
han tratado con toxina botulinica incluyen espasmo hemifacial, torticolis espasmédica de inicio en adultos,
fisura anal, blefaroespasmo, paralisis cerebral, distonia cervical, dolores de cabeza tipo migrafa,
estrabismo, trastorno de la articulacién temporomandibular y varios tipos de calambres y espasmos
musculares. Mas recientemente, los efectos paralizantes musculares de la toxina botulinica se han aplicado
a aplicaciones faciales terapéuticas y cosméticas, como el tratamiento de arrugas, lineas de expresion y
otros resultados de espasmos o contracciones de los musculos faciales.

Ademéds de la forma tipo A de la toxina botulinica, existen otras siete formas serolégicamente
distintas de toxina botulinica que también son producidas por la bacteria grampositiva C. botulinum. De
estos ocho tipos de toxina botulinica serolégicamente distintos, los siete que pueden causar paralisis han
sido designados como serotipos de toxina botulinica A, B, C, D, E, F y G. Cada uno de estos se distingue
por la neutralizacion con anticuerpos especificos de tipo. Los diferentes serotipos de toxina botulinica varian
en el efecto y en la gravedad y duracién de la paralisis que evocan en diferentes especies animales. Por
ejemplo, en ratas, se ha determinado que la toxina botulinica tipo A es 500 veces mas potente que la toxina
botulinica tipo B, medida por la tasa de paralisis. Ademas, se ha determinado que la toxina botulinica tipo
B no es téxica en primates a una dosis de 480 U/kg, aproximadamente 12 veces la LDso en primates para
el tipo A.

Liberada por la bacteria C. botulinum, la toxina botulinica es un componente de un complejo de
toxinas que contiene la molécula de proteina de toxina botulinica de aproximadamente 150 kD junto con
proteinas no toxinicas asociadas. Se cree que estas proteinas enddgenas no toxinicas incluyen una familia
de proteinas hemaglutininas, asi como proteinas no hemaglutininas. Se ha informado que las proteinas no
toxinicas estabilizan la molécula de toxina botulinica en el complejo de toxinas y la protegen contra la
desnaturalizacion por los acidos digestivos cuando se ingiere el complejo de toxinas. Por consiguiente, las
proteinas no toxinicas del complejo de toxinas protegen la actividad de la toxina botulinica y de ese modo
mejoran la penetracion sistémica cuando el complejo de toxinas se administra a través del tracto
gastrointestinal. Adicionalmente, se cree que algunas de las proteinas no toxinicas estabilizan
especificamente la molécula de la toxina botulinica en la sangre.

La presencia de proteinas no toxinicas en los complejos de toxinas tipicamente hace que los
complejos de toxinas tengan pesos moleculares mayores que los de la molécula de toxina botulinica sola.
La proteina de la toxina botulinica de peso molecular en si es de aproximadamente 150 kD, aunque los
diferentes complejos de serotipos varian en tamafio. Por ejemplo, la bacteria C. botulinum puede producir
complejos de toxina botulinica tipo A que tienen pesos moleculares de aproximadamente 900 kD, 500 kD
0 300 kD. Las toxinas botulinicas tipos B y C se producen como complejos que tienen un peso molecular

de aproximadamente 700 kD o aproximadamente 500 kD. La toxina botulinica tipo D se produce como
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complejos que tienen pesos moleculares de aproximadamente 300 kD o 500 kD. Las toxinas botulinicas
tipos E y F solo se producen como complejos que tienen un peso molecular de aproximadamente 300 kD.

Para proporcionar estabilidad adicional a la toxina botulinica, los complejos de toxina se estabilizan
convencionalmente combinando los complejos con alblimina durante la fabricacion. Por ejemplo, BOTOX®
(Allergan, Inc., Irvine, CA) es una formulacién que contiene toxina botulinica que contiene 100 U de toxina
botulinica tipo A con proteinas accesorias, 0.5 miligramos de albumina humana y 0.9 miligramos de cloruro
de sodio.

Debido al tamafio de la molécula y la estructura molecular de la toxina botulinica, por si sola no
cruza el estrato cérneo de la piel y las multiples capas de la arquitectura subyacente de la piel. Por
consiguiente, la toxina botulinica se administra tipicamente a pacientes mediante inyeccién de
composiciones que contienen complejo de toxina botulinica y albumina. Sin embargo, existen varios
problemas asociados con este enfoque. Las inyecciones no solo son dolorosas, sino que se generan
localmente grandes pozos subdérmicos de toxina alrededor de los sitios de inyeccion, para lograr el efecto
terapéutico o cosmético deseado. La toxina botulinica puede migrar desde estos pozos subdérmicos para
causar paralisis no deseada en las areas circundantes del cuerpo. Este problema se agrava cuando el area
a tratar es grande y se requieren muchas inyecciones de toxina para tratar el area. Ademas, debido a que
los complejos de toxinas inyectadas contienen proteinas y albumina que no son toxinas que estabilizan la
toxina botulinica y aumentan el peso molecular del complejo de toxinas, los complejos de toxinas tienen
una vida media larga en el cuerpo y pueden causar una respuesta antigénica indeseable en el paciente.
Por ejemplo, algunos pacientes desarrollaran, a lo largo del tiempo, una reaccioén alérgica a la albumina
utilizada como estabilizador en las formulaciones comerciales actuales. Ademas, los complejos de toxina
pueden inducir al sistema inmunitario del paciente a formar anticuerpos neutralizantes, de modo que se
requieren mayores cantidades de toxina en administraciones subsecuentes para lograr el mismo efecto.
Cuando esto ocurre, las inyecciones subsecuentes deben colocarse cuidadosamente para que no liberen
una gran cantidad de toxina en el torrente sanguineo del paciente, o que podria llevar a una intoxicacién
sistémica fatal. Las formulaciones que contienen albimina introducen el riesgo, por ejemplo, de una
respuesta adversa a la albumina, como un mayor riesgo de respuesta alérgica, asi como el riesgo de
contaminacion de patégenos para ciertas fuentes de sangre.

En vista de los inconvenientes asociados con los tratamientos actuales y las formulaciones actuales
de toxina botulinica, seria altamente deseable tener una formulacion inyectable de toxina botulinica que
sea eficaz y estable, pero que exhiba una antigenicidad reducida y una menor tendencia a difundirse
localmente después de la inyeccion. Seria deseable también usar dicha formulacién de toxina botulinica
con fines terapéuticos y/o cosméticos, en particular, un tratamiento estable y de accién mas prolongada
que requiera menos intervenciones que produzcan tasas de respuesta elevadas y mejoradas sin un

aumento de los efectos secundarios.

Breve descripcion de la invencién

La invencion se refiere a métodos de uso de las formulaciones inyectables de toxina botulinica para
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la administracién a un individuo para lograr un beneficio terapéutico y/o cosmético que tiene una tasa de
respuesta sorprendentemente alta y una larga duracién del efecto.

En un aspecto, esta invenciéon proporciona composiciones inyectables que comprenden toxina
botulinica asociada no covalentemente con un portador cargado positivamente. En modalidades preferidas,
las composiciones de la invencién poseen una o mas ventajas sobre las formulaciones comerciales
convencionales de toxina botulinica, tales como BOTOX® o MYOBLOC®. Por ejemplo, en algunas
modalidades, las composiciones pueden exhibir una o0 mas ventajas sobre las formulaciones inyectables
de toxina botulinica convencionales, que incluyen una antigenicidad reducida, una tendencia reducida a la
difusion en el tejido circundante después de la inyeccién, una mayor duracion de la eficacia clinica o una
potencia mejorada en comparacion con las formulaciones convencionales.

En modalidades preferidas, el componente de toxina botulinica comprende la toxina botulinica del
serotipo A que tiene un peso molecular de 150 kDa. El componente de toxina botulinica puede
seleccionarse de un complejo de toxina botulinica (incluida la neurotoxina de 150 kD con proteinas
accesorias encontradas en complejos nativos producidos por C. botulinum), un complejo de toxina
botulinica reducida (incluida la neurotoxina de 150 kD con algunas, pero no todas, las proteinas accesorias
nativas) y la propia molécula de toxina botulinica de 150 kD sin proteinas accesorias (no toxinicas).

En modalidades preferidas, ciertas moléculas no nativas (es decir, moléculas que no se encuentran
en los complejos de toxina botulinica obtenidos de la bacteria Clostridium botulinum) se agregan a la toxina
botulinica, a los complejos de toxina botulinica y, en particular, a los complejos reducidos de toxina
botulinica (como se define en la presente), para mejorar la difusion de las toxinas a través de los tejidos.
Las moléculas no nativas se asocian de forma no covalente con la toxina y actian como potenciadores de
la penetracion que mejoran la capacidad de la toxina para alcanzar las estructuras blanco después de la
inyeccion. Ademas, las moléculas no nativas pueden aumentar la estabilidad de la toxina antes y después
de la inyeccion. A modo de ejemplo, los potenciadores de penetracion pueden ser portadores cargados
positivamente, tales como péptidos catidnicos, que no tienen actividad inherente a la toxina botulinica y
que también contienen uno o mas dominios de transduccién de proteinas como se describe en la presente.

De acuerdo con la invencion, el portador cargado positivamente es adecuado como sistema de
transporte para la toxina botulinica sin modificacion covalente de la molécula de la toxina, lo que permite
que la toxina se inyecte con caracteristicas mejoradas, que incluyen una duracién de acciéon mas larga y
una tasa de respuesta mas alta en comparacion con las composiciones de toxina botulinica sin el portador
cargado positivamente. El portador cargado positivamente comprende una estructura principal cargada
positivamente, a la que estan covalentemente unidos grupos de eficiencia (también denominados dominios
de transduccion de proteinas (PTD, por sus siglas en inglés) o péptidos penetrantes en las células (CPP,
por sus siglas en inglés)), mas preferiblemente en uno o ambos extremos de la estructura. En ciertas
modalidades, los grupos de eficiencia son las secuencias de aminoacidos del grupo que consiste en HIV-
TAT o fragmentos de los mismos; el PTD de Antennapedia o un fragmento del mismo; -(gly)ni-(arg)n2 (SEQ
ID NO: 5) en el que el subindice n1 es un numero entero de 0 hasta aproximadamente 20 y n2 es

independientemente un numero entero impar de aproximadamente 5 a aproximadamente 25; o (gly)p-
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RGRDDRRQRRR-(gly)q (SEQ ID NO: 1), (gly)-YGRKKRRQRRR-(gly)s (SEQ ID NO: 2), o (gly)p-
RKKRRQRRR-(gly)q (SEQ ID NO: 3), en donde los subindices p y q son cada uno independientemente un
numero entero de 0 a aproximadamente 20. En una modalidad particularmente preferida, el portador
cargado positivamente tiene la secuencia de aminoacidos RKKRRQRRRG- (K)15-GRKKRRQRRR (SEQ ID
NO: 4) (denominado también en la presente “RTP004”). En otras modalidades adicionales, el portador
cargado positivamente tiene la secuencia de aminoacidos YGRKKRRQRRR- G-(K)15-G-YGRKKRRQRRR
(SEQ ID NO: 7), RGRDDRRQRRR-G-(K)15-G- RGRDDRRQRRR (SEQ ID NO: 8), o RKKRRQRRR-Q-(K)15-
Q-RKKRRQRRR (SEQ ID NO: 11).

En algunas modalidades, el portador se proporciona en la composicién que contiene toxina
botulinica en una cantidad de aproximadamente 0.001 a aproximadamente 1 ug por U del componente de
toxina botulinica, preferiblemente de aproximadamente 0.01 a aproximadamente 0.5 yg por U, mas
preferiblemente de aproximadamente 0.05 a aproximadamente 0.35 ug por U a aproximadamente 0.1 a
aproximadamente 0.3 pg por U y mas preferiblemente aproximadamente 0.234 pg por unidad de toxina
botulinica. Por ejemplo, la composicién que contiene toxina botulinica puede contener de aproximadamente
1 a aproximadamente 20 ug, de aproximadamente 5 a aproximadamente 15 ug, de aproximadamente 7 a
aproximadamente 12 ug, o de aproximadamente 8 a aproximadamente 10 pg del portador. En una
modalidad, la toxina botulinica esta en una cantidad de dosificacién seleccionada del grupo que consiste
en aproximadamente 20 U a aproximadamente 60 U y el portador es un portador cargado positivamente
presente en la composicion en una cantidad seleccionada de aproximadamente 4.7 a aproximadamente
14 ug, para proporcionar una relaciéon de aproximadamente 0.234 ug/U de toxina botulinica.

En algunas modalidades, el excipiente de la composicién que contiene toxina botulinica comprende
uno 0 mas componentes estabilizadores adicionales seleccionados del grupo que consiste en L-histidina,
clorhidrato de L-histidina, polisorbato 20 y dihidrato de trehalosa.

En algunas modalidades particularmente preferidas, el excipiente comprende dihidrato de
trehalosa. Por ejemplo, por un vial de 50 U, el excipiente puede comprender de aproximadamente 1 mg a
aproximadamente 100 mg, de aproximadamente 10 a aproximadamente 80 mg, de aproximadamente 20
mg a aproximadamente 60 mg, de aproximadamente 30 mg a aproximadamente 40 mg o aproximadamente
34 mg, aproximadamente 35 mg, aproximadamente 36 mg, aproximadamente 37 mg, aproximadamente
38 mg, aproximadamente 39 mg o aproximadamente 40 mg de trehalosa. En algunas modalidades
particularmente preferidas, el excipiente comprende polisorbato 20. Por ejemplo, por un vial de 50 U, el
excipiente puede comprender de aproximadamente 0.01 mg a aproximadamente 1 mg, de
aproximadamente 0.05 a aproximadamente 0.5 mg, de aproximadamente 0.075 mg a aproximadamente
0.25 mg, de aproximadamente 0.08 mg a aproximadamente 0.15 mg o aproximadamente 0.09 mg,
aproximadamente 0.095 mg, aproximadamente 0.1 mg, aproximadamente 0.105 mg, aproximadamente
0.11 mg, aproximadamente 0.12 mg, aproximadamente 0.13 mg, aproximadamente 0.14 mg o
aproximadamente 0.15 mg de polisorbato 20. En una modalidad particularmente preferida, por 50 U, el
excipiente contiene aproximadamente 36 mg de trehalosa y aproximadamente 0.1 mg de polisorbato 20.

En una modalidad particularmente preferida, denominada como “RT002,” la composicién es una
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formulacién inyectable, que contiene la molécula de toxina botulinica del subtipo A de 150 kD, asociada de
forma no covalente con un péptido portador cargado positivamente que tiene la formula RKKRRQRRRG-
(K)15-GRKKRRQRRR (SEQ ID NO: 4), y que no contiene proteinas accesorias o0 componentes derivados
de animales y se describe en el documento WO 2010/151840 (PCT/US2010/040104) de Thompson et al.,
“Formulaciones de toxina botulinica libres de albumina.” Véase también, Stone et al., 2011,
“Characterization and duration of action of a new botulinum toxin type A formulation” Toxicon, 58:159-167;
Garcia-Murray, “Safety and efficacy of RT002, an injectable botulinum toxin type A, durante treating
glabellar lines: results of a phase 1/2, open-label, sequential dose-escalation study” Dermatol Surg. 2015
Jan; 41 Suppl 1:S47-55 y Carruthers, et al., Injectable DaxibotulinumtoxinA durante the Treatment of
Glabellar Lines: A Phase 2, Randomized, Dose- Ranging, Double-Blind, Multicenter Comparison with
Onabotulinumtoxin A and Placebo. Dermatol. Surg. 2017; 43: 1321-1331, que describe la formulacién
RT002; asi como el documento WO 2017/075468 (PCT/US2016/059492) de Ruegg et al., titulado
“Formulaciones inyectables de toxina botulinica y métodos de uso de la misma, que tiene larga duracion
de efecto terapéutico o cosmético”; solicitud internacional PCT de Ruegg titulada “Composiciones, kits y
métodos de la toxina botulinica transmucosa para tratar los trastornos de la vejiga” presentada el 28 de
agosto de 2018; la solicitud internacional PCT/US2018/059265, de Rubio titulada “Formulaciones de toxina
botulinica y métodos de uso de la misma en la fascitis plantar”, presentada el 5 de noviembre de 2018 y la
solicitud internacional PCT/US18/33397, de Ruegg titulada “Métodos de tratamiento para la distonia
cervical’, presentada el 18 de mayo de 2018; cada uno incorporado por referencia en la presente en su
totalidad. RT002 se proporciona generalmente en forma liofilizada, en un vial de 50 U de toxina botulinica
A de 150 kDa, sin proteinas accesorias (no toxinicas), que contiene 0.1 mg de polisorbato 20, 36 mg de
trehalosa y 11.7 ug de RTP004 como portador, para dar un relacion de masa de péptido:toxina de 51,000:1
en el vial de 50 U.

En otro aspecto, la invencion se refiere a un método para producir un efecto biolégico inyectando
una cantidad terapéutica o cosméticamente eficaz de una composicion de la invenciéon a un sujeto en
necesidad de la misma. El efecto bioldgico puede incluir, por ejemplo, paralisis muscular u otro efecto
conocido por la administracion de toxina botulinica. Tales efectos incluyen, por ejemplo, uno o mas de
tratamiento del dolor neurolégico, dolor de cabeza o dolor de cabeza tipo migrafia, espasmo hemifacial,
torticolis espasmaddica de inicio en adultos, fisura anal, blefaroespasmo, paralisis cerebral, estrabismo,
trastorno de la articulacién temporomandibular, acné, distonia, contracciones distonicas, hiperhidrosis o
hipersecrecién de una glandula controlada por el sistema nervioso colinérgico; tratamiento o manejo de
rinitis, sinusitis, vejiga hiperactiva, distonia cervical, fascitis plantar; reducciéon de espasmos musculares y
reduccidon o mejora de una respuesta inmune. En ejemplos particulares, el efecto es una reduccion en la
gravedad de las arrugas, lineas finas, surcos, particularmente en la cara, tal como una reduccién en la
gravedad de las lineas glabelares, también conocidas como lineas de expresion.

Los métodos y composiciones descritos en la presente proporcionan el componente de toxina
botulinica en una cantidad eficaz para producir al menos un efecto biolégico deseado. En ciertas

modalidades, la toxina botulinica se administra de aproximadamente 1 U a aproximadamente 300 U,
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preferiblemente de aproximadamente 10 U a aproximadamente 200 U, mas preferiblemente de
aproximadamente 20 U a aproximadamente 100 U o de aproximadamente 20 U a aproximadamente 60 U.
En modalidades preferidas, la toxina botulinica esta en una cantidad de dosificacion seleccionada del grupo
que consiste en aproximadamente 10 U, aproximadamente 20 U, aproximadamente 30 U,
aproximadamente 40 U, aproximadamente 60 U, y aproximadamente 80 U, preferiblemente
aproximadamente 40 U.

En otro aspecto, la invencion proporciona un método para administrar toxina botulinica a un sujeto
para lograr un efecto de duracién prolongada con respecto a un beneficio terapéutico o cosmético deseado
para el sujeto. En un ejemplo particular, la invencién proporciona un método de administracion de toxina
botulinica para lograr un efecto de duracién prolongada en la reduccién de las lineas glabelares de un
individuo. En algunas modalidades, el método comprende administrar mediante inyeccion una dosis de una
composicién inyectable estéril en uno o mas musculos asociados con lineas glabelares para lograr el efecto
de duracién prolongada después del tratamiento, es decir, eficacia sostenida o una tasa de respuesta de
larga duracion, después del tratamiento. Por ejemplo, en algunas modalidades, la administracién de las
composiciones de toxina botulinica resulta en una duracion de efecto mejorada, tal como una mejora en
las lineas glabelares que dura mas que el tratamiento con formulaciones convencionales de toxina
botulinica, extendiendo de esta manera los intervalos de tratamiento. Las modalidades preferidas
proporcionan una mejora en la gravedad de la linea glabelar durante al menos aproximadamente 3 meses
a aproximadamente 11 meses, aproximadamente 5 meses a aproximadamente 10 meses,
aproximadamente 6 meses a aproximadamente 10 meses o aproximadamente 28 semanas a
aproximadamente 40 semanas. En modalidades preferidas, tales como el uso de una dosis de toxina
botulinica de 40 U, la duracion del efecto es al menos aproximadamente 24 semanas, al menos
aproximadamente 26 semanas, al menos aproximadamente 28 semanas, al menos aproximadamente 30
semanas, al menos aproximadamente 32 semanas, al menos aproximadamente 34 semanas, al menos
aproximadamente 36 semanas, al menos aproximadamente 40 semanas, o al menos aproximadamente 42
semanas, antes de administrar una segunda o subsecuente dosis de tratamiento.

En otro aspecto, la invenciéon proporciona un método para lograr un beneficio terapéutico o
cosmético deseado para el sujeto, donde el método comprende un régimen de dosificacion que tiene
multiples tratamientos con una duracién de efecto prolongada y, por lo tanto, intervalos mas largos entre
tratamientos sucesivos en comparacién con los regimenes que usan toxina botulinica convencional. En
una modalidad particular, la invencion proporciona un método para reducir las lineas glabelares en un
individuo, en donde el método comprende un régimen de dosificacion que tiene multiples tratamientos con
duracion de efecto prolongada y, por consiguiente, intervalos mas largos entre tratamientos sucesivos en
comparacion con los regimenes para reducir las lineas glabelares usando formulaciones de toxina
botulinica convencionales. En modalidades particulares, el intervalo antes de administrar una segunda
dosis o subsecuente de tratamiento de la composicién es mayor o igual a aproximadamente 26 semanas,
aproximadamente 28 semanas, aproximadamente 30 semanas, aproximadamente 32 semanas,

aproximadamente 34 semanas, aproximadamente 36 semanas, aproximadamente 38 semanas,
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aproximadamente 40 semanas 0 mayor o igual a aproximadamente 42 semanas, después de la dosis de
tratamiento inicial o después de las dosis de tratamiento subsecuentes.

En modalidades preferidas, el efecto es la reduccion en la gravedad de una linea glabelar. En tales
modalidades, la administracion puede comprender al menos una inyeccidn en uno o mas musculos
seleccionados del grupo que consiste en el musculo corrugador derecho, el masculo corrugador izquierdo
y el musculo précer. Por ejemplo, en algunas de estas modalidades, se inyectan de aproximadamente 5 a
aproximadamente 15 U, preferiblemente aproximadamente 8 U del componente toxina botulinica se
inyectan en el aspecto medial del musculo corrugador derecho, de aproximadamente 5 a aproximadamente
15 U, preferiblemente de aproximadamente 8 U se inyectan en aspecto lateral del musculo corrugador
derecho; de aproximadamente 5 a aproximadamente 15 U, preferiblemente aproximadamente 8 U se
inyectan en el aspecto del musculo corrugador izquierdo, de aproximadamente 5 a aproximadamente 15
U, preferiblemente de aproximadamente 8 U se inyectan en el aspecto lateral del musculo corrugador
izquierdo y de aproximadamente 5 a aproximadamente 15 U, preferiblemente aproximadamente 8 U en el
musculo procer.

Los métodos de tratamiento logran una duracidén sorprendentemente larga y altas tasas de
respuesta. En modalidades particulares, la invencion proporciona métodos para reducir una arruga, linea
o surco en un individuo en necesidad de los mismos, el método comprende: administrar al individuo
mediante inyeccion en uno 0 mas musculos o estructuras faciales asociadas con la arruga, linea o surco
del individuo una composicién que comprende: un diluyente farmacéuticamente aceptable para inyeccion;
un componente de toxina botulinica que es toxina botulinica del serotipo A que tiene un peso molecular de
150 kDa sin proteinas accesorias no toxinicas; un portador cargado positivamente que tiene la secuencia
de aminoacidos RKKRRQRRRG-(K)15-GRKKRRQRRR (SEQ ID NO: 4); en donde el componente de toxina
botulinica se administra al individuo en una cantidad de dosis de tratamiento de aproximadamente 20 U a
aproximadamente 60 U, o aproximadamente 40 U por tratamiento inyectable, mas preferiblemente en
donde la dosis de tratamiento se divide entre inyecciones en uno o mas musculos seleccionados del grupo
formado por el masculo corrugador derecho, el misculo corrugador izquierdo y el musculo précer; en donde
el portador cargado positivamente esta asociado no covalentemente con el componente botulinico; y en
donde la inyeccion de la composicién proporciona una dosis de tratamiento Unica que tiene al menos una
duracion de efecto de aproximadamente 26 semanas para reducir la arruga, linea o surco del individuo,
extendiendo de esta manera la duracion del intervalo de tratamiento para el individuo. La arruga, linea o
surco esta preferiblemente en la cara del individuo, como una linea glabelar.

Por consiguiente, los métodos y usos de la composicidn farmacéutica, como se describid
anteriormente, permiten métodos para tratar una linea glabelar de un individuo en necesidad del mismo
con toxina botulinica inyectable, en donde el método comprende un curso de tratamiento que tiene multiples
intervalos de tratamiento con duracion prolongada del efecto y la duracién de los intervalos de tratamiento,
el curso de tratamiento comprende: administrar mediante inyeccion una dosis de tratamiento inicial de una
composicidén inyectable estéril en el complejo glabelar del individuo para lograr una reduccion en la

gravedad de la linea glabelar después del tratamiento inicial con la composicion; en donde la composicion
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comprende un diluyente farmacéuticamente aceptable adecuado para inyeccion; un componente de toxina
botulinica que es toxina botulinica del serotipo A que tiene un peso molecular de 150 kDa sin proteinas
accesorias no toxinicas; y un portador cargado positivamente que tiene la secuencia de aminoacidos
RKKRRQRRRG-(K)15-GRKKRRQRRR (SEQ ID NO: 4); en donde el componente de toxina botulinica se
administra al individuo en una dosis de tratamiento de aproximadamente 20 U a aproximadamente 60 U o
aproximadamente 40 U por tratamiento inyectable, mas preferiblemente en donde la dosis de tratamiento
se divide entre inyecciones en uno o mas musculos seleccionados del grupo que consiste en el musculo
corrugador derecho, el musculo corrugador izquierdo y el musculo précer; en donde el portador cargado
positivamente esta asociado no covalentemente con el componente de toxina botulinica; en donde la dosis
de tratamiento inicial de la composicion administrada por inyeccién al individuo proporciona una duracion
del efecto que dura al menos aproximadamente 26 semanas; y administrar dosis de tratamiento
subsecuentes de la composicion mediante inyeccion al individuo a intervalos de tratamiento que
comprenden una duracidbn mas larga o igual de aproximadamente 26 semanas a al menos
aproximadamente 40 semanas después de la dosis de tratamiento inicial y entre cada dosis de tratamiento
subsecuente.

En algunas modalidades de los métodos y usos descritos en los dos parrafos anteriores, la
composicion logra una duracion de efecto prolongada de al menos aproximadamente 27 semanas, al
menos aproximadamente 28 semanas, al menos aproximadamente 29 semanas, o al menos
aproximadamente 30 semanas. En algunas modalidades de este tipo, el portador cargado positivamente
esta presente en dicha composicién farmacéutica en una cantidad de aproximadamente 0.1 a
aproximadamente 0.3 ug por unidad del componente de toxina botulinica, preferiblemente en una cantidad
de aproximadamente 0.234 ug por unidad de componente de toxina botulinica. Alternativamente o ademas,
en algunas modalidades de este tipo, el excipiente comprende al menos un componente seleccionado del
grupo que consiste en L-histidina, clorhidrato de L-histidina, polisorbato 20 y dihidrato de trehalosa,
preferiblemente dihidrato de trehalosa.

La duracion del efecto proporcionada por las composiciones de la invencion y los métodos y usos
de la misma, proporcionan ventajas significativas en comparacion con la técnica. Los sujetos sometidos a
tratamiento con composiciones que contienen toxina botulinica consideran que la duracion del efecto es
muy importante. Una duraciéon del efecto larga, sostenida, que puede lograrse incluso con un solo
tratamiento con una dosis eficaz de acuerdo con la invencion, permite menos inyecciones durante un ciclo
de tratamiento completo para un sujeto. Por ejemplo, una duracion de efecto prolongada de un tratamiento
inyectable unico con un producto que tiene una eficacia y seguridad claras, de acuerdo con lo provisto por
las composiciones y métodos de la presente invencion, ofrece menos incomodidad, menos costo y mas
conveniencia para los sujetos sometidos a tratamientos. Por consiguiente, un producto que proporciona un
efecto significativo y sostenido, después de un tratamiento inyectable Unico, proporciona una solucién a
una necesidad insatisfecha en la técnica tanto para profesionales como para pacientes. Por lo tanto, las
composiciones y métodos de la invencion proporcionan una solucion al problema de uno o mas

tratamientos demasiado frecuentes, dolorosos e inconvenientes, asi como mejorar el bienestar general de
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los pacientes.

En otro aspecto, la invencién proporciona métodos para lograr un beneficio terapéutico o cosmético
deseado para el sujeto con tasas de respuesta mas altas en comparacioén con las formulaciones de toxina
botulinica convencionales. En algunas modalidades, la invencién proporciona métodos para tratar una
arruga, linea, surco o linea glabelar de un individuo en necesidad del mismo con toxina botulinica
inyectable, el método comprende: administrar al individuo mediante inyeccién en uno o mas musculos o
estructuras faciales asociados con la arruga, linea o surco del individuo (tal como el complejo glabelar) una
composicién que comprende: un diluyente farmacéuticamente aceptable para inyeccion; un componente
de toxina botulinica que es toxina botulinica del serotipo A que tiene un peso molecular de 150 kDa sin
proteinas accesorias no toxinicas; un portador cargado positivamente que tiene la secuencia de
aminoacidos RKKRRQRRRG-(K)1s- GRKKRRQRRR (SEQ ID NO: 4); en donde el componente de toxina
botulinica se administra al individuo en una cantidad de dosis de tratamiento de aproximadamente 20 U a
aproximadamente 60 U o aproximadamente 40 U por tratamiento inyectable, mas preferiblemente en donde
la dosis de tratamiento se divide entre inyecciones en uno o mas musculos seleccionados del grupo
formado por el musculo corrugador derecho, el musculo corrugador izquierdo y el musculo précer; en donde
el portador cargado positivamente esta asociado no covalentemente con el componente botulinico; y en
donde la inyeccion de la composicion proporciona un efecto de reducciéon de la gravedad de la arruga,
linea, surco o linea glabelar, con una tasa de respuesta aumentada para individuos, a los que se les
administré la composicién farmacéutica, en comparacion con los individuos a los que se les administraron
formulaciones convencionales de toxina botulinica.

En tales modalidades preferidas, el efecto dura durante al menos aproximadamente 4 semanas en
mas del 55 %, preferiblemente mas del 60 %, mas preferiblemente mas del 70 % de los individuos a los
que se les administré la composicién farmacéutica. En modalidades mas preferidas, el efecto dura durante
al menos aproximadamente 16 semanas en mas del 35 %, preferiblemente mas del 50 %, mas
preferiblemente mas del 70 % de los individuos a los que se les administré la composicion farmacéutica.
En modalidades aun mas preferidas, el efecto dura durante al menos aproximadamente 24 semanas en
mas del 15 %, lo mas preferiblemente mas del 25 % de los individuos a los que se les administro la
composicion farmacéutica.

La presente invencién también proporciona kits para preparar formulaciones que contienen toxina
botulinica, un complejo de toxina botulinica o un complejo de toxina botulinica reducida y un portador
cargado positivamente o una premezcla que a su vez puede usarse para producir una tal formulacion.
Asimismo, se proporcionan kits que contienen medios para administrar secuencialmente el componente de
toxina botulinica y el portador cargado positivamente.

En aun otro aspecto, la invencion proporciona métodos y composiciones para usarse en el aumento
de la duracién de la accion de la toxina botulinica para reducir las arrugas, lineas o surcos en un individuo
en necesidad del mismo administrando una pluralidad de tratamientos sucesivos de toxina botulinica,
donde un primer tratamiento de la composicion de toxina botulinica se administra al individuo mediante

inyeccion en o cerca de una arruga, linea o surco; seguido de al menos un tratamiento sucesivo. En
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modalidades preferidas, el primer tratamiento reduce dichas arrugas, lineas o surcos durante al menos
aproximadamente 20 semanas y uno o mas tratamientos sucesivos reducen las arrugas, lineas o surcos
durante mas tiempo que el logrado después de dicho primer tratamiento. En modalidades particulares, la
composicién comprende un componente de toxina botulinica en una dosis de aproximadamente 10 U a
aproximadamente 100 U, dicho componente de toxina botulinica comprende toxina botulinica del serotipo
A que tiene un peso molecular de 150 kDa, sin proteinas accesorias (no toxinicas) y un componente
portador cargado positivamente que comprende una estructura de polilisina cargada positivamente que
tiene covalentemente unido a la misma uno o mas grupos de eficacia cargados positivamente que tienen
una secuencia de aminodacidos de (gly)p-RGRDDRRQRRR-(gly)g (SEQ ID NO: 1), (gly)p-
YGRKKRRQRRR- (gly)g (SEQ ID NO: 2) o (gly)p-RKKRRQRRR-(gly)q (SEQ ID NO: 3), en donde los
subindices p y q son cada uno independientemente un numero entero de desde 0 hasta 20; en donde el
portador cargado positivamente estd asociado no covalentemente con el componente botulinico. En las
modalidades mas preferidas, la dosis es 40 U y/o el portador cargado positivamente tiene la secuencia de
aminoacidos RKKRRQRRRG-(K)15-GRKKRRQRRR (SEQ ID NO: 4). En modalidades alun mas preferidas,
dicho portador cargado positivamente y dicho componente de toxina botulinica estan presentes en dicha
composicion farmacéutica en una relacion de masa de aproximadamente 20,000:1 a aproximadamente
55,000:1 y/o el portador cargado positivamente esta presente en la composicidon en una cantidad de
aproximadamente 1 a aproximadamente 50 pg /40 U, de aproximadamente 5 a aproximadamente 25 ug/40
U; de aproximadamente 10 a aproximadamente 15 ug/40 U o aproximadamente 12 pg por 40 U de dicho
componente de toxina botulinica. En modalidades incluso mas preferidas, el excipiente comprende al
menos un componente seleccionado del grupo que consiste en L-histidina, clorhidrato de L-histidina,
polisorbato 20 y dihidrato de trehalosa, mas preferiblemente, dihidrato de trehalosa.

En aun otro aspecto adicional, la invencion proporciona métodos y composiciones para usarse en
el aumento de la probabilidad de lograr una respuesta a la toxina botulinica de reduccion de arrugas, lineas
0 surcos en un individuo en necesidad de los mismos, mediante la administracion de una pluralidad de
tratamientos sucesivos de toxina botulinica, donde un primer tratamiento de la composicion de toxina
botulinica se administra al individuo mediante inyeccién en o cerca de una arruga, linea o surco; seguido
de al menos un tratamiento sucesivo que tiene una mayor probabilidad de reducir la arruga, linea o surco
que el primer tratamiento. En modalidades particulares, la composicion comprende un componente de
toxina botulinica en una dosis de aproximadamente 10 U a aproximadamente 100 U, dicho componente de
toxina botulinica comprende toxina botulinica del serotipo A que tiene un peso molecular de 150 kDa y un
componente de portador cargado positivamente que comprende una estructura de polilisina cargada
positivamente que tiene covalentemente unido a la misma uno o mas grupos de eficacia cargados
positivamente que tienen una secuencia de aminoacidos de (gly)p-RGRDDRRQRRR-(gly)q (SEQ ID NO:
1), (gly)p- YGRKKRRQRRR-(gly)q (SEQ ID NO: 2) o (gly)p-RKKRRQRRR-(gly)q (SEQ ID NO: 3), en donde
los subindices p y g son cada uno independientemente un nimero entero de desde 0 hasta 20; en donde
el portador cargado positivamente esta asociado no covalentemente con el componente botulinico. En

modalidades mas preferidas, la dosis es 40 U y/o el portador cargado positivamente tiene la secuencia de



10

15

20

25

30

35

13

aminoacidos RKKRRQRRRG-(K)15-GRKKRRQRRR (SEQ ID NO: 4). En modalidades mas preferidas,
dicho portador cargado positivamente y dicho componente de toxina botulinica estan presentes en dicha
composicion farmacéutica en una relacion de masa de aproximadamente 20,000:1 a aproximadamente
55,000:1; y/o el portador cargado positivamente esta presente en la composicion en una cantidad de
aproximadamente 1 a aproximadamente 50 pg /40 U, de aproximadamente 5 a aproximadamente 25 ug/40
U; de aproximadamente 10 a aproximadamente 15 ug/40 U o aproximadamente 12 ug de 40 U de dicho
componente de toxina botulinica. En modalidades incluso mas preferidas, el excipiente comprende al
menos un componente seleccionado del grupo que consiste en L-histidina, clorhidrato de L-histidina,
polisorbato 20 y dihidrato de trehalosa, mas preferiblemente, dihidrato de trehalosa.

En modalidades particulares de las invenciones descritas en los dos parrafos anteriores, la arruga,
linea o surco es una linea glabelar. En tales modalidades, la administracion puede comprender al menos
una inyecciéon en uno o mas musculos seleccionados del grupo que consiste en el masculo corrugador
derecho, el musculo corrugador izquierdo y el musculo préocer. En modalidades aun mas preferidas, los
tratamientos repetidos resultan en menos efectos secundarios después de la administracion de la

composicién, particularmente, ptosis palpebral reducida.

Breve descripcion de las figuras

El archivo de la patente o la solicitud contiene por lo menos un dibujo realizado en color. Las copias
de esta patente o publicacion de la solicitud de patente con dibujos a color se proporcionaran por la oficina
bajo solicitud y pago de la tarifa necesaria.

La figura 1 presenta un grafico de barras que muestra el tiempo requerido para volver al valor de
la puntuacién de abduccion digital inicial (DAS) (0.4) después de la administracién repetida de BOTOX® o
RTO003, una formulacién que incluye toxina botulinica tipo A de 150 kDa sin proteinas accesorias (RTT150)
y un portador cargado positivamente que tiene la secuencia de aminoacidos RKKRRQRRRG-(K)1s-
GRKKRRQRRR (SEQ ID NO: 4).

Las figuras 2A y 2B: La figura 2A muestra la pata trasera de un ratdn inyectado con un tinte oscuro
para indicar la porcién del musculo gastrocnemio de un ratén que se ve afectado por la inyeccion en la
linea lateral a la media. La figura 2B muestra la pata trasera de un ratén inyectado con un tinte oscuro para
indicar la porcion del musculo gastrocnemio de un ratén que se ve afectado por la inyeccién en la linea
media.

La figura 3 muestra las puntuaciones de abduccion digital (DAS) medidas en funcion del tiempo
después de la inyeccién de RT003, RTT150 o BOTOX® en la linea lateral a media o la porcién media del
musculo gastrocnemio de un raton.

Las figuras 4A y 4B muestran curvas de Kaplan-Meier que muestran la duracion de la respuesta
en varios grupos de tratamiento del estudio clinico descrito en el ejemplo 5 en la presente. Las curvas de
Kaplan-Meier representan los resultados de analisis de la eficacia primaria del estudio clinico y demuestran
la duracion de la respuesta para al menos una mejora de 1 punto desde el inicio para la Evaluacién Global

por el Investigador - Gravedad de las Arrugas Faciales (IGA-FWS, por sus siglas en inglés) en los grupos
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de tratamiento indicados. La figura 4A muestra las curvas de Kaplan-Meier para el grupo de tratamiento
tratado con placebo, el grupo de tratamiento tratado con VISTABEL®/BOTOX® 20 U y el grupo de
tratamiento tratado con RT002 40 U. La figura 4B muestra las curvas de Kaplan-Meier para el grupo de
tratamiento tratado con placebo, el grupo de tratamiento tratado con VISTABEL®/BOTOX® 20 U, el grupo
de tratamiento tratado con RT002 20 U, el grupo de tratamiento tratado con RT002 40 U y el grupo de
tratamiento tratado con RT002 60 U.

Las figuras 5A a 5C muestran los resultados del punto final primario de dos brazos de estudio de
un ensayo clinico de fase 3 descrito en el ejemplo 7 en la presente. La figura 5A muestra los puntos finales
primarios en la semana 4 (poblacién con intencién de tratar) para los dos brazos, mostrando la proporcion
de sujetos que lograron al menos una respuesta compuesta de 2 puntos con el cefo fruncido al maximo
(*p <0.0001 vs. placebo en una prueba de Cochran-Mantel-Haenszel estratificada por el centro del estudio).
La figura 5B muestra los graficos de Kaplan-Meier de Tiempo de Retorno hasta, empeoramiento respecto
al inicio tanto en la escala IGA-FWS como en la Gravedad de Arrugas Faciales por el Paciente (PFWS, por
sus siglas en inglés) para los dos brazos (casos observados) (ITT). La figura 5C muestra los graficos de
Kaplan-Meier de Tiempo de Mantenimiento de Gravedad de Arrugas Nula o Leve en las escalas IGA-FWS
o PFWS de los dos brazos (casos observados) (ITT).

Las figuras 6A a 6B comparan los dos brazos del estudio de fase 3 con el ejemplo 5. La figura 6A
muestra una comparacioén del punto final primario en la semana 4 de los dos brazos del estudio de fase 3
con los resultados del ejemplo 5, comparando el porcentaje de sujetos en cada poblacién de ITT que logran
al menos una respuesta compuesta de 2 puntos con el cefio fruncido al maximo. La figura 6B compara los
dos brazos del estudio de fase 3 con el ejemplo 5, en términos de la respuesta nula o leve en IGA-FWS y
PFWS a lo largo del tiempo.

La figura 7 muestra el porcentaje de sujetos que mantienen ninguna arruga o arrugas leves en
funcion de estas puntuaciones a lo largo del tiempo para cada uno de los dos brazos, en comparacion con
los resultados del ejemplo 5, asi como con otras formulaciones de toxina botulinica.

La figura 8 representa los dos brazos con respuesta nula o leve de la ITT del estudio de fase 3 en
PFWS con relacion al ejemplo 5.

La figura 9 representa los dos brazos de la respuesta nula o leve del estudio de fase 3 en PFWS
en relacion con el ejemplo 5 y en relacion con la toxina botulinica tipo A.

La figura 10 representa los dos brazos de la tasa de respuesta del estudio de fase 3 de = 1 punto
de respuesta en IGA-FWS a lo largo del tiempo en relacién con el ejemplo 5 (PP).

La figura 11 representa el porcentaje de sujetos que mantienen al menos una mejora de 1 punto
desde el inicio en la puntuacion IGA-FWS a lo largo del tiempo, para cada uno de los dos brazos y para el
ejemplo 5.

La figura 12 representa el porcentaje de sujetos que mantienen al menos una mejora de 1 punto
desde el inicio en la puntuacién PFWS a lo largo del tiempo, para cada uno de los dos brazos y para el
ejemplo 5.

La figura 13 representa el porcentaje de sujetos que mantienen al menos una mejora de 1 punto
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desde el inicio en las puntuaciones IGA-FWS y PFWS a lo largo del tiempo, para cada uno de los dos
brazos del estudio de fase 3.

La figura 14 representa el porcentaje de sujetos que mantienen un estado de gravedad de arrugas
nulo o leve (puntuacién de 0 o 1) en IGA-FWS a lo largo del tiempo, para cada uno de los dos brazos (lineas
purpura y azul) y para el ejemplo 5 (linea roja).

La figura 15 representa el porcentaje de sujetos que mantienen un estado de gravedad de arrugas
nulo o leve (puntuacién de 0 o 1) en IGA-FWS a lo largo del tiempo, para cada uno de los dos brazos (lineas
purpura y azul) en base a respondedores compuestos de 2 puntos en la semana 4.

La figura 16 representa el porcentaje de sujetos que mantienen un estado de gravedad de arrugas
nulo o leve (puntuacion de 0 o 1) en IGA-FWS o PFWS a lo largo del tiempo, para cada uno de los dos
brazos (lineas purpura y azul).

La figura 17 representa el porcentaje de sujetos que vuelven al inicio tanto en IGA-FWS como en
PFWS a lo largo del tiempo, para cada uno de los dos brazos del estudio de fase 3 (lineas purpura y azul).

La figura 18 representa la clasificacion de satisfaccion global del paciente después del tratamiento
para cada uno de los dos brazos del estudio de fase 3.

La figura 19 representa fotografias de un sujeto que muestra una mejora de 2 puntos en IGA-FWS
y PFWS en la semana 4 (cefio fruncido al maximo) después del tratamiento; y una duracion sostenida de
1 punto del efecto hasta la semana 24.

Las figuras 20A a 20B representan fotografias de un sujeto diferente que muestra una mejora de
2 puntos en IGA-FWS y PFWS en la semana 4 (cefio fruncido al maximo) después del tratamiento; y una
duracion sostenida de 1 punto de efecto hasta la semana 24 (figura 20A) y la semana 32 (figura 20B).

Las figuras 21A a 21B representan el disefio del estudio para un estudio de seguridad abierto
descrito en la presente (figura 21A) y un resumen de este estudio en comparacién con los brazos 1y 2 del
ejemplo 7 (figura 21B).

La figura 22 representa los sitios de inyeccion ejemplares para el tratamiento de lineas glabelares
leves a moderadas con RT002.

La figura 23 representa un programa ejemplar de evaluaciones de ensayos para un estudio clinico
para evaluar la seguridad de RT002.

Las figuras 24A a 24B representan la proporcion de sujetos que mantienen una mejoria en las
lineas glabelares en la semana 4 entre los estudios. La figura 24A representa sujetos que logran una
respuesta compuesta de al menos 2 puntos en la semana 4 en el estudio de fase 3 del ejemplo 8; la figura
24B representa los sujetos que logran al menos una puntuaciéon de +1 en las puntuaciones de GAIS del
Investigador y el Sujeto en la semana 4 en los estudios de fase 3 del ejemplo 7, brazos 1y 2y el ejemplo
8.

Las figuras 25A a 25B representan el porcentaje de sujetos en el ejemplo 7 y el ejemplo 8 que
tienen puntuaciones de “ninguna” arruga o arruga “leve” en respuesta al tratamiento en varios puntos de
tiempo después del tratamiento, de acuerdo con lo evaluado por IGA-FW (figura 25A) y PFWS (figura
25B).
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Las figuras 26A a 26B representan el porcentaje de sujetos en el ejemplo 7 y el ejemplo 8 en
comparacion a lo largo del tiempo después del tratamiento de pérdida de puntuaciones “nulas” o “leves”
tanto en IGA-FWS como en PFWS (figura 26A); y de pérdida para volver al inicio tanto en IGA-FWS como
en PFWS (figura 26B).

Las figuras 27A a 27B representan el porcentaje de sujetos en el ejemplo 8 que muestra una
respuesta de acuerdo con lo evaluado por GAIS del sujeto (P-GAIS) con el cefio fruncido al maximo (figura
27A) o por GAIS del Investigador (I-GAIS) con el cefio fruncido al maximo (figura 27B), a lo largo del tiempo
después del tratamiento.

Las figuras 28A a 28B representan fotografias de sujetos que ejemplifican una mejora de 2 puntos
de acuerdo con IGA-FWS y PFWS en la semana 4, con una duracion de efecto sostenida hasta la semana
16 y una mejora de 1 punto restante en la semana 24.

La figura 29 representa el tiempo medio hasta la pérdida de puntuaciones nulas o leves tanto en
IGA-FWS como en PFWS por subgrupo.

La figura 30 representa el tiempo medio para volver al inicio tanto en IGA-FWS como en PFWS

por subgrupo.

Descripcion detallada de la invencidn

Esta invencion se refiere a composiciones que contienen toxina botulinica para usarse en la
produccion de tasas de respuesta mas altas y/o duracién del efecto mas larga, o duracién de la accidon mas
larga, en aplicaciones terapéuticas y/o cosméticas de la toxina botulinica. En particular, la invencion se
refiere a composiciones que contienen toxina botulinica para usarse en la produccién de tasas de respuesta
mas altas en pacientes con lineas de expresion, durante un periodo de tiempo prolongado, en comparacion
con preparaciones de toxina botulinica disponibles comercialmente, tales como BOTOX®.

En un aspecto, las composiciones usadas estan en formulaciones inyectables estériles que pueden
administrarse a un individuo mediante inyeccion, tal como mediante inyeccién en uno o mas musculos
asociados con la afeccion que se esta tratando, p. €j., uno o0 mas musculos asociados con las lineas
glabelares moderadas a graves. Como se usa en la presente, los términos composiciones y formulaciones
son esencialmente intercambiables cuando se refieren a las composiciones y formulaciones de acuerdo
con la presente invencion.

Composiciones inyectables

Las composiciones inyectables de esta invencion, en modalidades preferidas, estabilizan la toxina
y/o permiten su administracion a través de los tejidos después de la inyeccion, de modo que la toxina tiene
una o mas ventajas, tales como antigenicidad reducida, un mejor perfil de seguridad, potencia mejorada,
inicio mas rapido de eficacia clinica, tasas de respuesta mas altas y mayor duracién de la eficacia clinica
en comparacion con las formulaciones comerciales convencionales de toxina botulinica (p. ej., BOTOX® o
MYOBLOC?®). En modalidades particularmente preferidas, las composiciones inyectables proporcionan un
atributo de difusién o propagacion reducido desde el sitio de inyeccion después de la inyeccidn, localizando

de esta manera la toxina y su efecto donde se desee y disminuyendo los efectos no especificos o no
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deseados de la toxina en ubicaciones distantes del sitio de inyeccidén. Las composiciones inyectables
comprenden una toxina botulinica en asociacion no covalente con una cantidad eficaz de un portador
cargado positivamente, el portador comprende una estructura cargada positivamente que tiene
covalentemente unidos a la misma “grupos de eficiencia” cargados positivamente, que también se
denominan dominios de transduccion de proteinas (PTD) ) o péptidos penetrantes en células (CPP). De
acuerdo con la presente invencion, el portador cargado positivamente es adecuado como un sistema de
transporte para la toxina botulinica, permitiendo que la toxina se inyecte con caracteristicas mejoradas,
como se discutio anteriormente, sin modificacion covalente de la molécula de toxina.

Las siguientes secciones describen varios componentes de las composiciones para usarse en la
presente invencion.

El componente de toxina botulinica

El término “toxina botulinica” como se usa la presente puede referirse a cualquiera de los tipos
conocidos de toxina botulinica (p. €j., moléculas de proteina toxina botulinica de 150 kD asociadas con los
diferentes serotipos de C. botulinum), ya sea producida por la bacteria o por técnicas recombinantes, asi
como cualquier tipo que pueda descubrirse posteriormente, incluidos los serotipos recién descubiertos y
las variantes genéticamente modificadas o proteinas de fusibn. Como se mencioné anteriormente,
actualmente se han caracterizado siete neurotoxinas botulinicas inmunoldégicamente distintas, es decir, los
serotipos de neurotoxina botulinica A, B, CI, D, E, F y G, cada uno de los cuales se distingue por la
neutralizacion con anticuerpos especificos de tipo. Los diferentes serotipos de la toxina botulinica varian
en las especies animales que afectan y en la gravedad y duracién de la pardlisis que la provocan. En
modalidades preferidas, la composicion comprende una toxina botulinica del serotipo A.

Los serotipos de toxina botulinica estan disponibles comercialmente, por ejemplo, de Sigma-Aldrich
(St. Louis, MO) y de Metabiologics, Inc. (Madison, WI), asi como de otras fuentes. Al menos dos tipos de
toxina botulinica, tipos A y B, estan disponibles comercialmente en formulaciones para el tratamiento de
ciertas afecciones. El tipo A, por ejemplo, esta contenido en preparaciones de Allergan, Inc., que tienen la
marca registrada BOTOX®, asi como en preparaciones de Ipsen Limited, que tienen la marca registrada
DYSPORT®. La formulacion original Botox®, se preparoé por Schantz en 1979 (Schantz et al., “Preparation

and characterization of botulinum toxin type A for human treatment” Therapy with Botulinum Toxin. Vol.

109. New York, NY: Marcel Dekker; 1994. pp. 10-24). El tipo B esta contenido, por ejemplo, en
preparaciones de Elan Pharmaceuticals que tienen la marca registrada MYOBLOC®. La toxina botulinica
recombinante también se puede comprar, p. €j., de List Biological Laboratories, Campbell, CA.

El término “toxina botulinica” puede referirse alternativamente a un derivado de toxina botulinica,
que es, un compuesto que tiene actividad de toxina botulinica pero que contiene una o mas alteraciones
quimicas o funcionales en cualquier parte o en cualquier cadena de aminoacidos en relacion con toxinas
botulinicas nativas recombinantes o naturales. Por ejemplo, la toxina botulinica puede ser una neurotoxina
modificada que es una neurotoxina que tiene al menos uno de sus aminoacidos eliminados, modificados o
reemplazados, en comparacion con una forma nativa, o la neurotoxina modificada puede ser una

neurotoxina producida por via recombinante o un derivado o fragmento de la misma. Por ejemplo, la toxina
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botulinica puede ser una que ha sido modificada de una manera que, por ejemplo, mejora sus propiedades
o disminuye los efectos secundarios indeseables, pero que aun retiene la actividad deseada de la toxina
botulinica. Alternativamente, la toxina botulinica usada en esta invencién puede ser una toxina preparada
usando técnicas quimicas recombinantes o sintéticas, p. ej., un péptido recombinante, una proteina de
fusion o una neurotoxina hibrida, por ejemplo, preparada a partir de subunidades o dominios de diferentes
serotipos de toxina botulinica (véase la patente estadounidense nim. 6,444,209, por ejemplo). La toxina
botulinica también puede ser una porcién de la molécula global que se ha demostrado que posee la
actividad de toxina botulinica necesaria y, en tal caso, puede usarse per se o como parte de una
combinaciéon o molécula conjugada, por ejemplo, una proteina de fusion. Alternativamente, la toxina
botulinica puede estar en forma de un precursor de toxina botulinica, que puede ser no téxico, por ejemplo,
una proteasa de zinc no toxica que se vuelve téxica en la escision proteolitica.

El término “complejo de toxina botulinica” o “complejo de toxinas”, como se usa en la presente, se
refiere a la molécula de proteina toxina botulinica de aproximadamente 150 kD (que pertenece a cualquiera
de los serotipos de toxina botulinica A-G), junto con proteinas endégenas no toxinicas asociadas (es decir,
proteina hemaglutinina y proteina no hemaglutinina no toxinica producida por la bacteria C. botulinum). En
algunas modalidades, el complejo de toxinas botulinicas no necesita derivarse de la bacteria C. botulinum
como un complejo de toxina unitaria, sino que puede ser, por ejemplo, la toxina botulinica que se prepara
por via recombinante primero y después se combina con las proteinas no toxinicas.

El término “complejo de toxina botulinica reducida” o “complejo de toxina reducida” se refiere a los
complejos de toxina botulinica que tienen cantidades reducidas de proteina no toxinica en comparacion
con las cantidades que se encuentran naturalmente en los complejos de toxina botulinica producidos por
la bacteria C. botulinum. En una modalidad, los complejos de toxina botulinica reducida se preparan usando
cualquier método de separaciéon de proteinas convencional para extraer una fraccion de la proteina
hemaglutinina o proteina no hemaglutinina no toxinica de los complejos de toxina botulinica derivados de
la bacteria C. botulinum. Por ejemplo, se pueden producir complejos reducidos de toxina botulinica
disociando los complejos de toxina botulinica a través de la exposicion a glébulos rojos a un pH de 7.3,
HPLC, dialisis, columnas, centrifugacion y otros métodos para extraer proteinas de los complejos. Otros
procedimientos que pueden usarse, se describen, p. €j., en la patente estadounidense nium. 9,469,849 de
Ruegg, titulada “Métodos y sistema para purificar neurotoxina botulinica no compleja;” WO 2006/096163
de Allergan, Inc., titulada “Sistema y proceso libre de productos de origen animal para purificar una toxina
botulinica” y la EP 1514556 B1, de Allergan, Inc., titulada “Composiciones farmacéuticas de toxina
botulinica”, cada una incorporada en la presente como referencia en su totalidad. Alternativamente, cuando
los complejos reducidos de toxina botulinica se van a producir mediante la combinacién de toxina botulinica
producida sintéticamente con proteinas no toxinicas, se puede agregar simplemente menos proteina
hemaglutinina o no hemaglutinina no toxinica a la mezcla de lo que estaria presente para complejos de
toxina botulinica natural.

Cualquiera de las proteinas no toxinicas (p. ej., proteina hemaglutinina o no hemaglutinina no

toxinica o ambas) en los complejos de toxina botulinica reducida puede reducirse independientemente, en
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cualquier cantidad. Por ejemplo, aunque la cantidad de proteinas enddégenas no toxinicas puede reducirse
en la misma cantidad en algunos casos, esta invencion también contempla reducir cada una de las
proteinas endégenas no toxinicas en diferentes cantidades, asi como reducir al menos una de las proteinas
enddgenas no toxinicas, pero no las otras.

En ciertas modalidades ejemplares, una o0 mas proteinas no toxinicas se reducen en al menos
aproximadamente 0.5 %, 1 %, 3 %, 5 %, 10 %, 20 %, 30 %, 40 %, 50 %, 60 %, 70 %, 80 %, 90 % o 100 %)
en comparacion con las cantidades que normalmente se encuentran en los complejos de toxina botulinica.
Como se indicé anteriormente, la bacteria C. botulinum produce siete serotipos diferentes de toxina. Las
preparaciones comerciales se fabrican con diferentes cantidades relativas de proteinas no toxinicas. Por
ejemplo, MYOBLOC® tiene 5000 U de toxina botulinica tipo B por mL con albimina de suero humano al
0.05 %, succinato de sodio 0.01 My cloruro de sodio 0.1 M. DYSPORT® tiene 500 U de complejo de toxina
botulinica tipo A-hemaglutinina con 125 pg de albumina y 2.4 mg de lactosa. En ciertas modalidades,
sustancialmente toda la proteina no toxinica (p. €j., (mayor a 95 %, 96 %, 97 %), 98 %, 0 99 % de la proteina
hemaglutinina o proteina no hemaglutinina no toxinica) que normalmente se encontraria en los complejos
de toxina botulinica derivados de la bacteria C. botulinum se elimina del complejo de toxina botulinica.

Por consiguiente, en diversas modalidades, el componente de toxina botulinica de las presentes
composiciones puede seleccionarse de un complejo de toxina botulinica (que incluye la neurotoxina de 150
kD con proteinas accesorias encontradas en complejos nativos producidos por la bacteria C. botulinum ,
como se ha descrito anteriormente), un complejo de toxina botulinica (incluida la neurotoxina de 150 kD
con algunas, pero no todas, las proteinas accesorias nativas) y la molécula de toxina botulinica de 150 kD,
sin proteinas accesorias (no toxinicas).

En la presente composicion, la toxina botulinica se asocia de forma no covalente con un portador
para formar un complejo sin modificacién covalente de la molécula de toxina botulinica. La asociacién entre
el portador y la toxina botulinica implica uno o mas tipos de interaccidon no covalente, cuyos ejemplos no
limitantes incluyen interacciones idnicas, enlaces de hidrogeno, fuerzas de van der Waals o combinaciones
de los mismos. Véase también, p. ej., WO 2005/084410 (PCT/US2005/007524), de Dake et al.,
“Composiciones y métodos para la aplicacion tépica y administracion transdérmica de toxinas botulinicas”,
que describe ademas cémo la asociacion no covalente evita la necesidad de modificar covalentemente la
molécula de toxina que se administra. Las moléculas portadoras para usarse en las composiciones se
describen a continuacion.

Moléculas portadoras

De acuerdo con la presente invencion, una molécula portadora cargada positivamente, que tiene
covalentemente unidos a la misma grupos de eficacia, como se describe en la presente, se ha encontrado
adecuada como un sistema de transporte para la toxina botulinica. En ciertas modalidades, el portador
cargado positivamente no tendra otra actividad biolégica enzimatica o terapéutica.

Los portadores cargados positivamente permiten que la toxina se inyecte con una administracion
mejorada a las estructuras blanco, lo que resulta en una disminucién de la difusién lejos de los musculos

inyectados, como uno 0 mas musculos asociados con las lineas glabelares. Ademas de mejorar el
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suministro de toxina botulinica, los portadores cargados positivamente pueden, en ciertas modalidades
preferidas, estabilizar la toxina botulinica contra la degradacion. En tales modalidades, la proteina
hemaglutinina y la proteina no hemaglutinina no toxinica que normalmente estan presentes para estabilizar
la toxina botulinica pueden reducirse u omitirse por completo, por ejemplo, como se describio
anteriormente. De la misma manera, la albumina exdgena que normalmente se agrega durante la
fabricacion puede omitirse.

Los portadores cargados positivamente ejemplares que se pueden usar en composiciones
inyectables de la invencion se describen, p. €j., en WO 2002/007773 (PCT/US2001/023072) de Waugh et
al., “Sistemas de transporte biolédgico de componentes multiples;” WO 2005/084410 (PCT/US2005/007524)
de Dake et al., “Composiciones y métodos para aplicacion tépica y administracion transdérmica de toxinas
botulinicas;” WO 2010/151840 (PCT/US2010/040104) de Thompson et al., “Formulaciones de toxina
botulinica libre de albumina”; WO 2009/015385 (PCT/US2008/071350) de Stone et al, “Péptido
antimicrobiano, composiciones y métodos de uso;” WO 2013/112974 (PCT/US2013/023343) de Waugh et
al, “Métodos y escalas de evaluacion para medir la gravedad de las arrugas;” patente estadounidense nim.
9,956,435 de Ruegg et al. “Formulaciones inyectables de toxina botulinica;” y WO 2014/066916
(PCT/US2013/67154) de Ruegg et al. “Composiciones y métodos para el tratamiento seguro de la rinitis;”
portadores adicionales se describen, p. ej., en US 2016/0166703 Al de Tan et al., titulada “Composiciones
de moléculas portadoras y métodos relacionados” y en US 2014/0056811 Al de Jacob, et al., titulada
“Nuevos péptidos penetrantes en células y usos de los mismos,” cada uno de los cuales se incorpora en la
presente como referencia en su totalidad.

Por el uso de los términos “cargado positivamente” o “cationico”, se entiende que el portador tiene
una carga positiva en al menos algunas condiciones de fase de solucién, mas preferiblemente, en al menos
algunas condiciones fisioldgicamente compatibles. Mas especificamente, “cargado positivamente” o
“catiénico” significa que el grupo en cuestién contiene funcionalidades que estan cargadas bajo condiciones
fisiolégicas de pH, por ejemplo, una amina cuaternaria, o que el grupo contiene una funcionalidad que
puede adquirir carga positiva bajo ciertas condiciones de fase de la solucion, tales como cambios de pH en
el caso de aminas primarias. Mas preferiblemente, “cargado positivamente” o “catiénico”, como se usa en
la presente, se refiere a aquellos grupos que tienen el comportamiento de asociarse con aniones en
condiciones fisiolégicamente compatibles. Generalmente, el portador cargado positivamente comprende
una estructura cargada positivamente, que se describe con mas detalle a continuacion.

Estructuras cargadas positivamente de las moléculas portadoras

La estructura cargada positivamente es una cadena de atomos, ya sea con grupos en la cadena
que llevan una carga positiva a pH fisiolégico, o con grupos que llevan una carga positiva unida a las
cadenas laterales. Generalmente, la estructura es una estructura de hidrocarburo lineal, la cual, en algunas
modalidades, esta interrumpida por heteroatomos seleccionados de nitrégeno, oxigeno, azufre, silicio o
fésforo. La mayoria de los atomos de la estructura son generalmente carbono. Adicionalmente, la estructura
sera a menudo un polimero de unidades repetitivas (p. e€j.,, aminoacidos, poli(etileneoxi),

poli(propilenamina), polialquilenimina y similares) y puede ser un homopolimero o un heteropolimero.
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En ciertas modalidades preferidas, la estructura cargada positivamente comprende un péptido
catiénico, tal como un polipéptido que tiene multiples grupos de cadena lateral cargadas positivamente (p.
ej., lisina, arginina, ornitina, homoarginina y similares). Un técnico en la materia apreciara que cuando se
usan aminoacidos en esta parte de la invencion, las cadenas laterales pueden tener la forma D o L
(configuracion R o S) en el centro de unién.

Como se usa en la presente, el término “péptido” se refiere a una secuencia de aminoacidos, pero
no tiene connotacion con respecto al numero de residuos de aminoacidos dentro de la secuencia de
aminoacidos. Por consiguiente, el término “péptido” puede abarcar polipéptidos y proteinas. Por ejemplo,
las estructuras de péptidos catidonicos de la invencion pueden comprender de aproximadamente 5 a
aproximadamente 100 residuos de aminoacidos, de aproximadamente 10 a aproximadamente 50 residuos
de aminoacidos, o de aproximadamente 12 a aproximadamente 20 residuos de aminoacidos. En
modalidades preferidas, la estructura del péptido catiénico comprende de 10 a 20 aminoacidos 0 0, 11, 12,
13, 14, 15, 16, 17, 18, 19 0 20 aminoacidos, siendo preferiblemente residuos de aminoacidos de polilisina.

En modalidades particularmente preferidas, la estructura cargada positivamente es una polilisina.
En algunas modalidades, la polilisina puede tener un peso molecular que es al menos aproximadamente
100, 200, 300, 400, 500, 600, 700, 800, 900, 1000, 1500, 2000, 2500, 3000, 3500, 4000, 4500, 5000, 5500
0 6000 Da y menos de aproximadamente 2,000,000, 1,000,000, 500,000, 250,000, 100,000, 75,000, 50,000
y 25,000 Da, Dentro del rango de 100 a 2,000,000 Da, se contempla que el rango inferior y/o superior se
puede aumentar o disminuir, respectivamente, en 100, siendo cada subrango resultante una modalidad
especificamente contemplada de la invencion. La polilisina contemplada por esta invencién puede ser
cualquiera de las polilisinas disponibles comercialmente (Sigma Chemical Company, ST. Louis, Mo.,
EE.UU.), tales como, por ejemplo, polilisina que tiene un PM > 70,000, polilisina que tiene un PM de 70,000
a 150,000, polilisina que tiene un PM de 150,000 a 300,000 y polilisina con un PM>300,000.

En algunas modalidades preferidas, la polilisina tiene un peso molecular de aproximadamente
1,000 a aproximadamente 1,500,000 Da, de aproximadamente 2,000 a aproximadamente 800,000 Da o de
aproximadamente 3,000 a aproximadamente 200,000 Da. En modalidades mas preferidas, la polilisina
tiene un peso molecular de aproximadamente 100 a aproximadamente 10,000 Da, de aproximadamente
500 a aproximadamente 5,000 Da, de aproximadamente 1,000 a aproximadamente 4,0 Da, de
aproximadamente 1,500 a aproximadamente 3,500 Da o de aproximadamente 2,000 a aproximadamente
3,000 Da. Especialmente preferido es un polipéptido de polilisina que tiene de 10 a 20 lisinas (SEQ ID NO:
9), mas preferiblemente, 15 lisinas. La seleccion de una polilisina apropiada dependera de los componentes
restantes de la composicion y sera suficiente para proporcionar una carga positiva neta global a un portador
cargado positivamente.

En otra modalidad, la estructura cargada positivamente es un polimero no peptidilico, que puede
ser un hetero u homopolimero tal como una polialquilenimina, por ejemplo, una polietilenimina o
polipropilenimina. En algunas modalidades, la estructura cargada positivamente es una polipropilenamina,
en donde varios atomos de nitrégeno de amina estan presentes como grupos amonio (tetra-sustituidos)

que llevan una carga positiva. En otro grupo de modalidades, la estructura ha unido una pluralidad de
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porciones de cadena lateral que incluyen grupos cargados positivamente (p. €j., grupos amonio, grupos
piridinio, grupos fosfonio, grupos sulfonio, grupos guanidinio o grupos amidinio).

Alternativamente, la estructura puede comprender analogos de aminoacidos y/o aminoacidos
sintéticos. La estructura puede ser también un analogo de un polipéptido como un peptoide. Véase, por
ejemplo, Kessler, Angew. Chem. Int. Ed. Engl. 32:543 (1993); Zuckermann et al. Chemtracts- Macromol.
Chem. 4:80 (1992); y Simon et al. Proc. Natl. Acad. Sci. USA 89:9367 (1992)). Brevemente, un peptoide es
una poliglicina en la que la cadena lateral esta unida a los atomos de nitrégeno de la estructura en lugar de
a los atomos de carbono alfa. Como anteriormente, una parte o todas las cadenas laterales terminaran
tipicamente en un grupo cargado positivamente para proporcionar un componente principal cargado
positivamente. La sintesis de peptoides se describe, por ejemplo, en la patente estadounidense num.
5,877,278, que se incorpora en la presente por referencia en su totalidad. Como el término se utiliza en la
presente, las estructuras cargadas positivamente que tienen un constructo de la estructura del peptoide se
consideran “no peptidicos” ya que no estan compuestas de aminoacidos que tienen cadenas laterales
naturales en las ubicaciones de carbono alfa.

Se puede usar una variedad de otras estructuras utilizando, por ejemplo, imitadores estéricos o
electrénicos de polipéptidos, en donde los enlaces amida del péptido se reemplazan con sustitutos, tales
como enlaces éster, grupos de tioamidas (--CSNH--), tioamida invertida (--NHCS--), aminometileno (--
NHCH2--) o metilenamino invertido (--CH2NH--), grupos cetometileno (--COCHz2--), fosfinato (--PO2RCH2--
), fosfonamidato y éster de fosfonamidato (--PO2RNH--), péptido invertido (--NHCO--), trans-alqueno (--
CR=CH--), fluoroalqueno (--CF=CH--), dimetileno (--CH2CH2--), tioéter (--CH2S--), hidroxietileno (--
CH(OH)CHz2--), metilenoxi (--CH20--), tetrazol (CN4), sulfonamido (--SO2NH--), metilenosulfonamido (--
CHRSO2NH--), sulfonamida invertida (--NHSO2--) y estructuras con subunidades malonato y/o gem-diamin-
alquilo, por ejemplo, de acuerdo con lo revisado por et al. ((1998) Chem. Rev. 98:763) y detallado por las
referencias citadas en los mismos. Muchas de las sustituciones anteriores resultan en estructuras de
polimeros aproximadamente isostéricos en relacion con estructuras formadas a partir de alfa-aminoacidos.

En una modalidad particularmente preferida, el portador comprende una estructura de polilisina o
polietilenimina (PEI) relativamente corta (que puede ser lineal o ramificada) y que tiene grupos de eficacia
cargados positivamente, unidos covalentemente. Cuando un portador comprende una estructura de
polilisina o PEI lineal relativamente corto, la estructura tendra un peso molecular de menos de 75,000 Da,
mas preferiblemente menos de 30,000 Da, y lo mas preferiblemente, menos de 25,000 Da. Cuando el
portador es una estructura de polilisina o PEI ramificada relativamente corta, sin embargo, la estructura de
la polilisina o PEI tendra una masa molecular menor a 60,000 Da, mas preferiblemente menor a 55,000 Da
y lo mas preferiblemente menor a 50,000 Da. En modalidades mas particularmente preferidas, la estructura
cargada positivamente es una polilisina y los grupos de eficiencia cargados positivamente estan unidos a
la lisina en los extremos C y/o N. Los grupos de eficiencia se describen en detalle a continuacién.

Grupos de eficiencia
Generalmente, la estructura cargada positivamente tiene covalentemente unido uno o mas grupos

de eficiencia (PTD o CPP). Los grupos de eficiencia se pueden colocar en espacios a lo largo de la
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estructura que son consistentes en separaciones o variables. En modalidades preferidas, uno o mas grupos
de eficiencia estan unidos a cualquiera de los extremos, o mas preferiblemente a cada uno de los dos
extremos, de la estructura del portador. Ademas, la longitud de los grupos de eficiencia puede ser similar
o diferente. En modalidades que usan estructuras de peptoides, como se proporciona anteriormente, los
grupos de eficiencia pueden unirse covalentemente a diversos atomos o grupos de la estructura. Por
ejemplo, las estructuras enlazadas a sulfonamida (--SO2NH-- y --NHSO2--) pueden tener grupos de
eficiencia unidos a los atomos de hidrégeno. De la misma manera, el enlace hidroxietileno (--CH(OH)CH2-
-) puede soportar grupos de eficiencia unidos a los sustituyentes hidroxi. Un técnico en la materia puede
adaptar facilmente las otras quimicas de enlace para proporcionar grupos de eficiencia utilizando métodos
sintéticos estandar.

Como se usa en la presente, un grupo de eficiencia es cualquier agente que tiene el efecto de
promover la translocacién de la estructura cargada positivamente a través de un tejido o membrana celular
y/o mejorar el suministro de una molécula asociada con la estructura a un sitio blanco. Ejemplos no
limitantes de grupos de eficiencia incluyen HIV-TAT o fragmentos del mismo, el PTD de Antennapedia o
un fragmento del mismo, o -(gly)n1-(arg)n2 (SEQ ID NO: 5) en el que el subindice n1 es un numero entero
de 0 a aproximadamente 20, mas preferiblemente de 0 a aproximadamente 8, aiin mas preferiblemente de
aproximadamente 2 a aproximadamente 5 y el subindice n2 es independientemente un niumero entero
impar de aproximadamente 5 a aproximadamente 25, mas preferiblemente de aproximadamente 7 a
aproximadamente 17, lo mas preferiblemente de aproximadamente 7 a aproximadamente 13.

En algunas modalidades, el fragmento de HIV-TAT no contiene la region rica en cisteina de la
molécula de HIV-TAT, para minimizar los problemas asociados con la agregacion de disulfuro.
Preferiblemente, los fragmentos del HIV-TAT y Antannapedia retienen la actividad de transduccién de
proteinas de la proteina completa. Un grupo de eficiencia preferido es, por ejemplo, - GlysArgz (SEQ ID
NO: 10). Grupos de eficiencia aun mas preferidos, en algunas modalidades, son aquellos en donde el
fragmento HIV-TAT tiene la secuencia de aminoacidos (gly)p-RGRDDRRQRRR- (gly)q (SEQ ID NO: 1),
(gly)-YGRKKRRQRRR-(gly)q (SEQ ID NO: 2), o (gly)p- RKKRRQRRR-(gly)q (SEQ ID NO; 3), en donde los
subindices p y q son cada uno independientemente un nimero entero de 0 a aproximadamente 20, o en
donde p y g son cada uno independientemente el nimero entero 1. En ciertas modalidades preferidas, p
€s unoy q es cero o p es ceroy g es uno. Los fragmentos HIV-TAT preferidos son aquellos en los que los
subindices p y q son independientemente nimeros enteros de 0 a 8, mas preferiblemente de 0 a 5. En
algunas modalidades, el fragmento o grupo de eficiencia se une a la estructura a través del extremo C o el
extremo N del fragmento de la secuencia de aminoacidos del grupo de eficiencia.

En algunas modalidades, los grupos de eficiencia son el PTD de Antennapedia (Antp), o un
fragmento del mismo que retiene la actividad. Estos son conocidos en la técnica, por ejemplo, de Console
etal., J. Biol. Chem. 278:35109 (2003) y un ejemplo no limitante de un PTD de Antennapedia contemplado
por esta invencién es el PTD que tiene la secuencia de aminoacidos SGRQIKIWFQNRRMKWKKC (SEQ
ID NO: 6).

En algunas modalidades, los grupos de eficiencia comprenden un péptido que tiene el aminoacido
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KLAKLAK (SEQ ID NO: 12). Otros grupos de eficiencia ejemplares incluyen cualquiera de los CPP descritos
en US 2016/0166703 A1 de Tan et al., titulada “Composiciones de moléculas portadoras y métodos
relacionados” y en US 2014/0056811 Al de Jacob, et al., titulada “Nuevos péptidos penetrantes en las
células y usos de los mismos”, cada una de los cuales se incorpora en la presente por referencia en su
totalidad.

En algunas modalidades particularmente preferidas, el portador cargado positivamente es un
péptido cargado positivamente que tiene la secuencia de aminoacidos RKKRRQRRR-G-(K)15-G-
RKKRRQRRR (SEQ ID NO: 4); o un péptido cargado positivamente que tiene la secuencia de aminoacidos
YGRKKRRQRRR-G-(K)15-G-YGRKKRRQRRR (SEQ ID NO: 7); o un péptido cargado positivamente que
tiene la secuencia de aminoacidos RGRDDRRQRRR-G-(K)15-G- RGRDDRRQRRR (SEQ ID NO: 8); o un
péptido cargado positivamente que tiene la secuencia de aminoacidos RKKRRQRRR-Q-(K)15-Q-
RKKRRQRRR (SEQ ID NO: 11), para usarse en las composiciones y métodos de la invencién.

Cantidades eficaces de portador

Para las composiciones de la invencién, la cantidad de portador se selecciona en relacion con la
cantidad de toxina botulinica presente en una composiciéon para promover la estabilidad y/o el suministro
de la toxina a los sitios blanco.

Sin desear limitarse por la teoria, se cree que las estructuras cargadas positivamente forman una
interaccion electrostatica no covalente con dominios de superficie aniénica de toxina botulinica para mejorar
la penetracion en los tejidos blanco. Se cree que la estructura cargada positivamente del portador también
interactia con estructuras extracelulares cargadas negativamente y superficies celulares en el punto de
administracion, de modo que estas interacciones restringen la toxina botulinica al sitio blanco, reduciendo
los efectos secundarios no deseados debido a la propagacion a estructuras no intencionales. Ademas, se
cree que los portadores descritos en la presente ayudan a minimizar la agregacion de las estructuras y la
toxina botulinica en las composiciones terapéuticas, lo que causaria que la eficiencia del transporte
disminuya drasticamente. En modalidades preferidas, la concentracion de portadores en las composiciones
es suficiente para mejorar el suministro de la toxina botulinica a objetivos moleculares tales como placas
nerviosas motoras de uno o mas musculos asociados con las lineas glabelares, p. ej., el complejo glabelar.

Ademas, una vez mas, sin querer limitarse a la teoria, se cree que la tasa de penetracion sigue una
cinética mediada por el receptor, de manera que la penetracion del tejido aumenta con cantidades
crecientes de moléculas que mejoran la penetracion hasta un punto de saturacion, sobre el cual la tasa de
transporte se vuelve constante. Por lo tanto, en modalidades preferidas, la cantidad de portador en una
composicidén que contiene toxina botulinica se selecciona para que sea igual o aproximadamente igual a la
cantidad que maximiza la velocidad de penetracion justo antes de la saturacion.

En algunas modalidades, el portador se proporciona en la composicion que contiene toxina
botulinica en una cantidad de aproximadamente 0.001 a aproximadamente 1 ug por U del componente de
toxina botulinica, preferiblemente de aproximadamente 0.01 a aproximadamente 0.5 yg por U, mas
preferiblemente de aproximadamente 0.05 a aproximadamente 0.35 ug por U o de aproximadamente 0.1

a aproximadamente 0.3 ug por U y mas preferiblemente de aproximadamente 0.234 ug por unidad de toxina
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botulinica. En algunas modalidades, un portador cargado positivamente es una cantidad mayor a
aproximadamente 2.5, mayor a aproximadamente 5 o mayor a aproximadamente 7.5 ug por 40 U de
150 kDa de molécula de toxina botulinica por si misma son proteinas accesorias (no toxinicas). Por
ejemplo, las composiciones inyectables de la presente invenciéon pueden comprender aproximadamente
0.16 pg/U, aproximadamente 0.18 pg/U, aproximadamente 0.2 pg/U, aproximadamente 0.21 ug/U,
aproximadamente 0.22 ug/U, aproximadamente 0.23 pug/U, aproximadamente 0.234 ug/U,
aproximadamente 0.24 ug/U, aproximadamente 0.25 ug/U, aproximadamente 0.26 ug/U, aproximadamente
0.28 pg /U o aproximadamente 0.3 ug por U de toxina botulinica.

En algunas modalidades, la composicién que contiene toxina botulinica puede contener de
aproximadamente 1 a aproximadamente 20 pg, aproximadamente 5 a aproximadamente 15 ug,
aproximadamente 7 a aproximadamente 12 ug, o aproximadamente 8 a aproximadamente 10 pg o
aproximadamente 9 pg del portador. En una modalidad preferida, la toxina botulinica esta en una cantidad
de dosis seleccionada del grupo que consiste en aproximadamente 20 U a aproximadamente 60 U, p. €j.,
aproximadamente 40 U y el portador es un portador cargado positivamente presente en la composicion en
una cantidad seleccionada de aproximadamente 4.7 a aproximadamente 14 ug para proporcionar una
relacion de 0.234 ug/U de toxina botulinica.

Generalmente, la relacion de masa del portador, preferiblemente RTP004, al componente de toxina
botulinica, preferiblemente la toxina tipo A de 150 kDa sin proteinas accesorias, es aproximadamente
15,000:1 a aproximadamente 60,000:1, preferiblemente aproximadamente 20,000:1 a aproximadamente
55,000:1, tal como aproximadamente 25,000:1, aproximadamente 30,000:1, aproximadamente 35,000:1,
aproximadamente 40,000:1, aproximadamente 45,000:1 o aproximadamente 50,000:1. En modalidades
mas particulares, la relacién de masa al portador, preferiblemente RTP004 al componente de toxina
botulinica, preferiblemente la toxina tipo A de 150 kDa sin proteinas accesorias, es de aproximadamente
21,000:1, aproximadamente 22,000:1, aproximadamente 23,000:1, aproximadamente 24,000:1 o
aproximadamente 25,000:1; en otras modalidades mas particulares, la relacion de masa al portador,
preferiblemente RTP004 al componente de toxina botulinica, preferiblemente la toxina tipo A de 150 kDa
sin proteinas accesorias es de aproximadamente 49,000:1, aproximadamente 50,000:1, aproximadamente
51,000:1, aproximadamente 52,000:1 o aproximadamente 53,000:1. Por ejemplo, por 50 U o por 100 U de
toxina, la masa del portador peptidico puede ser de aproximadamente 10 pg, aproximadamente 11 ug o
aproximadamente 12 g, tal como de aproximadamente 11.7 ug en algunas modalidades particularmente
preferidas, tal como cuando la cantidad de toxina es de aproximadamente 40 U. En una modalidad, la
relacion molar del portador, preferiblemente RTP004 al componente de toxina botulinica, preferiblemente
la toxina tipo A de 150 kDa sin proteinas accesorias, es una relacion molar 3:1 de portador:toxina.

En algunas modalidades, el portador se proporciona en la composicion que contiene toxina
botulinica en una cantidad de aproximadamente 0.001 a aproximadamente 1 ug por U del componente de
toxina botulinica, preferiblemente de aproximadamente 0.01 a aproximadamente 0.5 yg por U, mas
preferiblemente de aproximadamente 0.05 a aproximadamente 0.1 ug por U y mas preferiblemente de

aproximadamente 0.075 ug por unidad de toxina botulinica. En algunas modalidades preferidas, se usa un
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portador cargado positivamente en una cantidad mayor a aproximadamente 1.75 ug por 40 U de la molécula
de toxina botulinica de 150 kDa sin proteinas accesorias, que es mayor a aproximadamente 0.04 ug/U,
hasta aproximadamente 0.1 pg/U, aproximadamente 0.2 ug/U, aproximadamente 0.4 ug/U,
aproximadamente 0.6 ug/U, aproximadamente 0.8 ug/U o aproximadamente 1/ ug U. Por ejemplo, las
composiciones inyectables de la presente invencién pueden comprender aproximadamente 0.045 ug/U,
aproximadamente 0.050 pg/U, aproximadamente 0.055 pg/U, aproximadamente 0.060 pug/U,
aproximadamente 0.065 pg/U, aproximadamente 0.070 ug/U, aproximadamente 0.075 pug/U,
aproximadamente 0.080 pg/U, aproximadamente 0.085 ug/U, aproximadamente 0.090 pug/U,
aproximadamente 0.095 ug /U, o aproximadamente 0.1 ug por U de toxina botulinica.

En una modalidad particular, el portador cargado positivamente es RKKRRQRRRG- (K)1s-
GRKKRRQRRR (SEQ ID NO: 4) (también denominado en la presente “RTP004”) y esta presente a
aproximadamente 3 ug por 40 U de toxina botulinica, haciendo referencia a la molécula de proteina de
toxina de 150 kDa sin proteinas accesorias. En una modalidad particular de las composiciones inyectables,
la toxina botulinica esta presente en una cantidad de aproximadamente 20 U, 40 U o 60 U (haciendo
referencia a la molécula de la proteina toxina de 150 kDa sin proteinas accesorias) y el portador RTP004
esta en una cantidad de aproximadamente 1.5 ug, aproximadamente 3.0 ug o aproximadamente 4.5 ug,
respectivamente.

Formulaciones farmacéuticas

Las formulaciones farmacéuticas de las composiciones para usarse en el logro de altas tasas de
respuesta y/o larga duracion de un efecto terapéutico o cosmético, generalmente se preparan mezclando
el componente de toxina botulinica (que contiene las proteinas no toxinicas asociadas, proteinas no
toxinicas asociadas reducidas o la molécula de 150 kD sola sin proteinas accesorias no toxinicas) con un
portador descrito en la presente y ademas con uno o mas excipientes o diluyentes farmacéuticamente
aceptables adecuados para inyeccion. En su forma mas simple, pueden contener un diluyente acuoso
farmacéuticamente aceptable, como solucion salina amortiguada (p. e€j., solucion salina amortiguada con
fosfatos). La formulacion farmacéutica también puede contener otros ingredientes tipicamente encontrados
en composiciones farmacéuticas o cosmecéuticas inyectables, que incluyen un portador, vehiculo o medio
farmacéuticamente aceptable que es compatible con los tejidos a los que se aplicara.

El término “farmacéuticamente aceptable” describe composiciones o componentes que son
adecuados para usarse en contacto con tejidos a los que se aplicaran las composiciones o0 componentes,
O para usarse en pacientes en general, sin toxicidad, incompatibilidad, inestabilidad, respuesta alérgica
indebida y similares. Segin sea adecuado, las composiciones de la invencién pueden comprender
cualquier ingrediente usado convencionalmente en los campos bajo consideracion, particularmente en
cosmética y dermatologia.

Por ejemplo, las formulaciones para uso inyectable pueden contener, segun corresponda,
ingredientes tipicamente utilizados en dichos productos, tales como antimicrobianos, agentes hidratantes,
agentes de relleno de tejidos o rellenos de tejidos, conservantes, emulsionantes, aceites naturales o

sintéticos, disolventes, tensoactivos, detergentes, agentes gelificantes, antioxidantes, rellenos, espesantes,
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polvos, agentes para controlar la viscosidad y agua, y opcionalmente incluyen anestésicos, activos contra
la picazén, extractos botanicos, agentes acondicionadores, minerales, polifenoles, siliconas o derivados de
los mismos, vitaminas y fitomedicinales.

En modalidades preferidas, las formulaciones que contienen toxina botulinica no comprenden
albumina u otros excipientes derivados de proteinas animales. Como se senalé anteriormente, un
estabilizador exdégeno (p. €j., albumina) se agrega tipicamente para estabilizar las formulaciones de toxina
botulinica convencionales. Por ejemplo, en el caso de BOTOX®, se usan 0.5 mg de albiumina humana por
100 U de complejo de toxina botulinica tipo A para estabilizar el complejo. En modalidades preferidas, la
cantidad de estabilizante anadido en las composiciones de toxina botulinica de la presente es menor que
la cantidad afiadida convencionalmente, debido a la capacidad del componente portador para actuar como
estabilizador por derecho propio. Por ejemplo, la cantidad de albumina exégena agregada puede ser una
cantidad menor al exceso convencional a mil veces de la albumina exdgena. En modalidades
particularmente preferidas, no se agrega albumina exégena como un estabilizador a las composiciones de
la invencidn, produciendo de esta manera composiciones de toxina botulinica libres de albumina. En
algunas modalidades mas particularmente preferidas, la formulacién contiene poco o ninguna otra proteina
derivada de animales, dando un producto libre de proteinas animales.

Formulaciones inyectables

Las formulaciones inyectables pueden estar en cualquier forma adecuada para administracion por
inyeccién y/o almacenamiento hasta su uso en dicha administracién. Por ejemplo, las formulaciones
inyectables de las composiciones usadas para tratar las lineas glabelares, de acuerdo con algunas
modalidades de esta invencion, pueden incluir soluciones, emulsiones (incluidas microemulsiones),
suspensiones, geles, polvos u otras composiciones sdlidas o liquidas tipicas usadas en conexién con
administracion por inyeccion a musculo y otros tejidos objetivo en relacion con el uso cosmético de la toxina
botulinica.

En modalidades preferidas, las composiciones de la invencion estan presenten en formulaciones
estériles, de baja viscosidad adecuadas para inyeccién con una jeringa. Las composiciones de la invencion
pueden estar en forma de un polvo liofilizado que se reconstituye para su uso, por ejemplo, usando solucion
salina estéril u otros diluyentes, excipientes o vehiculos fisiolégicamente y farmacéuticamente aceptables,
especialmente aquellos conocidos para usarse en formulaciones inyectables. En ciertas modalidades, el
polvo liofilizado se reconstituye con un diluyente liquido para formar una formulacién inyectable con una
viscosidad de aproximadamente 0.1 a aproximadamente 2000 cP (0.0001 a 2 Pa-s), mas preferiblemente
de aproximadamente 0.2 a aproximadamente 500 cP (0.0002 a 0.5 Pa-s), aun mas preferiblemente de
aproximadamente 0.3 a aproximadamente 50 cP (0.0003 a 0.05 Pa-s) y aun mas preferiblemente de
aproximadamente 0.4 a aproximadamente 2.0 cP (0.0004 a 0.002 Pa-s).

En algunas modalidades, las formulaciones inyectables pueden estar en forma de composiciones
de liberacion controlada o de liberacidon sostenida, que comprenden el componente de toxina botulinica y
un portador cargado positivamente encapsulado o contenido de otro modo dentro de un material para que

se liberen dentro del tejido de una manera controlada a lo largo del tiempo. Por ejemplo, la composicion
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que comprende la toxina botulinica y el portador cargado positivamente puede estar contenido dentro de
matrices, liposomas, vesiculas, microcapsulas, microesferas y similares, o dentro de un material particulado
solido, todo lo cual se selecciona y/o construye para proporcionar la liberacién de la toxina botulinica a lo
largo del tiempo. La toxina botulinica y el portador cargado positivamente se pueden encapsular junto con
(es decir, en la misma capsula) o por separado (es decir, en capsulas por separado).

En algunas modalidades, el excipiente de la composicién para inyeccién que contiene toxina
botulinica comprende uno o mas componentes estabilizadores adicionales. En algunas modalidades, las
composiciones de la invenciéon comprenden formulaciones liquidas (acuosas) que comprenden una toxina
botulinica y un portador cargado positivamente como se describe en la presente, asi como uno o mas
seleccionados del grupo que consiste en un azucar no reductor (tal como un disacéarido reductor o un
trisacarido no reductor), un tensoactivo no iénico y un amortiguador fisiolégicamente compatible, que es
capaz de mantener un pH adecuado. Los pH adecuados incluyen, por ejemplo, pH en el rango de pH 4.5
apH750pH4.5apHG®6.8,0pH4.5apH 6.5. Se debe entender que un pH adecuado incluye también los
valores de pH superiores e inferiores en el rango, p. €j., un pH de 6.5 o un pH de 7.5. Tales formulaciones
farmacéuticas se describen, por ejemplo, en la patente estadounidense num. 9,340,587 de Thompson et
al.,, titulada “Formulaciones de toxina botulinica libre de albumina;” patente estadounidense num.
9,956,435, de Ruegg et al. titulada “Formulaciones inyectables de toxina botulinica;” y WO 2014/066916
(PCT/US2013/67154) de Ruegg et al. “Composiciones y métodos para el tratamiento seguro de la rinitis”,
incorporadas por referencia en su totalidad.

En algunas modalidades, la concentraciéon del azlcar no reductor en la composicion liquida esta
en el rango de aproximadamente 10 % a aproximadamente 40 % (p/v) y la concentracién del tensoactivo
no ionico esta en el intervalo de aproximadamente 0.005 % a aproximadamente 0.5 % > (p/v). Las
composiciones liquidas pueden secarse, preferiblemente por liofilizacién, para producir composiciones
solidas estabilizadas, que después pueden reconstituirse para su uso, como se describe anteriormente.
Preferiblemente, las composiciones secas, p. e€j., liofilizadas, solidas son composiciones soélidas no
cristalinas y amorfas y pueden estar en forma de polvos.

En ciertas modalidades, las composiciones de la invencion contienen un azucar no reductor, que
es preferiblemente un disacarido, cuyos ejemplos no limitantes incluyen trehalosa, incluidas sus formas
anhidras e hidratadas o sacarosa, asi como combinaciones de los mismos. En algunas modalidades, la
forma hidratada de trehalosa, dihidrato de trehalosa, es preferible. En otras modalidades, las
composiciones contienen un trisacarido, un ejemplo no limitante del mismo es la rafinosa. En general, la
concentracion del azucar no reductor, preferiblemente un disacarido, esta en el intervalo de 10 % > a 40 %
> (p/v), preferiblemente de aproximadamente 10 % > a aproximadamente 25 % > (p/v), mas preferiblemente
de aproximadamente 15 % a aproximadamente 20 % (p/v). En algunas modalidades preferidas, la
concentracion del azucar no reductor, preferiblemente un disacarido es de aproximadamente 10 %, 11 %,
12 %, 13 %, 14 %, 15 %, 16 %, 17 % >, 18 % >, 19 % 0 20 % (p/v).

En general, las composiciones de la invencién pueden incluir cualquier tensoactivo no idnico que

tenga la capacidad de estabilizar la toxina botulinica y que sea adecuado para uso farmacéutico. En
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algunas modalidades, el tensoactivo no idnico es un polisorbato, tal como, a modo de ejemplo no limitativo,
polisorbato 20, polisorbato 40, polisorbato 60 y polisorbato 80. En otras modalidades, el tensoactivo no
idnico es un éster de sorbitan, cuyos ejemplos no limitantes incluyen SPAN® 20, SPAN® 60, SPAN® 65 y
SPAN® 80. Se pueden utilizar también los tensoactivos no iénicos Triton® X- 100 o NP-40. Ademas, se
puede usar una combinacién de los diferentes tensoactivos no iénicos. En ciertas modalidades preferidas,
el tensoactivo no iénico es un polisorbato, un poloxdmero y/o un sorbitan, los polisorbatos y los sorbitanos
son particularmente preferidos. En algunas modalidades, el tensoactivo no iénico esta presente en las
composiciones de la invencion en el intervalo de aproximadamente 0.005 % a aproximadamente 0.5 %, de
aproximadamente 0.01 % a aproximadamente 0.2 %, de aproximadamente 0.02 % a aproximadamente
0.1 %, o de aproximadamente 0.05 % a aproximadamente 0.08 %, incluyendo los valores superiores e
inferiores. En algunas modalidades preferidas, las composiciones de la invencién contienen un tensoactivo
no iénico en la cantidad de (aproximadamente) 0.01 %, 0.02 %, 0.03 %, 0.04 %, 0.05 %, 0.06 %, 0.07 %,
0.08 %, 0.09 %, 0.10 %, 0.11 %, 0.12 %, 0.13 %, 0.14 %, 0 0.15 %.

En general, para las formulaciones inyectables en la presente, cualquier amortiguador
fisioldgicamente compatible capaz de mantener un pH apropiado es adecuado para su uso. Ejemplos no
limitantes de tales amortiguadores incluyen sales de acido citrico, acido acético, acido succinico, acido
tartarico, acido maleico e histidina. Los ejemplos no limitantes de concentraciones de amortiguador
adecuadas incluyen concentraciones de amortiguadores en el intervalo de aproximadamente 0.400 % a
aproximadamente 0.600 %, de aproximadamente 0.450 % a aproximadamente 0.575 %, o de
aproximadamente 0.500 % a aproximadamente 0.565 %. Las composiciones de la invencién también
pueden comprender una mezcla de sales amortiguadoras, cuyos ejemplos no limitantes incluyen
citrato/acetato, citrato/histidina, citrato/tartrato, maleato/histidina o succinato/histidina.

Una composicién particular de la invencién es una composicion liquida (acuosa) libre de albumina
que comprende una toxina botulinica, preferiblemente toxina botulinica del serotipo A o una toxina
botulinica A que tiene un peso molecular de 150 kDa y que no tiene proteinas accesorias asociadas; un
portador cargado positivamente (p. €j., péptido); un disacéarido no reductor o un trisacarido no reductor,
preferiblemente un disacarido, presente en un intervalo de 10 % a 40 % (p/v); un tensoactivo no iénico,
preferiblemente, un polisorbato o un éster de sorbitan, presente en el intervalo de 0.005 % a 0.5 % (p/v); y
un amortiguador fisiolégicamente compatible, tal como acido citrico, acido acético, acido succinico, acido
tartarico, acido maleico o histidina, presente en el intervalo de 0.400 % a 0.600 %; de 0.450 % a 0.575 %,
de 0.500 % a 0.565 %, para mantener el pH entre 4.5. y 7.5.

En modalidades particularmente preferidas, la formulacién farmacéutica para inyecciéon comprende
L-histidina y/o clorhidrato de L-histidina como agentes estabilizadores adicionales. En modalidades
particularmente preferidas, el excipiente comprende dihidrato de trehalosa, polisorbato 20, L-histidina y
clorhidrato de L-histidina.

Uso de las formulaciones inyectables
En otro aspecto de la invencion, las formulaciones farmacéuticas descritas en la presente se usan

para producir un efecto biolégico, preferiblemente un efecto biolégico de duracién prolongada y/o un efecto
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producido en porcentajes mas altos de pacientes tratados, con respecto a un beneficio terapéutico o
cosmeético deseado. La formulacién farmacéutica generalmente se administra a un individuo en necesidad
de la misma para proporcionar una cantidad terapéutica o cosméticamente eficaz de toxina botulinica. El
término “en necesidad de” pretende incluir tanto las necesidades farmacéuticas como las relacionadas con
la salud (p. €j., tratar afecciones que involucran espasmos musculares faciales indeseables), asi como las
necesidades cosméticas y subjetivas (p. ej., alterar o mejorar la apariencia del tejido facial).

Las formulaciones de toxina botulinica de acuerdo con la invencién pueden administrarse mediante
inyeccioén (tipicamente usando una jeringa) a los musculos subyacentes de la piel, o a las estructuras
glandulares dentro de la piel u otras estructuras blanco, en una cantidad eficaz para producir paralisis,
producir relajacion, aliviar las contracciones, prevenir o aliviar espasmos, reducir el gasto glandular u otros
efectos deseados. La administracion local de la toxina botulinica de esta manera puede permitir
reducciones de dosis, reducir la toxicidad y permitir una optimizacion de dosis mas precisa para los efectos
deseados en relacién con otros materiales inyectables o implantables.

Las composiciones de la invencion se administran para suministrar una cantidad terapéuticamente
o cosméticamente eficaz de la toxina botulinica. El término “cantidad eficaz” o “cantidad terapéutica o
cosméticamente eficaz”, como se usa en la presente, significa una cantidad de toxina botulinica suficiente
para producir la paralisis muscular deseada u otro efecto biolégico o estético, pero que implicitamente es
una cantidad segura, es decir, una que es lo suficientemente baja para evitar efectos secundarios graves.
Los efectos deseados incluyen la relajacion de ciertos musculos con el objetivo de, por ejemplo, disminuir
la aparicién de lineas finas y/o arrugas, especialmente en la cara, o ajustar la apariencia facial de otras
maneras, como ampliar los ojos, levantar las esquinas de la boca, o lineas suaves que se extienden desde
el labio superior, o el alivio general de la tensién muscular, p. €j., en la cara o en algun otro lugar.

La toxina botulinica se puede administrar mediante inyeccién a los musculos u otras estructuras a
la piel o al tejido blanco. Generalmente, una formulacién de acuerdo con la invencién se inyecta en un lugar
o lugares donde se desea un efecto asociado con la toxina botulinica. La administracion se puede realizar,
por ejemplo, a la cara, piernas, hombros (incluyendo espalda baja), axila, palmas, pies, cuello, cara, ingle,
dorso de las manos o pies, codos, parte superior de los brazos, rodillas, parte superior de las piernas,
gluteos, torso, pelvis o cualquier otra parte del cuerpo donde se desee la administracion de la toxina
botulinica.

La administracion de las composiciones inyectables que contienen toxina botulinica de esta
invencion se puede llevar a cabo para tratar cualquier afeccion para la cual la prevencion de la transmision
sinaptica o la liberacion de acetilcolina conferiria un beneficio terapéutico o cosmético. Por ejemplo, las
condiciones que se pueden tratar por las composiciones de acuerdo con la invencién incluyen, sin
limitacién, dolor neurolégico, dolor de cabeza tipo migrafia u otro dolor de cabeza, vejiga hiperactiva, rinitis,
sinusitis, acné, distonia, contracciones disténicas (ya sean subjetivas o clinicas), hiperhidrosis (ya sea
subjetiva o clinica) e hipersecrecion de una o mas glandulas controladas por el sistema nervioso
colinérgico. Las composiciones de esta invencién también pueden usarse para reducir o mejorar la

respuesta inmune, o el tratamiento de otras afecciones para las cuales se ha sugerido o realizado la
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administracion de toxina botulinica por inyeccién. En algunas modalidades, el efecto biolégico es la
reduccion de los espasmos musculares faciales indeseables u otros espasmos musculares.

En modalidades particulares, la composicién que contiene toxina botulinica se administra para
reducir la gravedad de las arrugas, lineas finas, surcos, particularmente en la cara, tal como una reduccion
en la gravedad de las lineas glabelares. Las composiciones de la invencion son particularmente adecuadas
para el tratamiento de lineas finas, tales como lineas finas faciales y lineas glabelares de un sujeto.

La glabela es la piel entre las cejas y sobre la nariz. Las lineas glabelares o faciales glabelares (a
menudo denominadas “lineas de expresion”) son aquellas lineas verticales que se desarrollan entre las
cejas y pueden aparecer como una sola linea vertical o como dos o mas lineas y también pueden aparecer
en angulo hacia las esquinas interiores de las cejas. Cuando una persona frunce el cefio, los musculos de
la parte inferior de la frente se contraen en direccion descendente, lo que hace que la piel entre las cejas
se arrugue. Las lineas se forman por la accion repetida de fruncir el cefio debido a la falta de elasticidad
en la piel. Mas especificamente, las lineas glabelares surgen de los musculos corrugador lateral y précer
vertical en la cara. El corrugador deprime la piel creando una linea vertical, es decir, un surco rodeado por
crestas de musculos tensos (es decir, lineas de expresion). La edad, la exposicién al sol y la genética son
factores contribuyentes. La toxina botulinica se usa para bloquear los impulsos nerviosos, paralizando
temporalmente los musculos que causan las lineas de expresién, dando a la piel una apariencia mas suave
y fresca.

La gravedad de las lineas glabelares de un sujeto puede ser evaluada por varios criterios, ya sea
por un profesional de la salud y/o por el sujeto. Para la evaluacién de alguien diferente del sujeto, se puede
utilizar un sistema de puntuacién de clasificaciéon de Evaluacién Global por el Investigador - Gravedad de
Arrugas Faciales (IGA-FWS). Especificamente, la puntuacion de clasificacion de IGA-FWS de (0) se utiliza
para indicar que no hay gravedad de las arrugas faciales; se utiliza una puntuacién de clasificacion de IGA-
FWS de (1) para indicar la gravedad leve de las arrugas faciales; se utiliza una puntuacion de clasificacion
de IGA-FWS de (2) para indicar una gravedad moderada de las arrugas faciales; y se utiliza una puntuacién
de clasificacion de IGA-FWS de (3) para indicar la gravedad severa de las arrugas faciales. Como lo aprecia
un técnico en la materia, una guia fotografica muestra los grados de gravedad de las arrugas y puede ser
utilizada por la persona que realiza la evaluacion, durante el entrenamiento previo y/o como referencia
durante la evaluacion.

Se puede utilizar la Gravedad de las Arrugas Faciales por el Paciente (PFWS) por el sujeto mismo
para evaluar la gravedad de sus arrugas faciales. Los sujetos pueden completar la PFWS basandose en el
cefio fruncido al maximo para evaluar la gravedad de las lineas glabelares. El sujeto puede verse en un
espejo 0 en una imagen de si mismo. El sistema de puntuacién de clasificacion PFWS es como sigue: una
puntuacion de clasificacion de PFWS de (0) indica que no hay gravedad de las arrugas, con la descripcion
asociada de “sin arrugas”, una puntuacién de clasificacion de PFWS de (1) indica gravedad leve de las
arrugas, con la descripciéon asociada de “arrugas muy superficiales”; una puntuacién de clasificacién de
PFWS de (2) indica gravedad moderada de las arrugas, con la descripcidon asociada de “arrugas

moderadas”; y una puntuacion de clasificacion de PFWS de (3) indica gravedad grave de las arrugas, con
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la descripcion asociada de “arrugas profundas”.

La apariencia visual de arrugas, lineas o surcos también se puede evaluar utilizando una serie de
criterios diferentes o adicionales, como la Escala de Mejoria Estética Global del Paciente (GAIS, por sus
siglas en inglés). Esta escala se puede utilizar por el sujeto o una persona diferente al sujeto para evaluar
la apariencia visual de una linea glabelar, tal como el cefio fruncido al maximo y/o en reposo después del
cefio fruncido al maximo, para determinar la mejora de la condicién inicial. En algunas modalidades, se usa
una GAIS de gravedad de 7 puntos, cuando una puntuaciéon de clasificacion de “3” indica “muchisimo
mejor”, una puntuacién de clasificacion de “2” indica “mucho mejor”; una puntuacioén de clasificaciéon de “1”
indica “mejor”; una puntuacién de clasificacién de “0” indica “sin cambio”; una puntuacién de clasificacion
de “-1” indica “peor”; una puntuacion de clasificacién de “-2” indica “mucho peor” y una puntuacién de
clasificacion de “-3” indica “muchisimo peor”. Un sujeto puede usar un espejo o una fotografia de si
mismo/misma para la evaluacion.

En algunas modalidades, los métodos de la invencién producen un efecto de reduccion en la
gravedad de las arrugas moderadas y/o severas, de acuerdo con una o mas de las escalas descritas
anteriormente, preferiblemente arrugas moderadas a graves. Una reduccion en la gravedad puede ser una
mejora de 1 punto, 2 puntos o 3 puntos o mas, en una o mas escalas descritas en la presente.

La seguridad y la eficacia de las formulaciones inyectables descritas en la presente también se
pueden evaluar evaluando uno o mas nervios craneales después de la inyeccion en la region de la cara,
cabeza o cuello, como uno o mas nervios craneales que inervan el objetivo y la musculatura adyacente.
Por ejemplo, en algunas modalidades, se evaluan los nervios craneales Il a VII, donde el nervio craneal I
es el nervio 6ptico, el nervio craneal Il es el nervio oculomotor, el nervio craneal IV es el nervio troclear, el
nervio craneal V es el nervio trigémino, el nervio craneal VI es el nervio abducens y el nervio craneal VIl es
el nervio facial.

La seguridad y la eficacia de las formulaciones inyectables descritas en la presente también pueden
evaluarse evaluando la fuerza de los musculos faciales después de la inyeccién en el area de la cara, la
cabeza o el cuello. La fuerza de los musculos faciales se puede evaluar utilizando la Escala del Consejo
de Investigacién Médica para la Evaluacién de la potencia muscular (MRC, por sus siglas en inglés). La
MRC es una escala confiable y validada para evaluar la debilidad muscular y ayuda a la investigacion de
lesiones nerviosas periféricas. Por ejemplo, se puede evaluar la fuerza de los musculos orbicular (parpado),
elevadores laterales de la ceja y los musculos laterales orbiculares zigomaticos en cada lado de la cara.
En la escala MRC, una clasificacion de (0) corresponde a “sin movimiento”; una clasificacion de (1)
corresponde a “parpadeo perceptible en el musculo”; una clasificacion de (2) corresponde a “movimiento
solo si se elimina la gravedad”; una clasificacion de (3) corresponde a “puede mover la extremidad contra
la gravedad”; una clasificacion de (4) corresponde a “puede moverse contra la gravedad y cierta resistencia
ejercida por el examinador” y una clasificacién de (5) corresponde a “potencia normal’.

Dosificacién y administracién
Los métodos y composiciones descritos en la presente proporcionan el componente de toxina

botulinica en una dosis o cantidad eficaz para lograr al menos un efecto biolégico, preferiblemente un efecto
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biolégico de duracion prolongada, con respecto a un beneficio terapéutico o cosmético deseado, mas
preferiblemente lograr el efecto en un porcentaje mayor de sujetos que reciben tratamiento. Generalmente,
se proporcionan cantidades terapéutica o cosméticamente eficaces como dosis en unidades de toxina
botulinica contenidas en las formulaciones farmacéuticas para administracion por inyeccion, de acuerdo
con la presente invencion.

En ciertas modalidades que usan formulaciones inyectables, la toxina botulinica se administra para
proporcionar de aproximadamente 1 U a aproximadamente 300 U, preferiblemente de aproximadamente
10 U a aproximadamente 200 U, mas preferiblemente de aproximadamente 20 U a aproximadamente
100 U; o mas especificamente, de aproximadamente 10 U a aproximadamente 30 U, de aproximadamente
30 U a aproximadamente 50 U, o de aproximadamente 50 U a aproximadamente 70 U por tratamiento
inyectable. En modalidades preferidas, las composicies que contienen toxina botulinica de la invencion se
administran a un sujeto en necesidad de las mismas mediante inyeccién de manera tal que, se proporciona
una dosis mayor que aproximadamente 10 U, aproximadamente 20 U, aproximadamente 30 U,
aproximadamente 40 U, aproximadamente 60 U o aproximadamente 80 U de la toxina botulinica. En
modalidades preferidas, la composicion se administra mediante inyeccion en una cantidad que proporciona
20 U o al menos 20 U; 30 U o al menos 30 U; 40 U o al menos 40 U; 50 U o al menos 50 U; 60 U o al
menos 60 U; 70 U o al menos 70 U; 80 U o al menos 80 U; 90 U o al menos 90 U; o 100 U o al menos
100 U de toxina botulinica por tratamiento inyectable. Las cantidades o dosis entre las cantidades o dosis
anteriores también estan contempladas, por ejemplo, 25 U o al menos 25 U; 35 U o al menos 35 U; 45U o
al menos 45 U, y similares. En modalidades particularmente preferidas, la toxina botulinica esta en una
cantidad de dosificacion seleccionada del grupo que consiste en aproximadamente 10 U, aproximadamente
20 U, aproximadamente 30 U, aproximadamente 40 U, aproximadamente 60 U y aproximadamente 80 U,
mas preferiblemente la toxina botulinica del serotipo A, mas preferiblemente la molécula de 150 kDa de
toxina botulinica del serotipo A sin proteinas accesorias. Generalmente, en una cantidad de
aproximadamente 100 pg/kg de la molécula de 150 kDa de toxina botulinica A sin proteinas accesorias
correspondera a aproximadamente 16 U/kg, en formulaciones inyectables liquidas de la presente
invencion. En una modalidad particular, la composicién se administra por inyeccion como una dosis de
tratamiento Unica en una cantidad que proporciona 20 U, 30 U, 35 U, 40 U, 45 U, 50 U o 60 U de toxina
botulinica para resultar en una disminucién de arrugas y/o lineas faciales, como una reduccién en la
gravedad de las lineas glabelares.

Un “tratamiento inyectable” se refiere a un tratamiento Unico que puede comprender una o mas
inyecciones al paciente, p. €j., todas dentro de una sola visita del paciente, como una serie de inyecciones
administradas dentro de segundos o minutos entre si; y/o administrado en la misma area general del cuerpo
del paciente (p. €j., el complejo glabelar) a través de uno o mas sitios de inyeccidon en proximidad
relativamente cercana (p. €j., aproximadamente 1 cm, aproximadamente 2 cm, aproximadamente 3 cm,
aproximadamente 4 cm o aproximadamente 5 cm de separacion).

En general, los métodos y procedimientos para medir la actividad de la toxina botulinica, es decir,

unidades (U) de la actividad de toxina botulinica, son conocidos y practicados por los técnicos en la materia.
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Brevemente, los ensayos de dosis letal media (ensayos LDso) en ratones se usan convencionalmente para
estimar el numero de unidades de toxina botulinica con un alto grado de precisién. Las dosis de todas las
toxinas botulinicas disponibles comercialmente se expresan en términos de unidades de actividad
biolégica. A modo de ejemplo, una unidad de toxina botulinica corresponde a la dosis letal intraperitoneal
media calculada (LDso) en ratones hembra Swiss-Webster. Véase, Hoffman, R.O. et al., 1986, Int.
Ophthalmol. Clin., 26:241-50, asic omo DePass, L.R., 1989, Toxicol. letters, 49:159-170; y Pearce, L.B. et
al., 1994, Toxicol. Appl. Pharmacol., 128:69-77, que describen también los ensayos de letalidad en la
técnica.

Mas particularmente, un método adecuado para determinar las unidades de toxina botulinica para
un componente de toxina botulinica de las composiciones de la invencién es el siguiente: Cuarenta y ocho
(48) ratones hembra CD-1 con un peso de 17 a 23 gramos se asignan aleatoriamente a seis dosis del
elemento de prueba (1.54, 1.31, 1.11, 0.95, 0.80 y 0.68 U/0.5 mL), ocho (8) animales por grupo de dosis.
El elemento de prueba se refiere a la preparacion de toxina botulinica o la muestra que se ensaya o analiza.
Los animales se alojan ocho por jaula y se pesan dentro de las 24 horas posteriores a la dosificacién con
el articulo de prueba. El dia de la dosificacion, el articulo de prueba se diluye a las concentraciones
apropiadas en solucion salina isoténica (NaCl al 0.9 %). A cada animal se le administran 0.5 mL de articulo
de prueba diluido mediante inyeccion intraperitoneal. Después de la inyeccién, los ratones regresan a la
jaula y las muertes se registran diariamente durante tres dias. La letalidad se califica 72 horas después de
la inyeccion y los resultados se analizan por andlisis probit o logistico para obtener el valor LDso en relacién
con un estandar de referencia que se evalua utilizando el mismo régimen de dosificacién. A modo de
ejemplo, el estdndar de referencia es un lote especificamente calificado y calibrado de la misma
composiciéon de la invencidén que se usa para comparacion para derivar la potencia relativa del articulo de
prueba. El valor LDso determinado se corrige para las diluciones acumulativas realizadas para asignar un
valor de potencia relativa para el articulo de prueba puro (sin diluir).

Las alternativas a las pruebas LDso incluyen ensayos que utilizan lineas celulares neuronales o
pruebas de endopeptidasa, que evitan las pruebas en animales (véase, por ejemplo, Sesardic et al,,
“Alternatives a the LD50 assay durante botulinum toxin potency testing: Strategies and progress towards
refinement, reduction and replacement” Proc. 6" World Congress on Alternatives & Animal Use in the Life
Sciences, August 21-25, 2007, 14 Special Issue, pp 581-585). Tales métodos se pueden usar, ademas o
en lugar de los ensayos de LDso, para determinar las unidades de toxina botulinica para un componente de
toxina botulinica de las composiciones de la invencion.

Las formulaciones farmacéuticas de la invenciéon pueden contener una cantidad terapéutica o
cosméticamente eficaz de la toxina botulinica para su aplicacién como un tratamiento de dosis Unica, tal
como una inyeccién Unica o un tratamiento inyectable uUnico. Alternativamente, las formulaciones
farmacéuticas pueden ser mas concentradas, p. €j., para la dilucién en el lugar de administracién, o pueden
contener cantidades terapéuticamente o cosméticamente eficaces de la toxina botulinica para usarse en
multiples aplicaciones, como el uso en un numero especifico de aplicaciones secuenciales sobre un curso

de tratamiento o durante un periodo de tiempo. La administracion local de la toxina botulinica, como se
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describe en la presente, puede proporcionar reducciones de dosis, reducir la toxicidad y permitir una
optimizacién de dosis mas precisas para los efectos deseados en relacion con las formulaciones de toxina
botulinica convencionales. En modalidades preferidas, la dosis (p. €j., en unidades y el volumen) se
selecciona para optimizar el suministro de la toxina al receptor/neurotransmisor blanco que contiene
musculo o nociceptores fasciales/periésticos. La optimizacion se puede basar, por ejemplo, en los principios
de distribucion de diluciéon de dosis (véase, p. €j., patente estadounidense num. 8,632,768 y la patente
estadounidense num. 8,506,970).

Generalmente, la formulaciéon farmacéutica que contiene toxina botulinica se administra a un
paciente en necesidad de la misma, mediante inyeccidon en, o cerca de, uno o mas de los musculos
asociados con la afeccién a tratar, en un paciente en necesidad de la misma. La administracion “cerca de”
0 “en” una estructura significa la administracion lo suficientemente cerca de la estructura para permitir que
el componente de toxina botulinica se difunda facilmente a la estructura, teniendo en cuenta la difusion
reducida de las composiciones de toxina botulinica descritas en la presente. Por ejemplo, la administracion
cerca del complejo glabelar significa la administracion dentro de aproximadamente 0.05 mm,
aproximadamente 0.1 mm, aproximadamente 0.5 mm, aproximadamente 1 mm, aproximadamente 5 mm,
aproximadamente 10 mm, aproximadamente 15 mm o aproximadamente 20 mm de la estructura blanco.
En ciertas modalidades, se puede usar ultrasonido u otras técnicas de visualizacion para guiar la colocacién
de la inyeccidn o las fracciones de inyeccion.

En modalidades particulares, la condicién es lineas glabelares graves a moderadas, y la
formulacién farmacéutica se inyecta en uno o mas musculos del complejo glabelar. La formulacién se puede
inyectar aplicando presion con el dedo sobre el borde orbital medial superior mientras se impulsa la aguja
através de la piel hacia el musculo subyacente. En modalidades mas particulares, una dosis de tratamiento
se divide entre inyecciones en uno o mas musculos seleccionados del grupo que consiste en el musculo
corrugador derecho, el musculo corrugador izquierdo y el musculo procer, administrados durante un
tratamiento inyectable dado. Por ejemplo, la dosis de tratamiento total puede dividirse en la mitad, tercios,
cuartos, quintos, sextos, séptimos, octavos, novenos o décimos, etc., y se inyectan cantidades de dosis
especificas en diferentes estructuras blanco.

Por ejemplo, en una modalidad, se inyecta una fraccion de la dosis de tratamiento total en cada
uno de varios sitios de inyeccion en la frente, entre las cejas del sujeto sometido a tratamiento. Por ejemplo,
se inyecta una dosis de aproximadamente 10 U a aproximadamente 20 U, aproximadamente 10 U a
aproximadamente 15 U, o aproximadamente 13 U de toxina botulinica en cada uno de los musculos
corrugadores izquierdos, el musculo corrugador derecho y el musculo préocer. Como otro ejemplo, se
inyecta una dosis de aproximadamente 10 U a aproximadamente 30 U, aproximadamente 15 U a
aproximadamente 20 U, o aproximadamente 16 U de toxina botulinica en cada uno de los musculos
corrugador izquierdo y corrugador derecho, y se inyecta una dosis de aproximadamente 5 U a
aproximadamente 15 U, aproximadamente 7 U a aproximadamente 10 U, o aproximadamente 8 U de toxina
botulinica en el musculo précer. En una modalidad especialmente preferida, se aplican dos inyecciones en

cada musculo corrugador, y una inyeccion en el musculo précer, para un total de 5 inyecciones, por ejemplo,
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una dosis de aproximadamente 5 U a aproximadamente 15 U, aproximadamente 7 U a aproximadamente
10 U, o aproximadamente 8 U de toxina botulinica se inyecta en cada una de los aspectos mediales del
musculo corrugador izquierdo, el aspecto lateral del musculo corrugador izquierdo, el aspecto medial del
musculo corrugador derecho, el aspecto lateral del musculo corrugador derecho y el musculo procer.

En algunas modalidades, el paciente a tratar tiene 65 afios de edad, al menos 65 afios de edad o
mas de 65 afos de edad. Por ejemplo, el paciente puede tener 65, 66, 68, 70, 72, 73, 75, 77, 78, 80 afios
0 mMas.

Mas preferiblemente, las formulaciones se administran con o bajo la direccién de un médico u otro
profesional de la salud. Se pueden administrar en un solo tratamiento o en una serie de tratamientos a lo
largo del tiempo. Debido a su naturaleza, la toxina botulinica se administra preferiblemente en una cantidad,
velocidad de aplicacion y frecuencia que producira el resultado deseado sin producir resultados adversos
o indeseados graves.

Duracién prolongada

En otro aspecto, la invencién proporciona métodos y usos de las formulaciones farmacéuticas,
descritas en la presente, para lograr una duracion del efecto prolongada. En modalidades preferidas, las
formulaciones descritas en la presente se usan para administrar toxina botulinica a un sujeto en necesidad
de la misma para producir un efecto terapéutico de duracion prolongada en comparacién con los
tratamientos que usan formulaciones convencionales de toxina botulinica. En algunas modalidades, el
método comprende administrar mediante inyeccion una dosis terapéutica o cosméticamente eficaz de una
formulacién inyectable estéril, como se describe en la presente, preferiblemente en uno o mas musculos u
otras estructuras asociadas con lineas glabelares u otras lineas o arrugas, para lograr el efecto de duracién
prolongada después del tratamiento inyectable. En modalidades preferidas, la administracion de las
composiciones de toxina botulinica resulta en una duracién mayor del efecto, tal como una mejora en al
menos el efecto bioldégico asociado con un beneficio terapéutico o cosmético, que dura mas que el
tratamiento con formulaciones convencionales de toxina botulinica, permitiendo de esta manera intervalos
mas largos entre tratamientos

Las modalidades particularmente preferidas permiten un efecto terapéutico y/o cosmético, en
particular, una reduccién en la gravedad de las lineas glabelares, durante aproximadamente 3 meses a
aproximadamente 11 meses, aproximadamente 5 meses a aproximadamente 10 meses, aproximadamente
6 meses a aproximadamente 10 meses, o aproximadamente 16 semanas hasta aproximadamente 24
semanas, o aproximadamente 28 semanas hasta aproximadamente 40 semanas. En modalidades
preferidas, la duraciéon del efecto es al menos aproximadamente 16 semanas, al menos aproximadamente
20 semanas, al menos aproximadamente 24 semanas, al menos aproximadamente 6 meses, al menos
aproximadamente 28 semanas, al menos aproximadamente 7 meses, al menos aproximadamente 30
semanas, al menos aproximadamente 32 semanas, al menos aproximadamente 8 meses, al menos
aproximadamente 34 semanas, al menos aproximadamente 36 semanas, al menos aproximadamente 9
meses, al menos aproximadamente 40 semanas, al menos aproximadamente 10 meses o al menos

aproximadamente 42 semanas, antes de administrar una segunda o subsecuente dosis de tratamiento. En
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modalidades particulares, el intervalo antes de administrar una segunda o subsecuente dosis de
tratamiento de la composicién es mayor que o igual a 26 semanas, 28 semanas, 30 semanas, 32 semanas,
34 semanas, 36 semanas, 38 semanas, 40 semanas, o mayor que o igual a 42 semanas, después de la
dosis de tratamiento inicial o después de las dosis de tratamiento subsecuentes.

La duracién del efecto con respecto a la reduccion de lineas, arrugas o surcos puede evaluarse
mediante cualquier medida descrita en la presente o conocida en la técnica, o una combinacién de las
mismas. Por ejemplo, cualquiera o mas medidas discutidas en los ejemplos en la presente, en particular el
ejemplo 7, p. €]., para los puntos finales primarios y/o secundarios, pueden usarse para medir la duracion
del efecto. Por ejemplo, puede considerarse que una reduccidon en una linea glabelar dura hasta el
momento en que la linea vuelve al inicio, antes del tratamiento inicial; o puede considerarse que dura hasta
que se pierden uno o mas “puntos”, con base en una o0 mas medidas para evaluar la gravedad de las
arrugas, como se describe en la presente; o puede considerarse que duran mientras se mantengan
calificaciones de 0 0 1 (ninguna o arrugas leves), nuevamente basado en una o mas medidas para evaluar
la gravedad de las arrugas, como se describe en la presente.

En otro aspecto, la invenciéon proporciona métodos y usos de las formulaciones farmacéuticas,
descritas en la presente, en un régimen de tratamiento para lograr un efecto biolégico asociado con un
beneficio terapéutico o cosmético, donde los intervalos entre uno o mas tratamientos sucesivos son mas
largos que los de un régimen de tratamiento para el mismo usando formulaciones convencionales de toxina
botulinica, como por ejemplo, como cuando se usan multiples tratamientos para mantener una meta de
tratamiento. Por ejemplo, la invencién proporciona, en algunas modalidades, un método para reducir la
gravedad de las lineas glabelares en un sujeto, donde el método comprende un curso de tratamiento que
tiene multiples tratamientos con una duracién de efecto prolongada y, en consecuencia, intervalos mas
largos entre tratamientos sucesivos en comparacién con regimenes que usan formulaciones
convencionales de toxina botulinica (es decir, formulaciones que no contienen una molécula portadora,
como se describe en la presente). Por ejemplo, los productos que contienen toxina botulinica sin un
portador descrito en la presente proporcionan tipicamente un efecto durante menos de 6 meses, tal como
solo durante aproximadamente de 3 a 4 meses.

En modalidades particulares, el intervalo antes de administrar una segunda o subsecuente dosis
de tratamiento de la composicion que contiene toxina botulinica es mayor o igual a al menos
aproximadamente 26 semanas, al menos aproximadamente 28 semanas, al menos aproximadamente 30
semanas, al menos aproximadamente 32 semanas, al menos aproximadamente 34 semanas, al menos
aproximadamente 36 semanas, al menos aproximadamente 38 semanas, al menos aproximadamente 40
semanas, o al menos aproximadamente 42 semanas o igual a aproximadamente 42 semanas, después de
la dosis de tratamiento inicial o después de dosis de tratamiento subsecuentes. Una duraciéon media entre
dosis puede ser de 23 semanas, al menos 23 semanas o0 mas de 23 semanas; 24 semanas, al menos 24
semanas 0 mas de 24 semanas; 25 semanas, al menos 25 semanas o0 mas de 25 semanas; 26 semanas,
al menos 26 semanas o mas de 26 semanas; 27 semanas, al menos 27 semanas o mas de 27 semanas;

28 semanas, al menos 28 semanas o0 mas de 28 semanas; 30 semanas, al menos 30 semanas o0 mas de
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30 semanas, p. €j.., hasta aproximadamente un afo.

En particular, uno o mas de los resultados en los parrafos anteriores de esta seccidén se obtienen
en modalidades que comprenden administrar mediante inyeccion una dosis de una formulacién inyectable
estéril en un musculo o estructura facial asociada con la arruga, linea facial o surco (como el complejo
glabelar) para lograr una reduccién de su gravedad después del tratamiento, preferentemente después de
un primer tratamiento. En algunas modalidades de este tipo, la composicién comprende un diluyente
farmacéuticamente aceptable para inyeccion; toxina botulinica, tal como toxina botulinica A,
preferiblemente la molécula de 150 kDa sin proteinas accesorias y un portador cargado positivamente que
comprende una estructura de polilisina cargada positivamente que tiene covalentemente unido a la misma
uno o mas grupos de eficacia cargados positivamente que tienen una secuencia de aminodcidos de (gly)p-
RGRDDRRQRRR-(gly)q (SEQ ID NO: 1), (gly)»-YGRKKRRQRRR-(gly)s (SEQ ID NO: 2), o (gly)p-
RKKRRQRRR-(gly)q (SEQ ID NO: 3), en donde los subindices p y q son cada uno independientemente un
numero entero de desde 0 hasta 20, preferentemente en donde el portador comprende o consiste de la
secuencia de aminoacidos de RKKRRQRRRG-(K)1s-GRKKRRQRRR (SEQ ID NO: 4). Mas
preferentemente, la toxina botulinica se administra mediante inyeccién al individuo en una dosis de
tratamiento Unica en una cantidad que proporciona de aproximadamente 10 U a aproximadamente 100 U,
o aproximadamente 20, 50 o 60 U de toxina botulinica, mas preferentemente 40 U por tratamiento
inyectable. En un ejemplo particular, la formulacién farmacéutica comprende ademas un disacarido no
reductor tal como sacarosa o trehalosa, preferentemente dihidrato de trehalosa; un tensoactivo no idnico,
tal como polisorbato 20, polisorbato 40, polisorbato 60, polisorbato 80, o un éster de sorbitan; y una solucién
amortiguadora compatible fisioldgicamente, tal como acido citrico, acido acético, acido succinico, acido
tartarico, acido maleico e histidina, que es capaz de mantener un pH adecuado, tal como un pH en el
intervalo de pH 4.5 a pH 6.5 o en el intervalo de pH 4.5 a pH 7.5, por ejemplo, en cantidades p/v como se
describen en la presente; y/o la relacion en masa de portador:toxina es de aproximadamente 20,000:1 a
aproximadamente 55,000:1, mas preferentemente aproximadamente 51,000:1. En modalidades aun mas
preferidas, la formulacion libre de albumina y/o libre de proteinas animales y la composicion farmacéutica
comprende 0.1 mg de polisorbato 20, 36 mg de dihidrato de trehalosa y 8 ug, 9 pg, 10 ug, 11 ug, 12 ug,
13 yg, 14 ugy 15 ug, mas preferiblemente 11.7 pg, RTP004 por 50 U de la toxina de tipo A de 150 kDa sin
proteinas accesorias y la dosis de tratamiento es de 40 U.

En algunas de dichas modalidades, la administracion comprende aproximadamente de 3 a 7
inyecciones en un tratamiento Unico, preferentemente 5 inyecciones en el complejo glabelar, tal como en
donde de aproximadamente 5 U a aproximadamente 15 U, aproximadamente 7 U a aproximadamente
10 U, o aproximadamente 8 U del componente de toxina botulinica se inyectan en cada uno de los aspectos
mediales del musculo corrugador derecho, el aspecto lateral del musculo corrugador derecho, el aspecto
medial del musculo corrugador izquierdo, el aspecto lateral del musculo corrugador izquierdo y el musculo
procerus, en un tratamiento Unico (por ejemplo, todo en una sola visita, en una serie de inyecciones con
una diferencia de segundos a minutos entre si), mas preferentemente utilizando de 0.01 a

aproximadamente 1 mL/inyecciéon, aproximadamente 0.02 a aproximadamente 0.8 mL/inyeccion,
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aproximadamente 0.04 a aproximadamente 0.6 mL/inyeccion, aproximadamente 0.06 a aproximadamente
0.4 mL/inyeccién, aproximadamente 0.08 a aproximadamente 0.2 mL/inyeccion o aproximadamente
0.1 mL/inyeccién. Véase también el ejemplo 7.

En modalidades preferidas, tales como las mencionadas anteriormente, el efecto terapéutico o
cosmético puede tener al menos aproximadamente 6 meses a aproximadamente 10 meses de duracion, o
aproximadamente una duracién de 26 semanas a 40 semanas, antes de que se administre una segunda o
una dosis de tratamiento subsecuente. Mas preferiblemente, el efecto terapéutico o cosmético prolongado
se logra después del tratamiento mediante un tratamiento de inyeccion unica de la composicion, tal como
mediante una formulacién farmacéutica como se describe en el parrafo anterior. Aun mas preferiblemente,
los regimenes de tratamiento, como se describen en la presente proporcionan una mejora sostenida en la
apariencia de las lineas faciales, tal como una reduccién sostenida en la gravedad de las lineas glabelares.

En una modalidad particular, una dosis Unica de una composicion de la invencién que contiene un
portador cargado positivamente como se describe y una toxina botulinica A de 150 kDa, sin proteinas
accesorias, en una cantidad de dosificacion de 40 U proporciona un efecto de larga duracién en el
tratamiento de las lineas glabelares, p. €j., durante al menos 24 semanas, 25 semanas, 26 semanas, 27
semanas o 28 semanas, o 30, 32, 34 o 36 semanas, p. €j., hasta aproximadamente un afo.

En el curso de tratamiento de acuerdo con la presente invencion, las formulaciones inyectables
pueden administrarse a intervalos menos frecuentes después de una dosis de tratamiento inicial basada
en la duracién prolongada del efecto proporcionado por las dosis terapéuticamente y cosméticamente
eficaces de las composiciones y métodos de la invencion como se describe en la presente. Por ejemplo,
las composiciones de la invenciéon pueden administrarse (o dosificarse) a un individuo en necesidad de las
mismas aproximadamente dos veces al aino, tal como, p. €j., cada 7 meses, 8 meses, 9 meses 0 10 meses,
u 11 meses o una vez al afio, mediante la practica de los métodos de la invencidon. En una modalidad
particular, a un individuo se le administra una dosis de una composicion de la invencion dos veces al afo.
Una duracion media entre las dosis puede ser de 23 semanas, 24 semanas, 25 semanas, 26 semanas, 27
semanas, 28 semanas, 29 semanas, 0 30 semanas o 31 semanas, 32 semanas, 33 semanas, 34 semanas,
35 semanas o 36 semanas, dependiendo del tratamiento terapéutico o cosmético y/o el deseo de
tratamiento de acuerdo con lo determinado por el individuo a tratar.

Tasas de respuesta mas altas

Junto con la duracién prolongada del efecto o en modalidades alternativas, también se ha
encontrado sorprendentemente que el efecto biolégico ocurre en una mayor proporcion de individuos que
reciben tratamiento en comparacién con las preparaciones de toxina botulinica disponibles
comercialmente, como BOTOX®. Es decir, en algunas modalidades, el efecto terapéutico o cosmético,
después de la administracién de una formulaciéon que contiene toxina botulinica descrita en la presente, se
produce y/o dura durante un periodo de tiempo prolongado para una mayor proporcion de individuos que
reciben la formulacion farmacéutica de toxina botulinica en comparacion con las formulaciones
convencionales de toxina botulinica, tales como formulaciones que carecen de un portador cargado

positivamente, como se describe en la presente.
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Por ejemplo, la administracién de una composicién farmacéutica descrita en la presente puede
producir un efecto bioldgico, con beneficio terapéutico o cosmético, tal como una reduccién en la gravedad
de una arruga, linea (p. €j., una linea glabelar) o surco, que dura durante al menos aproximadamente 4
semanas en 40 % a 90 % de los individuos a los que se les administré la formulacion. En modalidades
preferidas, la respuesta se mantiene, o el efecto dura, durante aproximadamente 4 semanas en
aproximadamente 55 % a aproximadamente 60 %, aproximadamente 65 % a aproximadamente 70 % o de
aproximadamente 65 % a aproximadamente 75% de los individuos a los que se les administro la
composicion farmacéutica. En algunas modalidades, la respuesta se mantiene o el efecto dura, durante al
menos aproximadamente 4 semanas en al menos mas de aproximadamente 55 %, mas de
aproximadamente 56 %, mas de aproximadamente 58 %, mas de aproximadamente 60 %, mas de
aproximadamente 62 %, mas de aproximadamente 65 %, mas de aproximadamente 66 %, mas de
aproximadamente 68 %, mas de aproximadamente 70 %, mas de aproximadamente 72 %, mas de
aproximadamente 73 % o mas de aproximadamente 75 % de los individuos a los que se les administro la
formulacién farmacéutica, como se describe en la presente (p. ej., como en el ejemplo 7), hasta
aproximadamente 75 %, aproximadamente 80 %, o aproximadamente 90 % de los individuos a los que se
les administrod la formulacion farmacéutica.

En modalidades mas preferidas, el efecto, tal como una reduccion en la gravedad de una arruga,
linea (p. ej., una linea glabelar) o surco, dura durante al menos aproximadamente 16 semanas en
aproximadamente 30 % a aproximadamente 80 % de individuos a los que se les administré la formulacion,
tal como dura durante aproximadamente 16 semanas en aproximadamente 35 % a aproximadamente 40 %,
aproximadamente 40 % a aproximadamente 50 % o aproximadamente 50 % a aproximadamente 70 % de
los individuos a los que se les administrd la formulacién farmacéutica. En algunas modalidades, la
respuesta se mantiene o el efecto dura, durante al menos aproximadamente 16 semanas en al menos mas
de aproximadamente 35 %, mas de aproximadamente 36 %, mas de aproximadamente 38 %, mas de
aproximadamente 40 %, mas de aproximadamente 43 %, mas de aproximadamente 45 %, mas de
aproximadamente 47 %, mas de aproximadamente 50 %, mas de aproximadamente 53 %, mas de
aproximadamente 55 %, mas de aproximadamente 57 %, mas de aproximadamente 60 %, mas de
aproximadamente 63 %, mas de aproximadamente 65 %, mas de aproximadamente 68 %, mas
preferiblemente mas de 70 %, mas de 73 % o mas de 75 % de los individuos a los que se les administré la
formulacién farmacéutica como se describe en la presente (p. ej., como en el ejemplo 7), hasta
aproximadamente 75 %, aproximadamente 80 % o aproximadamente 90 % de los individuos a los que se
les administrod la formulacion farmacéutica.

En modalidades aun mas preferidas, el efecto, tal como una reduccién en la gravedad de una
arruga, linea (p. €j., una linea glabelar) o surco, dura durante al menos aproximadamente 24 semanas en
aproximadamente 10 % a aproximadamente 30 % de los individuos a los que se les administré la
formulacién farmacéutica, tal como, dura durante aproximadamente 24 semanas en aproximadamente
15 % a aproximadamente 20 %, o aproximadamente 20 % a aproximadamente 30 % de los individuos a

los que se les administro la formulacién farmacéutica. En algunas modalidades, la respuesta se mantiene,
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o el efecto dura, durante al menos aproximadamente 24 semanas en al menos mas de aproximadamente
15 %, mas de aproximadamente 16 %, mas de aproximadamente 18 %, mas de aproximadamente 20 %,
mas de aproximadamente 22 %, mas de aproximadamente 23 %, mas de aproximadamente 25 %, mas de
aproximadamente 27 %, o mas de aproximadamente 30 % de los individuos a los que se les administro la
formulacién farmacéutica, como se describe en la presente (p. ej., como en el ejemplo 7), hasta
aproximadamente 30 %, aproximadamente 40 %, o aproximadamente 50 % de los individuos a los que se
les administrod la formulacion farmacéutica.

Por lo tanto, los métodos y composiciones para su uso, como se describe anteriormente,
proporcionan métodos para reducir la gravedad de una arruga, linea (p. €j., una linea glabelar) o surco de
un individuo en necesidad de los mismos, con una tasa de respuesta aumentada para los individuos, a
cada uno se le administré la composicion farmacéutica, en comparacion con individuos a los que se les
administraron las formulaciones de toxina botulinica convencionales. En particular, uno o mas de los
resultados en los parrafos anteriores de esta seccion se obtienen en modalidades que comprenden
administrar mediante inyeccion una dosis de una formulacion inyectable estéril en un musculo o estructura
facial asociada con la arruga, linea facial o surco (como el complejo glabelar) para lograr una reduccion de
su gravedad después del tratamiento, preferentemente después de un primer tratamiento. En algunas
modalidades de este tipo, la composicion comprende un diluyente farmacéuticamente aceptable para
inyeccion; toxina botulinica, tal como toxina botulinica A, preferiblemente la molécula de 150 kDa sin
proteinas accesorias y un portador cargado positivamente que comprende una estructura de polilisina
cargada positivamente que tiene covalentemente unido a la misma uno o mas grupos de eficacia cargados
positivamente que tienen una secuencia de aminoacidos de (gly)p- RGRDDRRQRRR-(gly)g (SEQ ID NO:
1), (gly)p-YGRKKRRQRRR-(gly)q (SEQ ID NO: 2), o (gly)p-RKKRRQRRR-(gly)q (SEQ ID NO: 3), en donde
los subindices p y q son cada uno independientemente un numero entero de desde 0 hasta 20,
preferentemente en donde el portador comprende o consiste de la secuencia de aminoacidos de
RKKRRQRRRG-(K)15-GRKKRRQRRR (SEQ ID NO: 4). Mas preferentemente, la toxina botulinica se
administra mediante inyeccion al individuo en una dosis de tratamiento Unica en una cantidad que
proporciona de aproximadamente 10 U a aproximadamente 100 U, o aproximadamente 20, 50 o 60 U de
toxina botulinica, mas preferentemente 40 U por tratamiento inyectable. En un ejemplo particular, la
formulacién farmacéutica comprende ademas un disacarido no reductor tal como sacarosa o trehalosa,
preferentemente dihidrato de trehalosa; un tensoactivo no iénico, tal como polisorbato 20, polisorbato 40,
polisorbato 60, polisorbato 80, o un éster de sorbitan; y una solucion amortiguadora compatible
fisiolédgicamente, tal como acido citrico, acido acético, acido succinico, acido tartarico, acido maleico e
histidina, que es capaz de mantener un pH adecuado, tal como un pH en el intervalo de pH4.5apH 6.5 0
en el intervalo de pH 4.5 a pH 7.5, por ejemplo, en cantidades p/v como se describen en la presente; y/o la
relacion en masa de portador:toxina es de aproximadamente 20,000:1 a aproximadamente 55,000:1, mas
preferentemente aproximadamente 51,000:1. En modalidades aun mas preferidas, la formulacion es libre
de albumina y/o libre de proteina animal y la composicién farmacéutica comprende 0.1 mg de polisorbato
20, 36 mg de dihidratado de trehalosa y 8 pg, 9 ug, 10 ug, 11 ug, 12 pg, 13 pg, 14 ug, 15 yg, mas



10

15

20

25

30

35

42

preferiblemente 11.7 ug RTP004, por 50 U de la toxina tipo A de 150 kDa sin proteinas accesorias (no
toxinicas) y la dosis de tratamiento es de 40 U.

En algunas de dichas modalidades, la administracién comprende aproximadamente de 3 a 7
inyecciones en un tratamiento unico, preferentemente 5 inyecciones en el complejo glabelar, tal como en
donde de aproximadamente 5 U a aproximadamente 15 U, aproximadamente 7 U a aproximadamente
10 U, o aproximadamente 8 U del componente de toxina botulinica se inyectan en cada uno de los aspectos
mediales del musculo corrugador derecho, el aspecto lateral del musculo corrugador derecho, el aspecto
medial del musculo corrugador izquierdo, el aspecto lateral del musculo corrugador izquierdo y el musculo
procerus, en un tratamiento Unico (por ejemplo, todo en una sola visita, en una serie de inyecciones con
una diferencia de segundos a minutos entre si), mas preferentemente usar de 0.01 a aproximadamente
1 mL/inyeccién, aproximadamente 0.02 a aproximadamente 0.8 mL/inyeccién, aproximadamente 0.04 a
aproximadamente 0.6 mL/inyeccion, aproximadamente 0.06 a aproximadamente 0.4 mL/inyeccion,
aproximadamente 0.08 a aproximadamente 0.2 mL/inyeccion o aproximadamente 0.1 mL/inyeccion. Véase
también el ejemplo 7.

Kits

Esta invencion contempla también el uso de una variedad de dispositivos de administracién para
administrar composiciones que contienen toxina botulinica descritas en la presente a través de la piel para
producir un efecto bioldgico, preferiblemente un efecto de duracion prolongada en un alto porcentaje de
sujetos que reciben tratamiento, con respecto a un tratamiento terapéutico o beneficio cosmético. Tales
dispositivos pueden incluir, sin limitacién, una aguja y una jeringa o pueden involucrar dispositivos mas
sofisticados capaces de dispensar y monitorear la dispensacion de la composicién, y opcionalmente
monitorear la condicién del sujeto en uno o mas aspectos (p. €j., monitorear la reaccion del sujeto a las
sustancias que se dispensan).

Cabe sefalar que la eleccidn de los materiales para la construccion del dispositivo es importante.
Los materiales preferidos para la construccion de dispositivos de administracion son aquellos que no llevan
a una pérdida de actividad de la composicién de toxina botulinica/portador, ya sea por degradacion o
adsorcién no deseada de la toxina botulinica en la superficie del dispositivo. Un tal comportamiento no
deseado se ha observado, por ejemplo, cuando la toxina botulinica/portador en una solucién acuosa entra
en contacto con superficies de polipropileno, pero no cuando la solucién de toxina botulinica/portador entra
en contacto con las superficies de cloruro de polivinilo (PVC).

En algunas modalidades, las composiciones se pueden formular y/o instalar previamente en un
dispositivo de administracion. Esta invencion contempla también las modalidades en donde las
composiciones se proporcionan en un kit que almacena uno o mas componentes por separado de los
componentes restantes. Por ejemplo, en ciertas modalidades, la invencion proporciona un kit que almacena
por separado el componente de toxina botulinica y el portador en contenedores separados (p. €j., empaque
primario y secundario) para combinarse en el momento de la aplicaciéon o antes. La cantidad de portador a
toxina botulinica dependera de que portador se elija para usarse en la composicién en cuestion.

Por ejemplo, la cantidad de portador a toxina botulinica se puede proporcionar en una relacion
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seleccionada del grupo que consiste en aproximadamente 0.01 ug/U, aproximadamente 0.02 ug/U,
aproximadamente 0.04 ug/U, aproximadamente 0.06 ug/U, aproximadamente 0.08 ug/U, aproximadamente
0.1 pg/U, aproximadamente 0.12 ug/U, aproximadamente 0.14 pg/U, aproximadamente 0.15 ug/U,
aproximadamente 0.16 ug/U, aproximadamente 0.18 pg/U, aproximadamente 0.20 ug/U, aproximadamente
0.22 ug/U, aproximadamente 0.23 ug/U, aproximadamente 0.234 pg/U, aproximadamente 0.24 ug/U,
aproximadamente 0.25 ug/U, aproximadamente 0.26 pg/U, aproximadamente 0.28 ug/U, aproximadamente
0.3 pg/U, aproximadamente 0.32 ug/U, aproximadamente 0.34 ug/U, aproximadamente 0.36 ug/U,
aproximadamente 0.38 ug/U o aproximadamente 0.4 ug/U de toxina botulinica, preferiblemente la toxina
de tipo A de 150 kDa sin proteinas accesorias y mas preferiblemente cuando el portador es RTP004. En
modalidades particulares, la toxina botulinica se proporciona en una cantidad de aproximadamente 40 U
(haciendo referencia a la molécula de proteina de tipo A de 150 kDa sin proteinas accesorias) y el portador
RTP004 se proporciona en una cantidad de aproximadamente 6 ug, aproximadamente 7 ug,
aproximadamente 8 ug, aproximadamente 9 ug, aproximadamente 10 pg, aproximadamente 11 ug o
aproximadamente 12 ug.

En otras modalidades, el portador es RTP004 y se proporciona en una cantidad mayor a
aproximadamente 1.75 ug por 40 U de molécula de toxina botulinica de 150 kDa sin proteinas accesorias,
que es, mayor a aproximadamente 0.04 ug/U. Por ejemplo, la cantidad de portador a toxina botulinica se
puede proporcionar en una proporcion seleccionada del grupo que consiste en aproximadamente
0.045 pg/U, aproximadamente 0.050 pg/U, aproximadamente 0.055 ug/U, aproximadamente 0.060 ug/U,
aproximadamente 0.065 pg/U, aproximadamente 0.070 pg/U, aproximadamente 0.075 ug/U,
aproximadamente 0.080 pg/U, aproximadamente 0.085 pg/U, aproximadamente 0.090 pug/U,
aproximadamente 0.095 ug/U o aproximadamente 0.1 ug por U de toxina botulinica. En modalidades
particulares, la toxina botulinica se proporciona en una cantidad de aproximadamente 20 U, 40 U 0 60 U
(haciendo referencia a la molécula de proteina toxinica de 150 kDa sin proteinas accesorias) y el portador
RTPO004 se proporciona en una cantidad de aproximadamente 1.5 pg, aproximadamente 3.0 ug o
aproximadamente 4.5 ug, respectivamente.

La invencién contempla también enfoques para administrar el componente de toxina botulinica a
un sujeto o paciente en necesidad del mismo, en el que se administra una cantidad terapéuticamente eficaz
de toxina botulinica junto con un portador, como se describe en la presente. Por “junto con” se entiende
que los dos componentes (toxina botulinica y portador) se administran en un procedimiento combinado,
que puede implicar combinarlos antes de la administracion a un sujeto, o administrarlos por separado, pero
de una manera tal que actuan juntos para proporcionar el suministro necesario de una cantidad
terapéuticamente eficaz de la toxina. La toxina botulinica se puede almacenar en forma seca en una jeringa
u otro dispositivo dispensador y el portador puede inyectarse o aplicarse por via tépica antes de la
aplicacion de la toxina para que los dos actuen juntos, lo que resulta en la mejora deseada de la penetracién
en el tejido y/u otras caracteristicas mejoradas sobre las formulaciones convencionales de toxina botulinica,
como se detalla anteriormente. En este sentido, las dos sustancias (portador y toxina botulinica) actian en

combinacién o interactian para formar una composicidon o combinacién in situ. Por consiguiente, la
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invencion incluye también un kit con un dispositivo para dispensar la toxina botulinica y un liquido, gel o
similar, que contiene el portador y que es adecuado para la aplicacién tépica o inyeccién en el tejido blanco.
Los kits para administrar las composiciones de las invenciones, ya sea bajo la direccion de un profesional
de la salud o por el paciente o sujeto, pueden incluir también un aplicador personalizado adecuado para
ese proposito.

Tratamiento repetido con larga duracién, tasas de respuesta altas y seguridad continua

En otro aspecto adicional, la invencién esta dirigida a métodos y composiciones para usarse en la
administracion de una pluralidad de tratamientos sucesivos con toxina botulinica, que proporcionan
resultados y ventajas consistentemente, como se describe anteriormente. En particular, un componente de
toxina botulinica en asociaciéon no covalente con un portador cargado positivamente se puede administrar
mas de una vez a un individuo para reducir la gravedad de una arruga, linea o surco, particularmente en la
cara, p. €j., una linea glabelar. En algunas modalidades preferidas, un tratamiento subsecuente logra una
duracion del efecto terapéutico o cosmético mas larga, tal como una duraciéon mas larga de la reduccion de
arrugas, lineas o surcos, en comparacion con la duracién del efecto después de un primer tratamiento o un
tratamiento anterior. En algunas modalidades preferidas, un tratamiento subsecuente logra una respuesta
en un porcentaje mas alto de individuos que reciben tratamiento, en comparacion con la tasa de respuesta
después de un primer tratamiento o un tratamiento anterior, como un porcentaje mas alto de sujetos que
muestran reduccion en las lineas glabelares y/o mantienen la reduccidn por largos periodos de tiempo. En
algunas modalidades preferidas, un tratamiento subsecuente permite una respuesta con menos efectos
secundarios en comparacion con los efectos secundarios asociados con un primer tratamiento o un
tratamiento anterior, tal como menos eventos adversos después de la repeticién de las lineas glabelares.
En modalidades mas preferidas, un tratamiento subsecuente logra dos o0 mas mejoras con respecto al
primer tratamiento o al anterior, como lograr una mayor duracion y menos eventos adversos, mayor
duracién y mayor probabilidad de respuesta, mayor probabilidad de respuesta y menos eventos adversos.
En modalidades mas preferidas, un tratamiento subsecuente logra una duracién mas larga, menos eventos
adversos y una mayor probabilidad de respuesta en un individuo que recibe el tratamiento repetido, en
comparacion con la respuesta de ese individuo después de un tratamiento previo.

En modalidades particulares, la composicion para usarse en lograr una o mas mejoras tras el
tratamiento repetido comprende un componente de toxina botulinica en una dosis de aproximadamente
1 U a aproximadamente 300 U, preferiblemente de aproximadamente 10 U a aproximadamente 200 U, mas
preferiblemente de aproximadamente 20 U a aproximadamente 100 U; o mas especificamente de
aproximadamente 10 U a aproximadamente 30 U, de aproximadamente 30 U a aproximadamente 50 U, o
aproximadamente 50 U a aproximadamente 70 U por tratamiento inyectable. En modalidades preferidas,
las composicies que contienen toxina botulinica de la invencion se administran a un sujeto en necesidad
de las mismas mediante inyeccion de manera tal que, se proporciona una dosis mayor que
aproximadamente 10 U, aproximadamente 20 U, aproximadamente 30 U, aproximadamente 40 U,
aproximadamente 60 U o aproximadamente 80 U de la toxina botulinica. En modalidades preferidas, la

composicién se administra mediante inyeccién en una cantidad que proporciona 20 U o al menos 20 U,
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30 U o al menos 30 U; 40 U o al menos 40 U; 50 U o al menos 50 U; 60 U o al menos 60 U; 70 U o al
menos 70 U; 80 U o al menos 80 U; 90 U o al menos 90 U; o 100 U o al menos 100 U de toxina botulinica
por tratamiento inyectable. Las cantidades o dosis entre las cantidades o dosis anteriores también estan
contempladas, por ejemplo, 25 U o al menos 25 U; 35 U o al menos 35 U; 45 U o al menos 45 U, y similares.
En modalidades particularmente preferidas, la toxina botulinica estd en una cantidad de dosificacion
seleccionada del grupo que consiste en aproximadamente 10 U, aproximadamente 20 U, aproximadamente
30 U, aproximadamente 40 U, aproximadamente 60 U y aproximadamente 80 U, mas preferiblemente la
toxina botulinica del serotipo A, mas preferiblemente la molécula de 150 kDa de toxina botulinica del
serotipo A. Generalmente, la cantidad de aproximadamente 100 pg/kg de la molécula de toxina botulinica
tipo A de 150 kDa son proteinas accesorias, correspondera a aproximadamente 16 U/kg en formulaciones
liquidas inyectables de la presente invencion.

Los tratamientos repetidos pueden usar la misma dosis o dosis diferentes, p. ej., escalamiento de
dosis o disminucién de dosis en tratamientos diferentes. En una modalidad particular, la composiciéon se
administra por inyeccion en tratamientos repetidos que proporcionan cada uno aproximadamente la misma
dosis, tal como una dosis establecida en el parrafo anterior, preferiblemente una dosis de aproximadamente
20 U, aproximadamente 40 U o aproximadamente 60 U de toxina botulinica tipo A que tiene un PM de
150 kDa, sin proteinas accesorias, para reducir las arrugas, lineas o surcos, como una reduccion en la
gravedad de las lineas glabelares, por un periodo de tiempo prolongado, que excede la duracién después
de un primer tratamiento o tratamiento anterior.

En particular, uno o mas de los resultados en los parrafos anteriores de esta seccidén se obtienen
en modalidades que comprenden administrar sucesivamente mediante inyeccion una dosis de una
formulacidn inyectable estéril en al menos una estructura muscular o facial asociada con la arruga, la linea
facial o el surco (como el complejo glabelar). En algunas modalidades de este tipo, la composicion
comprende un diluyente farmacéuticamente aceptable para inyeccién; toxina botulinica, tal como toxina
botulinica A, preferiblemente la molécula de 150 kDa sin proteinas accesorias y un portador cargado
positivamente que comprende una estructura de polilisina cargada positivamente que covalentemente tiene
unido a la misma uno o mas grupos de eficacia cargados positivamente que tienen una secuencia de
aminoacidos de (gly)p- RGRDDRRQRRR-(gly)q (SEQ ID NO: 1), (gly)p-YGRKKRRQRRR- (gly)q (SEQ ID
NO: 2), o (gly)p-RKKRRQRRR-(gly)g (SEQ ID NO: 3), en donde los subindices p y g son cada uno
independientemente un nimero entero desde 0 hasta 20, preferiblemente en donde el portador comprende
o consiste en la secuencia de aminoacidos de  RKKRRQRRRG-(K)15-GRKKRRQRRR (SEQ ID NO: 4).
Mas preferiblemente, la toxina botulinica se administra mediante inyeccién al individuo en una dosis de
tratamiento en una cantidad que proporciona de aproximadamente 10 U a aproximadamente 100 U, o
aproximadamente 20, 50 o 60 U de toxina botulinica, méas preferiblemente 40 U por tratamiento inyectable.
En un ejemplo particular, la formulacién farmacéutica comprende ademas un disacarido no reductor tal
como sacarosa o trehalosa, preferentemente dihidrato de trehalosa; un tensoactivo no iénico, tal como
polisorbato 20, polisorbato 40, polisorbato 60, polisorbato 80, o un éster de sorbitan; y una solucién

amortiguadora compatible fisioldgicamente, tal como acido citrico, acido acético, acido succinico, acido
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tartarico, acido maleico e histidina, que es capaz de mantener un pH adecuado, tal como un pH en el
intervalo de pH 4.5 a pH 6.5 o en el intervalo de pH 4.5 apH 7.5, p. €j., en cantidades p/v como se describen
en la presente; y/o la relacion en masa de portador:toxina es de aproximadamente 20,000:1 a
aproximadamente 55,000:1, mas preferentemente aproximadamente 51,000:1. En modalidades aun mas
preferidas, la formulacion es libre de albumina y/o libre de proteina animal y la composicion farmacéutica
comprende 0.1 mg de polisorbato 20, 36 mg de dihidratado de trehalosa y 8 ug, 9 ug, 10 ug, 11 ug, 12 pg,
13 pg, 14 ug, 15 ug, mas preferiblemente 11.7 ug RTP004, por 50 U de la toxina tipo A de 150 kDa sin
proteinas accesorias (no toxinicas) y la dosis de tratamiento es de 40 U.

En algunas modalidades de este tipo, la administracién comprende aproximadamente de 3 a 7
inyecciones en un tratamiento Unico, preferiblemente 5 inyecciones en el complejo glabelar, tal como
cuando se inyectan de aproximadamente 10 U a aproximadamente 30 U, de aproximadamente 15 U a
aproximadamente 20 U, o aproximadamente 16 U del componente de toxina botulinica en cada uno de los
musculos corrugador derecho y el musculo corrugador izquierdo, y de aproximadamente 5 U a
aproximadamente 15 U, de aproximadamente 7 U a aproximadamente 10 U, o de aproximadamente 8 U
del componente de toxina botulinica en el musculo précer, en un tratamiento dado (p. €j., todo en una sola
visita, en una serie de inyecciones con una diferencia de segundos a minutos), mas preferiblemente usando
de aproximadamente 0.01 a aproximadamente 1 mL/inyeccion, de aproximadamente 0.02 a
aproximadamente 0.8 mL/inyeccién, de aproximadamente 0.04 a aproximadamente 0.6 mL/inyeccion, de
aproximadamente 0.06 a aproximadamente 0.4 ml/inyeccién, de aproximadamente 0.08 a
aproximadamente 0.2 mL/inyeccion, o aproximadamente 0.1 mL/inyeccién. Véase también el ejemplo 8.

Duracién prolongada adicional después del tratamiento repetido

En algunas modalidades particulares, la invencion proporciona métodos y composiciones para
usarse en el aumento de la duracion de la accién de la toxina botulinica para reducir las arrugas, lineas o
surcos en un individuo en necesidad de los mismos mediante la administracién de una pluralidad de
tratamientos sucesivos de toxina botulinica, donde un primer tratamiento de la composicidon de toxina
botulinica se administra al individuo mediante inyeccién en o cerca de una arruga, linea o surco; seguido
de al menos un tratamiento sucesivo. En modalidades preferidas, el primer tratamiento reduce dichas
arrugas, lineas o surcos durante al menos aproximadamente 20 semanas y uno o mas tratamientos
sucesivos reducen la arruga, linea o surco durante mas tiempo que el logrado después del primer
tratamiento.

En modalidades particulares, la arruga, linea o surco a reducir en gravedad es una linea glabelar.
En tales modalidades mas particulares, la administracion puede comprender al menos una inyecciéon en
uno o mas musculos seleccionados del grupo que consiste en el musculo corrugador derecho, el musculo
corrugador izquierdo y el musculo précer. En modalidades més particulares, la administracion es como se
describe anteriormente, en el ejemplo 7 o el ejemplo 8 a continuacion.

La duracion del efecto en la reduccién de las lineas glabelares después de tratamientos repetidos
se puede evaluar generalmente de acuerdo con cualquier método conocido en la técnica o descrito en este

documento, incluidas las medidas descritas anteriormente para evaluar durante después de un primer
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tratamiento y/o en el ejemplo 8. Las modalidades particularmente preferidas proporcionan una reduccién
en la gravedad de la linea glabelar, durante al menos aproximadamente 20 semanas, al menos
aproximadamente 24 semanas, al menos aproximadamente 6 meses, al menos aproximadamente 28
semanas, al menos aproximadamente 7 meses, al menos aproximadamente 30 semanas, al menos
aproximadamente 32 semanas, al menos aproximadamente 8 meses, al menos aproximadamente 34
semanas, al menos aproximadamente 36 semanas, al menos aproximadamente 9 meses, al menos
aproximadamente 40 semanas, al menos aproximadamente 10 meses o al menos aproximadamente 42
semanas, antes de que se administra la segunda dosis o una dosis de tratamiento subsecuente. En
modalidades particulares, el intervalo antes de administrar una segunda o subsecuente dosis de
tratamiento de la composicién es mayor que o igual a 26 semanas, 28 semanas, 30 semanas, 32 semanas,
34 semanas, 36 semanas, 38 semanas, 40 semanas, o mayor que o igual a 42 semanas, después de la
dosis de tratamiento inicial o después de las dosis de tratamiento subsecuentes.

Generalmente, se administra un tratamiento subsecuente o sucesivo después del periodo de
duracion del efecto, p. €j., después de que la gravedad de las lineas glabelares aumenta de no ser visible
o leve, a parecer moderada o grave, o después de regresar al inicio, antes del tratamiento. En algunas
modalidades, el tratamiento subsecuente o sucesivo se administra antes, por ejemplo, antes de que la
arruga se vuelva visible o antes de que la arruga vuelva a su apariencia antes del primer tratamiento. Por
consiguiente, en algunas modalidades, se administra un tratamiento sucesivo o subsecuente de
aproximadamente 12 semanas a aproximadamente 36 semanas, aproximadamente 16 semanas a
aproximadamente 34 semanas, aproximadamente 16 semanas a aproximadamente 32 semanas,
aproximadamente 18 semanas a aproximadamente 36 semanas, aproximadamente 20 semanas a
aproximadamente 36 semanas, aproximadamente 21 semanas a aproximadamente 35 semanas,
aproximadamente 22 semanas a aproximadamente 34 semanas, aproximadamente 23 semanas a
aproximadamente 33 semanas, aproximadamente 24 semanas a aproximadamente 32 semanas,
aproximadamente 25 semanas, a aproximadamente 31 semanas y aproximadamente 26 semanas a
aproximadamente 30 semanas.

En algunas modalidades, el paciente a tratar tiene 65 afios de edad, al menos 65 afios de edad o
mas de 65 afos de edad. Por ejemplo, el paciente puede tener 65, 66, 68, 70, 72, 73, 75, 77, 78, 80 afios
o mas. En tales modalidades preferidas, la duracién prolongada del efecto y/o el intervalo entre tratamientos
sucesivos puede ser cualquiera del periodo de tiempo descrito anteriormente o mas, en particular,
aproximadamente 26 a aproximadamente 52 semanas, aproximadamente 27 a aproximadamente 50
semanas, aproximadamente 28 a aproximadamente 48 semanas, aproximadamente 29 a
aproximadamente 46 semanas, aproximadamente 30 a aproximadamente 44 semanas, aproximadamente
31 a aproximadamente 42 semanas o aproximadamente 32 a aproximadamente 40 semanas.

Se apreciarda que aumentar la duracién del efecto después de los tratamientos subsecuentes
permite intervalos de tiempo cada vez mas largos entre tratamientos sucesivos. Por ejemplo, un curso de
tratamiento con composiciones que comprenden toxina botulinica asociada no covalentemente con un

portador cargado positivamente, puede tener un primer intervalo entre el primer y el segundo tratamiento
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que es mas corto que el segundo intervalo entre el segundo y el tercer tratamiento, que puede ser igual o
mas corto que el tercer intervalo entre el tercer y cuarto tratamientos, etc. Por ejemplo, el curso del
tratamiento puede comprender un primer intervalo de aproximadamente 12 semanas y un segundo mayor
a 12 semanas, como aproximadamente 14 semanas, aproximadamente 16 semanas o aproximadamente
20 semanas. El curso del tratamiento puede comprender un primer intervalo de aproximadamente 16
semanas y un segundo intervalo de mas de 16 semanas, tal como aproximadamente 18 semanas,
aproximadamente 20 semanas o aproximadamente 22 semanas. El curso del tratamiento puede
comprender un primer intervalo de aproximadamente 20 semanas y un segundo intervalo de mas de 20
semanas, tal como aproximadamente 22 semanas, aproximadamente 24 semanas o aproximadamente 26
semanas. El curso del tratamiento puede comprender un primer intervalo de aproximadamente 24 semanas
y un segundo intervalo de mas de 24 semanas, tal como aproximadamente 26 semanas, aproximadamente
28 semanas o aproximadamente 30 semanas. Los intervalos durante el curso del tratamiento pueden
aumentar durante uno, dos, tres o mas ciclos de tratamiento; o solo en los primeros ciclos, como solo en
los ciclos uno, dos y tres, o solo en los ciclos uno y dos.

En algunas modalidades, el intervalo entre los tratamientos de toxina botulinica subsecuentes es
de aproximadamente 12 semanas a aproximadamente 36 semanas, de aproximadamente 16 semanas a
aproximadamente 34 semanas, de aproximadamente 16 semanas a aproximadamente 32 semanas, de
aproximadamente 18 semanas a aproximadamente 36 semanas, de aproximadamente 20 semanas a
aproximadamente 36 semanas, de aproximadamente 21 semanas a aproximadamente 35 semanas, de
aproximadamente 22 semanas a aproximadamente 34 semanas, de aproximadamente 23 semanas a
aproximadamente 33 semanas, de aproximadamente 24 semanas a aproximadamente 32 semanas, de
aproximadamente 25 semanas a aproximadamente 31 semanas y de aproximadamente 26 semanas a
aproximadamente 30 semanas. En modalidades preferidas, el intervalo entre tratamientos subsecuentes
de toxina botulinica es mayor de aproximadamente 20 semanas a aproximadamente 36 semanas, mayor
de aproximadamente 22 semanas a aproximadamente 34 semanas, mayor de aproximadamente 24
semanas a aproximadamente 32 semanas, o0 mayor de aproximadamente 26 semanas a aproximadamente
30 semanas. En modalidades més preferidas, en intervalo subsecuente es al menos uno del segundo
intervalo, el tercer intervalo, el cuarto intervalo y el quinto intervalo.

Se apreciara ademas que los intervalos mas largos se traducen en menos tratamientos durante un
periodo de tiempo, como en el periodo durante el cual el sujeto desea tratamiento.

Tasa de respondedores aumentada después del tratamiento repetido

En algunas modalidades particulares, la invencion proporciona métodos y composiciones para
usarse en el aumento de la probabilidad de lograr una respuesta a la toxina botulinica de reducir arrugas,
lineas o surcos en un individuo en necesidad de la misma, mediante la administraciéon de una pluralidad de
tratamientos sucesivos de toxina botulinica, donde un primer tratamiento de la composicion de toxina
botulinica se administra al individuo mediante inyeccién en o cerca de una arruga, linea o surco; seguido
de al menos un tratamiento sucesivo que tiene una mayor probabilidad de reducir las arrugas, lineas o

surcos que el primer tratamiento. En modalidades preferidas, la arruga, la linea o el surco es una linea
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glabelar. En particular, la respuesta en la reduccion de arrugas, lineas o surcos es una duracion prolongada
de la respuesta, de manera que un individuo tiene una mayor probabilidad de mantener la respuesta a la
toxina botulinica durante un periodo prolongado después de repetir los tratamientos. Por ejemplo, un sujeto
puede tener una mayor probabilidad de mantener una reduccion en las lineas glabelares, de acuerdo con
lo evaluado por una o mas medidas descritas en la presente, durante 4 semanas después de un tratamiento
subsecuente, en comparacion con la probabilidad de mantener la reduccion durante 4 semanas después
de un primer tratamiento. Mas preferiblemente, un sujeto tiene una mayor probabilidad de mantener una
reduccion en las lineas glabelares, de acuerdo con lo evaluado por una o mas medidas descritas en la
presente, durante 8 semanas, durante 12 semanas, durante 16 semanas, durante 20 semanas, durante 24
semanas, durante 28 semanas, durante 32 semanas o durante 36 semanas después de un tratamiento
subsecuente, en comparacion con la probabilidad de mantener la reduccidén durante 8 semanas, durante
12 semanas, durante 16 semanas, durante 20 semanas, durante 24 semanas, durante 28 semanas,
durante 32 semanas o durante 36 semanas, respectivamente, después del primer tratamiento.

En algunas modalidades, la reduccion en la arruga, linea o surco, tal como una linea glabelar, dura
durante al menos aproximadamente 4 semanas en al menos 80 % de individuos después de la
administracion de la primera dosis de tratamiento y/o durante al menos 85 % de los individuos después de
la administracién de la segunda o subsecuente dosis de tratamiento. En modalidades preferidas, la
reduccion en la arruga, linea o surco, tal como una linea glabelar, dura durante al menos aproximadamente
4 semanas en al menos 95 % de los individuos después de la administracion de la primera dosis de
tratamiento y/o en al menos 90 % de los individuos después de la administracion de la segunda o una dosis
de tratamiento subsecuente. En modalidades mas preferidas, la reduccién en la arruga, linea o surco, dura
durante al menos aproximadamente 4 semanas en al menos 90 % de los individuos después de la
administracion de la primera dosis de tratamiento, y/o en al menos 95 % de los individuos después de la
administracion de la segunda o una dosis de tratamiento subsecuente (véase, p. €j., ejemplo 8).

Por ejemplo, la administracién de una composicién farmacéutica descrita en la presente puede
producir una reduccién en la gravedad de una arruga, linea (p. €j., una linea glabelar) o surco, que dura
por lo menos aproximadamente 4 semanas en 40 a 90 % de los individuos después de un primer
tratamiento y dura por lo menos aproximadamente 4 semanas en un porcentaje mayor después de un
tratamiento subsecuente. En modalidades preferidas, la respuesta se mantiene, o el efecto dura, durante
aproximadamente 4 semanas en aproximadamente 55 a aproximadamente 60 %, aproximadamente 65 %
a aproximadamente 70 %, o aproximadamente 65 % a aproximadamente 75 % de los individuos a los que
se les administro el primer tratamiento, y dura aproximadamente 4 semanas en aproximadamente 60 a
aproximadamente 65 %, aproximadamente 70 % a aproximadamente 75 %, o aproximadamente 70 % a
aproximadamente 80 % de los individuos a los que se les administr6 el segundo tratamiento. En algunas
modalidades, la respuesta se mantiene o el efecto dura, durante al menos 4 semanas en al menos mas de
aproximadamente 55 %, mas de aproximadamente 56 %, mas de aproximadamente 58 %, mas de
aproximadamente 60 %, mas de aproximadamente 62 %, mas de aproximadamente 65 %, mas de

aproximadamente 66 %, mas de aproximadamente 68 %, mas de aproximadamente 70 %, mas de
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aproximadamente 72 %, mas de aproximadamente 73 % o mas de aproximadamente 75 %, hasta
aproximadamente 80 % de los individuos a los que se les administro el primer tratamiento y durante al
menos aproximadamente 4 semanas en en al menos mas de aproximadamente 57 %, mas de
aproximadamente 58 %, mas de aproximadamente 60 %, mas de aproximadamente 62 %, mas de
aproximadamente 64 %, mas de aproximadamente 67 %, mas de aproximadamente 68 %, mas de
aproximadamente 70 %, mas de aproximadamente 72 %, mas de aproximadamente 74 %, mas de
aproximadamente 75 % o mas de aproximadamente 77 % de los individuos a los que se les administré el
segundo tratamiento (véase, p. €j., ejemplo 8), hasta aproximadamente 80 %, aproximadamente 85 % o
aproximadamente 90 % de los individuos a los que se les administré el segundo tratamiento de la
formulacién farmacéutica.

Efectos secundarios reducidos después del tratamiento repetido

En algunas modalidades particulares, la invencion proporciona métodos y composiciones para
usarse en la reduccion de los efectos secundarios asociados con la administracidon de toxina botulinica en
la reduccion de arrugas, lineas o surcos en un individuo en necesidad de la misma mediante la
administracion de una pluralidad de tratamientos sucesivos de toxina botulinica, donde un primer
tratamiento de la composicion de toxina botulinica se administra al individuo mediante inyeccién en o cerca
de una arruga, linea o surco; seguido de al menos un tratamiento sucesivo que produce menos efectos
secundarios que el primer tratamiento. En modalidades preferidas, la arruga, la linea o el surco es unalinea
glabelar.

El efecto secundario o el evento adverso, asociado con la administracién de toxina botulinica es
cualquier evento adverso que sea un evento adverso emergente o relacionado con el tratamiento definido,
probable o posible, en términos de su relacion con la administracion de toxina botulinica, p. €j., como se
describe en el ejemplo 8. El evento adverso puede ser leve, moderado, grave o severo, p. €j., COMoO se
describe en el ejemplo 8. Particularmente, el uso de una composicion que comprende toxina botulinica
asociada no covalentemente con un portador cargado positivamente puede reducir los efectos secundarios
(eventos adversos) generalmente asociados con la propagacién distante de la toxina. Tales efectos
adversos incluyen, sin limitacion, trastorno acomodativo, arreflexia, aspiracion, visidon borrosa, botulismo,
trastorno de la funcion del parpado, ptosis palpebral, paralisis facial, paresia facial, paresia del cuarto nervio
craneal, paralisis de los nervios periféricos, paralisis periférica, debilidad muscular del piso pélvico,
aspiracion de neumonia, deterioro del reflejo pupilar, bradicardia, ptosis de la frente, paralisis bulbar,
estrefiimiento, paralisis de los nervios craneales, paralisis de los nervios craneales, paralisis diafragmatica,
diplopia, boca seca, disartria, disfagia, disfonia, disnea, paresia muscular extraocular, paresia, trastornos
gastrointestinales, cuadriparesia, dolores de cabeza, hemiparesia, paresia del nervio hipogloso,
hiporreflexia, hipotonia, monoparesia, debilidad muscular, paralisis, paralisis flacida, ileo paralitico,
paraparesia, paresia del nervio craneal, insuficiencia respiratoria, paro respiratorio, depresioén respiratoria,
trastorno del habla, paresia del tercer par craneal, paresia del nervio trigémino, retencién urinaria, paralisis
de las cuerdas vocales, paresia de las cuerdas vocales y xeroftalmia (ojos secos).

En modalidades preferidas, el tratamiento repetido de acuerdo con los métodos y usos de la
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presente lleva a menos casos y/o gravedad reducida de uno o mas de tales eventos adversos en
comparacion con el tratamiento inicial. En una modalidad mas preferida, la frecuencia y/o gravedad de la
ptosis palpebral se reduce después de un tratamiento subsecuente en comparacion con la ptosis palpebral
después de un primer tratamiento.

Se entiende que los siguientes ejemplos y modalidades aqui descritas son para fines ilustrativos y
que varias modificaciones o cambios a la luz de la misma seran sugeridos a los técnicos en la materia y se
incluyen dentro del espiritu y alcance de esta solicitud y el alcance de las reivindicaciones anexas. Los
valores numéricos calificados por “aproximadamente” se refieren también en la presente al valor numérico
exacto.

Todas las publicaciones, patentes y solicitudes de patentes publicadas citadas en la presente se

incorporan por referencia en su totalidad para todos los fines.

Ejemplos
Ejemplo 1: Duracion de la paralisis muscular local en un modelo murino

Este ejemplo compara la duracion de la paralisis muscular local en ratones inyectados con RT003
0 BOTOX®. RT003 es un ejemplo de formulacién inyectable de acuerdo con la invencién que contiene
toxina botulinica tipo A (purificada para eliminar todas las proteinas no toxinicas endégenas) y un portador
cargado positivamente con la secuencia RKKRRQRRRG-(K)1s- GRKKRRQRRR. BOTOX® también
contiene toxina botulinica tipo A, pero se agrega albumina exdgena para estabilizar la molécula de toxina
botulinica tipo A.

La paralisis muscular se midié utilizando el ensayo de puntuacién de abduccion digital de referencia
(DAS) de acuerdo con lo informado por Aoki, K.R. en “A comparison of the safety margins of botulinum
neurotoxin serotypes A, B, and F in mice”, Toxicon 2001 ;39(12): 1815—1820. En el ensayo DAS, un ratén
se suspende brevemente por la cola para provocar una respuesta de sobresalto caracteristica en la que el
ratén extiende sus extremidades posteriores y abduce sus dedos posteriores. La medida en la que el ratén
puede exhibir esta respuesta de sobresalto se califica en una escala de cinco puntos (de 0 a 4), donde cero
representa una respuesta de sobresalto normal y cuatro representa la reduccién maxima en la abduccion
de digitos y la extensién de la pierna. La puntuacion se realiza por un observador sin conocimiento de la
medida en la que el ratéon ha sido tratado con la neurotoxina. Se determind que la puntuacién inicial
utilizando el ensayo DAS era de 0.4 para una poblacién de animales no tratada.

El estudio reportado en este ejemplo implico diez animales (5 ratones en el grupo tratado con
RT003 y 5 ratones en el grupo tratado con BOTOX®). Cada uno de los animales se inyecté tres veces con
la formulacién de toxina botulinica respectiva (es decir, RT003 o BOTOX®), con un periodo de 40 dias
entre cada dosificacion. Después de la inyeccion, se contd el nUmero de dias durante los cuales todos los
animales en cada grupo de prueba estuvieron por encima del inicio de 0.4 del ensayo DAS. Los resultados,
mostrados en la figura 1 indican que la puntuacion del ensayo DAS para el grupo tratado con RT003 se
mantuvo por encima del valor inicial durante 25, 22 y 21 dias, después del primer, segundo y tercer

tratamiento, respectivamente. Por el contrario, la puntuaciéon del ensayo DAS para el grupo tratado con
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BOTOX® se mantuvo por encima del valor inicial durante 11, 8 y 11 dias, después del primer, segundo y
tercer tratamiento, respectivamente.

Estos datos del ensayo DAS indican que la paralisis muscular local causada por la formulacién
RT003 dura aproximadamente el doble que la paralisis muscular local causada por BOTOX®. Este resultado
tiene implicaciones importantes para usos terapéuticos de RT003 y otros compuestos que contienen toxina
botulinica inyectable de acuerdo con la invenciéon. En particular, mediante el uso de composiciones
inyectables de acuerdo con la invencidon, se puede reducir significativamente la frecuencia de las
inyecciones de seguimiento requeridas para mantener un efecto cosmético o terapéutico particular causado
por la toxina botulinica. A su vez, la frecuencia reducida de aplicaciones puede resultar en una mejor
eficacia a largo plazo, ya que el sujeto es menos propenso a desarrollar anticuerpos contra la toxina

botulinica.

Ejemplo 2: Formulaciones de toxina botulinica inyectables con un perfil de sequridad mejorado

En las ultimas décadas, la toxina botulinica se ha utilizado como agente terapéutico para tratar una
variedad de afecciones, incluidas las arrugas, la hiperhidrosis y los espasmos musculares. Sin embargo,
como la toxina botulinica es la toxina natural mas potente conocida por los humanos, la administracion
inadecuada de la toxina puede ser extremadamente peligrosa. Por ejemplo, la administracion sistémica
accidental de la toxina botulinica puede provocar paralisis, dificultad para respirar e incluso la muerte.
Ademas, incluso si la toxina botulinica se administrara adecuadamente a una region localizada del cuerpo
como parte de un tratamiento terapéutico, la toxina tiene una tendencia natural a difundirse a lo largo del
tiempo, lo que aumenta el riesgo de paralisis no deseada en otras partes del cuerpo. Por ejemplo, cuando
se inyecta toxina botulinica alrededor de los ojos para tratar las arrugas, se puede difundir a los musculos
que controlan el movimiento de los parpados. Si esto ocurre, los musculos de los parpados pueden quedar
parcialmente paralizados, lo que lleva a una afeccién bien conocida conocida como “caida del parpado”,
en la que el parpado esta parcialmente cerrado e interfiere con la vision normal.

Un aspecto de esta invencién es proporcionar formulaciones inyectables de toxina botulinica con
un perfil de seguridad mejorado en comparacion con las formulaciones de toxina botulinica comerciales
disponibles actualmente. En modalidades preferidas, las formulaciones de toxina botulinica inyectable
tienen una tendencia reducida a difundirse después de la inyeccién. De esta manera, ciertas formulaciones
de la invencidn permiten una administracién mas exacta de la toxina botulinica, reduciendo dramaticamente
los efectos secundarios no deseados asociados con la difusion local no controlada de la toxina botulinica.

Este ejemplo reporta un estudio comparativo de la tendencia de la toxina botulinica en diversas
formulaciones a difundirse después de la inyeccidn. El estudio implica tres formulaciones de toxina
botulinica: (1) BOTOX®; (2) RT003, una solucién amortiguada y estabilizada que contiene la molécula de
toxina botulinica tipo A de 150 kD sin proteinas accesorias, asociada de forma no covalente con un portador
cargado positivamente que tiene la férmula RKKRRQRRRG-(K)15-GRKKRRQRRR; y (3) RTT150, que es
idéntica a la formulaciéon RT003, excepto que no contiene un portador cargado positivamente presente en
RTO003.
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Al musculo gastrocnemio de cada uno de los ratones utilizados en el estudio se inyectd una de las
formulaciones de toxina botulinica mencionadas anteriormente, ya sea en la porcion lateral o media del
musculo (figura 2A), o en la porcion de la linea media del musculo (figura 2B). Los ensayos DAS se
realizaron en cada uno de los ratones durante cuatro dias después de la inyeccion con la toxina botulinica
para determinar si la toxina botulinica de la formulacion respectiva exhibia alguna tendencia a difundirse
desde el musculo gastrocnemio hacia las patas traseras del ratéon. A partir de los ensayos DAS, cualquier
capacidad disminuida de los animales de prueba para abducir sus dedos posteriores se interpreté como
una indicacion de difusion de la toxina botulinica.

La figura 3 muestra los resultados de los ensayos DAS realizados después de inyectar a los
animales de prueba las diferentes formulaciones de toxina botulinica como se describié anteriormente. Se
debe notar que las puntuaciones de abduccion digital se agrupan en dos grupos, que corresponden a si la
inyeccion se realizé en la linea media o en la porcion lateral a media del musculo gastrocnemio. Las
puntuaciones DAS generalmente inferiores para las inyecciones de la linea media, en comparacion con las
puntuaciones DAS para las inyecciones de la linea lateral a la media, indican que el grado de paralisis de
las patas traseras de los animales de prueba es generalmente menor después de la inyeccion en la linea
media. Sin desear limitarse por la teoria, se cree que este comportamiento es el resultado de la mayor
distancia que tiene que recorrer la toxina botulinica para alcanzar los dedos posteriores de un animal de
prueba después de la inyeccioén en la linea media, en comparacion con la inyeccién de linea lateral a media.
Se cree que esta distancia de viaje mayor requerida por la toxina botulinica disminuye la probabilidad de
paralisis de los dedos posteriores.

La figura 3 muestra una puntuacién de abduccion digital de cero para los cuatro dias después de
la inyeccioén en la linea media de la formulacion RT003. Este resultado indica que la toxina botulinica en la
formulacién RT003 permanece localizada en la porciéon de la linea media del musculo gastrocnemio
después de la inyeccion y que no se produce difusion causante de paralisis en la escala de tiempo del
experimento. Por el contrario, las puntuaciones de abduccion digital DAS de 0.4 superiores a los iniciales
se observaron después de la inyeccién de las formulaciones RTT150 y BOTOX®, con la puntuacion DAS
promedio superior para la formulaciéon BOTOX®. Los resultados del DAS para las formulaciones RTT150
y BOTOX® indican que se observo paralisis de los dedos posteriores de los animales de prueba después
de la inyeccion en la linea media de estas formulaciones, con un mayor grado de paralisis después de la
inyeccioén de la formulacion BOTOX®. Estos datos sugieren que las moléculas de toxina botulinica en las
formulaciones RTT150 y BOTOX® son capaces de difundirse localmente después de la inyeccién, con un
mayor grado de difusion local para las moléculas de toxina botulinica en la formulacion BOTOX®.

La figura 3 muestra también que la paralisis de los dedos posteriores se observa para todos los
animales de prueba después de la inyeccion en la linea lateral a la media, independientemente de la
formulacién especifica de la toxina botulinica. Como se ha discutido anteriormente, se cree que este grado
mayor de paralisis después de la inyeccion en linea lateral a la media, en comparacion con la inyeccion en
la linea media, se relaciona con una distancia de viaje mas corta para la toxina botulinica a las patas

traseras de los animales de prueba. Sin embargo, si bien las tres formulaciones de toxina botulinica
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muestran difusién causante de paralisis después de la inyeccién en linea lateral a media, el grado de
paralisis en los animales de prueba inyectados con RT003 es menor, en promedio, que el grado de paralisis
observado para las formulaciones RTT150 y BOTOX® durante la escala de tiempo del experimento. Por lo
tanto, los datos del ensayo DAS correspondientes a la inyeccion en la linea lateral a media son
cualitativamente similares a los de la inyecciéon en la linea media, ya que muestran una tendencia
disminuida a la difusion local de la toxina botulinica para la formulacién RT003, en comparacién con
RTT150 y BOTOX®.

Se puede hacer una comparacion de la tasa de difusion local después de la inyeccién en linea
media y la inyeccion en linea lateral a la media considerando un parametro llamado “indice de difusién”,

que se define de acuerdo con la ecuacion (1):

Puntuacién de abduccién digital de la linea media

indice de difusién = 100 (1).

puntuacién de abduccion digital de la linea lateral a la media

Debido a que las puntuaciones de abduccién digital pueden variar de 0 a 4, y se espera que las
puntuaciones de abduccién digital de la linea lateral a la media sean mas altas que las puntuaciones de
abduccion digital de la linea media (como se discutié anteriormente), los valores del indice de difusién
tipicamente variaran de 0 a 100. Un valor del indice de difusién que se aproxima a 100 indica que la
proporcién de las puntuaciones de abduccion digital de la linea media y de la linea lateral a la linea media
se aproxima a la unidad. Esto puede ocurrir si las tasas de difusién después de la inyecciéon son lo
suficientemente altas como para que los tiempos de difusion para que la toxina botulinica alcance y paralice
los digitos posteriores del animal de prueba después de la inyeccion en la linea media y lateral a la linea
media son comparables o casi iguales. En el otro extremo, los valores del indice de difusién que se
aproximan a cero indican que la proporcion de las puntuaciones de abduccion digital de la linea media y la
linea lateral a la linea media se acercan a cero. Esto puede ocurrir si la difusién de la toxina botulinica
después de la inyeccion en la linea media es tan baja que no es suficiente para causar paralisis en los
dedos posteriores de los animales de prueba, a pesar de que se observa paralisis después de la inyeccion
de linea lateral a media.

La tabla 1 a continuacion muestra los valores del indice de difusion calculados utilizando las
puntuaciones de abduccion digital después de la inyeccion de BOTOX®, RT003 y RTT150 en la linea media
o lateral a la media, como se reporta en el experimento correspondiente a la figura 3. En la escala de
tiempo del experimento, los valores del indice de difusion correspondientes a la inyeccion de la formulacion
BOTOX® son mas altos que los valores observados para las formulaciones RTT150 y RT003. Esto indica
que, para la inyeccion de la formulacion BOTOX®, la relacion de las puntuaciones de abduccion digital de
la linea media y de la linea lateral a la linea media estan mas cerca de la unidad, en comparacién con las
relaciones observadas para las formulaciones RTT150 y RT003. Debido a que la toxina botulinica se debe
difundir aln mas para causar paralisis de los dedos posteriores de un animal de prueba después de la
inyeccion en la linea media, la observacion de que la relacién de las puntuaciones de abduccion digital en
lalinea media y la linea lateral a la media después de la inyeccién de BOTOX® esta mas cerca de la unidad
sugiere que la tasa de difusion de la toxina botulinica después de la inyeccién en la linea media de BOTOX®

es bastante sustancial en relacién con la tasa después de la inyeccién en la linea lateral a la media. En



10

15

20

25

30

35

55

otras palabras, la longitud incrementada de la trayectoria de difusidén asociada con la inyeccion en la linea
media es una barrera menor para causar paralisis de los dedos posteriores.

Por el contrario, los valores del indice de difusion para RT003 son todos cero en la escala de tiempo
de cuatro dias del experimento. Este resultado indica que no se observa difusion que induce paralisis
después de la inyeccioén en la linea media de RT003. En otras palabras, la formulacion RT003 que contiene
la molécula de toxina botulinica tipo A asociada no covalentemente con un portador cargado positivamente,
permite la localizacion mejorada de la toxina botulinica inyectada tipo A. De esta manera, la formulacion
RT003 ofrece un perfil de seguridad mejorado en comparacion con el de la formulacion BOTOX® y
minimiza la paralisis no deseada.

Los valores del indice de difusién observados para RTT150, aunque no son son cero como en el
caso de RT003, son aun menores que los observados para la formulacion de BOTOX®. Véase, tabla 1.
Este resultado indica que se produce suficiente difusion de la toxina botulinica para producir una paralisis
de los dedos posteriores en el plazo de cuatro dias del experimento, pero el tiempo requerido para la
difusion de la toxina botulinica que causa la paralisis es relativamente mas largo después de la inyeccion
en la linea media.

Tabla 1
Mediciones del indice de difusién de la toxina botulinica para RTT150, BOTOX® y RT003

Dias después del tratamiento
0 1 2 3 4

BOTOX® NA | 42 | 38 | 38 9

RT003 NA 0 0 0 0

RTT150 NA | 20 | 20 | 27 | 17

Ejemplo 3: Las formulaciones de toxina botulinica inyectables con tendencia reducida para generar

anticuerpos
Cuando la toxina botulinica se inyecta periédicamente en un paciente para tratar una afecciéon no

deseada, como las arrugas, a menudo se observa que la eficacia de la toxina botulinica disminuye con
inyecciones sucesivas, aunque la duracion de los efectos de la toxina botulinica puede permanecer igual.
Se cree que este fendmeno es el resultado de la formacion de anticuerpos contra la toxina botulinica por
parte del sistema inmune del paciente. Desde la perspectiva del tratamiento, la formacién de anticuerpos
contra la toxina botulinica por parte del paciente no es deseable, ya que se requieren dosis cada vez
mayores de toxina botulinica para lograr el mismo efecto, lo que presenta serios problemas relacionados
con la seguridad y el costo.

En ciertas modalidades, esta invencion proporciona formulaciones de toxina botulinica inyectables
que tienen una tendencia disminuida a inducir la formacién de anticuerpos, en comparaciéon con las

formulaciones comerciales disponibles actualmente de toxina botulinica inyectable. Por consiguiente, en
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estas modalidades, las formulaciones de toxina botulinica ayudan a minimizar el riesgo asociado con la
inyeccion de toxina botulinica al permitir usar, a lo largo del tiempo, menos toxina para lograr el mismo
efecto.

En este ejemplo, los datos del ensayo DAS obtenidos después de inyecciones repetidas de RT003
y BOTOX® como se describe en el ejemplo 2 se analizan en funcién del tiempo para determinar como
cambia la eficacia de estas dos formulaciones después de la administracion repetida a los mismos animales
de prueba. Generalmente, después de la administracién repetida de cualquier formulacién, la duracién de
los efectos con toxina botulinica son los mismos. Sin embargo, el grado de paralisis muscular tras la
administracion repetida varia de acuerdo con la formulacion. Para cuantificar el cambio en el grado de
paralisis muscular, el cambio porcentual en las puntuaciones de abduccién digital después de la inyeccion

de RT003 o BOTOX® se determind de acuerdo con la ecuacion (2):

DAS para el tratamiento enésimo — DAS para el primer tratamiento x 100

% de cambio en DAS = (2).

DAS para el primer tratamiento

Debido a que el numerador de la ecuacién (2) es la diferencia entre las puntuaciones de abduccion
medidas para el enésimo y el primer tratamiento, el cambio porcentual en DAS sera negativo si la
puntuacion de abduccion digital medida para el enésimo tratamiento es menor a la puntuacién de abduccion
digital medida para el primer tratamiento. En otras palabras, el cambio de porcentaje en DAS es negativo
cuando se observa menor paralisis después del enésimo tratamiento, en comparacion con el primer
tratamiento. La tabla 2 muestra el cambio porcentual en los valores DAS medidos después de la
administracion repetida de las formulaciones RT003 y BOTOX® de acuerdo con el procedimiento descrito

en el ejemplo 2.

Tabla 2
Cambio porcentual en el valor DAS después de la administracion repetida de RT003 y BOTOX®
1¢" tratamiento 1¢' retratamiento 29° retratamiento
RT003 0% 0% -30 %
BOTOX® 0% -44 % -67 %

Como se indica en la tabla 2, después del primer tratamiento repetido, el cambio porcentual en la
puntuacion de abduccion digital fue -44 % para la formulacion de BOTOX®, lo que sugiere una caida
sustancial en la eficacia. Por el contrario, el cambio porcentual en la puntuacién de abduccion digital para
la formulacion RT003 fue cero, lo que indica que la puntuacion DAS después del segundo tratamiento
repetido fue la misma que después de la administracién inicial y el primer tratamiento repetido. Este
resultado indica que el grado de paralisis observado después del primer tratamiento repetido de RT003 es
el mismo que el grado de pardlisis que después del primer tratamiento, y que se produjo una formacion
insignificante de anticuerpos neutralizantes en los animales de prueba incluso después del primer
tratamiento repetido. Después del segundo tratamiento repetido de RT003 y BOTOX®, los cambios
porcentuales calculados en los valores de DAS fueron negativos para ambas formulaciones, aunque la
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magnitud del cambio porcentual en los valores de DAS para la formulacién de RT003 fue la mitad del valor
determinado para BOTOX®. El cambio porcentual mayor y negativo en los valores de DAS observado para
BOTOX® sugiere que los animales de prueba tuvieron una mayor tasa de generacién de anticuerpos frente
a BOTOX®, en comparacion con RT003. Por consiguiente, estos datos indican que las formulaciones
contempladas en esta invencion, como RT003, pueden tener una menor tendencia a inducir la formacion
de anticuerpos que neutraliza el efecto de la toxina botulinica. Por lo tanto, este resultado sugiere que al
usar formulaciones contempladas por esta invencion, a lo largo del tiempo, se puede usar menos toxina

botulinica para lograr el mismo efecto terapéutico.

Ejemplo 4: Formulaciones de toxina botulinica inyectables con estabilidad mejorada

Este ejemplo demuestra que las moléculas portadoras cargadas positivamente utilizadas en las
formulaciones inyectables de toxina botulinica de la invencién no solo mejoran el perfil de seguridad de las
formulaciones (ejemplo 2), sino que mejoran también su estabilidad. La tabla 3 muestra los resultados de
los experimentos de reposo, en donde las formulaciones RT003 y RTT150 se dejan reposar a 4 °C (solo
RT003) y a 40 °C (tanto RT003 como RTT150) durante varios intervalos de tiempo. Después del reposo a
temperaturas especificas durante tiempos especificos, la potencia de las formulaciones RT003 y RTT150
se midi6 a través de una serie de ensayos IP LDsp en ratones. Los resultados, resumidos en la tabla 3,
indican que la potencia de RT003 no cambia esencialmente después del reposo a 4 °C, incluso después
de seis meses. Ademas, la potencia de la formulacién RT003, medida por la capacidad de la formulacion
de asesinar a los animales objetivo en un ensayo IP LDso, disminuye solo ligeramente incluso si la
formulacién RT003 se deja reposar a temperatura elevada (40 °C) durante seis meses. Por el contrario, la
formulacién RTT150 mostré una disminucién significativa en potencia después de solo un mes en reposo
a 40 °C. Dado que las formulaciones RT003 y RTT150 son idénticas, con la excepcidn de que la formulacion
RT003 también contiene una molécula portadora cargada positivamente que tiene la férmula
RKKRRQRRRG-(K)15-GRKKRRQRRR, estos datos indican que la molécula portadora cargada
positivamente mejora la estabilidad de la toxina botulinica en la formulaciéon RT003.

Tabla 3

Resultados de los ensayos LDso de ratdon después del reposo de la RT003 y de la RTT150 en varias

condiciones
Condicion Tiempo % de blanco
(°C) (meses)
RTO003 4 0 100 %
4 6 118 %
40 6 93 %
RTT150 40 1 <50 %

Ejemplo 5: Formulacion inyectable de toxina botulinica que muestra efectos de duracién a largo

plazo en el tratamiento de las lineas glabelares

Este ejemplo describe un estudio clinico y un analisis intermedio de los resultados en la semana
24 para evaluar la seguridad, la eficacia y la duracion del efecto de una composicion inyectable de la
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invencion que contiene toxina botulinica tipo A y un portador cargado positivamente que comprende un
polipéptido de polilisina cargado positivamente que tiene covalentemente unido al mismo uno o mas grupos
de eficiencia cargados positivamente, llamados RT002. El producto RT002 es una formulacién inyectable
que contiene la molécula de toxina botulinica del subtipo A de 150 kD, que no esta asociada
covalentemente con péptido portador cargado positivamente que tiene la formula RKKRRQRRRG-(K)15-
GRKKRRQRRR (RTP004; SEQ ID NO: 4), y que no contiene proteinas accesorias o componentes
derivados de animales. Se usa RT002 en el estudio para el tratamiento de lineas glabelares moderadas a
severas. El excipiente comprende 0.1 mg de polisorbato 20, 36 mg de hidrato de trehalosa y 11.7 pg de
RTPO004, por 50 U de la toxina tipo A de 150 kDa sin proteinas accesorias y la dosis de tratamiento es 40
u.

El estudio clinico fue un estudio multicéntrico, aleatorizado, doble ciego, con rango de dosis,
controlado con activo y placebo, de fase 2, disefiado y realizado para evaluar la seguridad, la eficacia y la
duracion del efecto de un solo tratamiento (una vez) mediante inyeccion de RT002 para la mejora temporal
en la apariencia de lineas glabelares en adultos. Tres dosis, 20 U, 40 U y 60 U de RT002 se evaluaron en
comparacion con un activo, es decir VISTABEL®/BOTOX® (dosis 20 U mediante inyeccién intramuscular
y un control de placebo (inyeccién intramuscular). El tratamiento inyectable fue una sola inyeccion
intramuscular. Asimismo, se evalu6 la duracion del efecto de un solo tratamiento de RT002 en tres niveles
de dosis versus VISTABEL®/BOTOX® Cosmetic.

El producto RT002 esta compuesto de neurotoxina botulinica de 150 kD purificada sin proteinas
accesorias, denominada RTT150, formulada en un polvo liofilizado. En estudios no clinicos, RT002 ha
demostrado que exhibe menor difusién que otras formas de la neurotoxina botulinica A (BoNTA) y puede
ofrecer mayor control del efecto en los sitios blanco con menos efectos secundarios debido a la propagacion
distante de la toxina en los musculos vecinos. Ademas, la formulacién de la toxina botulinica tipo A libre de
aditivos RT002 tiene la capacidad de permitir un menor potencial inmunogénico debido a la ausencia de
proteinas no activas presentes en la formulacion. Ademas, RT002 fue bien tolerada después de la
administracion intramuscular de dosis repetida de hasta 50 U/kg en ratas.

Régimen de dosificacién y técnica de inyeccién: El régimen de dosificacion de RT002 para este
estudio fue un tratamiento Unico ya sea de RT002 (20 U, 40 U o 60 U), placebo o VISTABEL® / BOTOX®,
que se dosificé a 20 U por sujeto, como una inyeccién intramuscular de 0.1 mL en cada uno de los 5 sitios
de inyecciones en la frente (0.5 mL en total), entre las cejas del sujeto sometido a tratamiento. Todos los
tratamientos fueron inyecciones intramusculares administradas por un médico capacitado. Mas
especificamente, los sujetos del estudio recibieron un tratamiento Unico de 0.1 mL por tratamiento
inyectable en cinco sitios de inyeccién: dos inyecciones en cada musculo corrugador y una inyeccion en el
musculo précer. Los investigadores, el personal del sitio, los sujetos y el patrocinador fueron cegados a las
asignaciones del grupo de tratamiento. Aproximadamente 250 sujetos adultos, mujeres y hombres, de 30
a 65 afos de edad y con buena salud general, con lineas glabelares moderadas a severas al ingreso, se
inscribieron en el estudio.

Las lineas glabelares faciales surgen del corrugador lateral y los musculos précer verticales en la
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cara. Estos pueden identificarse facilmente mediante la palpacién de la masa muscular mientras el paciente
frunce el cefio al maximo. El corrugador deprime la piel creando una linea vertical, es decir, un surco,
rodeado de bordes de musculos tensos (es decir, lineas de expresion). Debido a la ubicacién, tamafio y el
uso de los musculos varian notablemente entre los individuos, los médicos que administran la toxina
botulinica inyectable deben comprender la anatomia relevante del area involucrada y cualquier alteracion
de la anatomia debido a procedimientos quirdrgicos previos. Para reducir el riesgo de ptosis, se realizan
los siguientes pasos de manera 6ptima: (i) se debe evitar la inyeccién en el elevador palpebral superior o
cerca de él, particularmente en pacientes con depresores de cejas mas grandes; (ii) las inyecciones en el
corrugador medial deben estar al menos 1 centimetro por encima del reborde supraorbitario 6seo; (iii) se
debe garantizar que el volumen/dosis inyectada sea exacto; y (iv) la toxina no se debe inyectar a menos
de 1 centimetro por encima de la ceja central. La toxina botulinica se inyecta aplicando presién con el dedo
sobre el reborde orbitario medial superior mientras se avanza la aguja a través de la piel hacia el musculo
subyacente.

Para el estudio, se evalud la gravedad de las lineas glabelares por el investigador y el sujeto. Para
la evaluacion por el investigador, se utilizd el sistema de clasificacion de Evaluacién Global por el
Investigador - Gravedad de Arrugas Faciales (IGA-FWS) como sigue: una puntuacién de clasificacion de
IGA-FWS de (0) indico que no hay gravedad de las arrugas faciales; una puntuacién de clasificacion de
IGS-FWS de (1) indicé una gravedad leve de las arrugas faciales; una puntuacion de clasificacion de IGA-
FWS de (2) indicé una gravedad moderada de las arrugas faciales y una puntuacién de clasificacion de
IGA-FWS de (3) indicé gravedad severa de las arrugas faciales. Como se aprecia por el técnico en la
materia, una guia fotografica muestra los grados de gravedad de las arrugas, utilizados por el investigador
y referencia.

Evaluacion de la gravedad de las arrugas faciales por el paciente (PFWS): Se utilizé la
gravedad de las arrugas faciales del paciente (PFWS, por sus siglas en inglés) para la evaluacion de la
gravedad de las arrugas faciales de un sujeto. Los sujetos completaron la gravedad de las arrugas faciales
del paciente (PFWS) con el cefio fruncido al maximo para evaluar la gravedad de las lineas glabelares en
la visita de seleccidn, la visita de tratamiento (dia 0) previa al tratamiento, las visitas de seguimiento
(semanas 2, 4, 8, 12, 16, 20, 24, 28, 32) y visita de fin de estudio (semana 24, 28, 32 o 36, segun
corresponda) o visita de interrupcion temprana, si corresponde. El formato de evaluacion se proporcioné
directamente al sujeto para completarlo mientras revisaba las lineas glabelares utilizando un espejo de
mano que se le proporciond. El sistema de puntuacion de clasificacion PFWS fue el siguiente: una
puntuacion de clasificacion de PFWS de (0) indicoé que no hay gravedad de de las arrugas, con descripcion
asociada “sin arrugas”; una puntuacion de clasificaciéon de PFWS de (1) indicé gravedad leve de las
arrugas, con descripcion asociada de “arrugas muy superficiales”; una puntuacion de clasificacién de PFWS
de (2) indicoé gravedad de arrugas moderada, con descripcidon asociada de “arrugas moderadas”; y una
puntuacion de clasificacion de PFWS de de (3) indicé gravedad severa de las arrugas, con descripcion
asociada de “arrugas profundas”. De acuerdo con el estudio, se requirié una clasificacion IGA-FWS y PFWS

de (2) moderada o (3) severa para las lineas glabelares de un sujeto para que el sujeto se inscribiera en el
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estudio.
Los sujetos se aleatorizaron 1:1:1:1:1 a uno de los tratamientos de la tabla 4 a continuacion.

Tabla 4 - Descripcion de los grupos de tratamiento

Grupo de tratamiento Elemento de prueba y dosis Num. de sujetos
1 RT002 20 U 50
2 RT002 40 U 50
3 RT002 60 U 50
4 Placebo 50
5 Comparador activo (VISTABEL®/BOTOX® 20 U) 50

Los sujetos inscritos en el estudio tuvieron visitas de seleccion y tratamientos y evaluaciones de
seguridad y eficacia de seguimiento durante todo el estudio durante hasta 36 semanas. Se proporcioné un
diario del sujeto para el periodo inicial de 2 semanas para documentar el inicio de la respuesta al
tratamiento. Los sujetos se evaluaron con una llamada telefénica en la semana 1 y durante las visitas en
las semanas 2, 4, 8, 12, 16, 20, 24, 28, 32 y 36 del estudio. Se les realiz6 seguimiento a todos los sujetos
por al menos 24 semanas después del tratamiento. Si la puntuacion de la Evaluacién Global por el
Investigador - Gravedad de Arrugas Faciales (IGA-FWS) del sujeto con el cefio fruncido al maximo regresé
al valor inicial entre las visitas de las 24 semanas y 36 semanas, la visita en la que se registré esa
puntuacion se considero la Visita de fin de estudio para el sujeto.

La duracion del estudio fue de hasta 38 semanas, incluido un periodo de seleccion de hasta dos
semanas seguido de un solo tratamiento y un periodo de seguimiento de hasta 36 semanas después del
tratamiento. Se les realizé seguimiento a todos los sujetos por al menos 24 semanas después del
tratamiento. Los sitios de inyeccién se evaluaron en la visita de seleccion, visita de tratamiento (dia 0),
antes y después del tratamiento (para determinar si hubo una reaccién inmediata al producto en
investigacion), visitas de seguimiento (semanas 2, 4, 8, 12, 16, 20, 24, 28, 32) y visita de fin de estudio
(semana 24, 28, 32 o 36, segun corresponda) o visita de interrupcion temprana, si corresponde. La
evaluacion se realizé como una evaluacion global de los 5 sitios de inyeccion y evalué el eritema, el edema,
sensacion de ardor o escozor, y picazén, como se describe por el sujeto.

Ademas, el investigador evalud los nervios craneales Il a VIl en la visita de tratamiento (dia 0)
previa al tratamiento, en las visitas de seguimiento (semanas 2, 4, 8, 12, 16, 20, 24, 28, 32) y en la visita
de fin de estudio (semana 24, 28, 32 o 36, segun corresponda) o visita de interrupciéon temprana, segun
corresponda. Las puntuaciones para las evaluaciones del nervio craneal se capturaron de la siguiente
manera: una puntuacion de clasificacion de (1) correspondié a “Normal”; una puntuacién de clasificacion
de (2) correspondié a “Anormal, no clinicamente significativo”; una puntuacién de clasificacion de (3)
correspondioé a “Anormal, clinicamente significativo”; una puntuacion de clasificacion de (4) correspondié a
“No evaluado”. Para estas evaluaciones, el nervio craneal Il es el nervio 6ptico; el nervio craneal lll es el
nervio oculomotor; el nervio IV es el nervio troclear; el nervio craneal V es el nervio trigémino; el nervio
craneal VI es el nervio abducens y el nervio craneal VIl es el nervio facial. The Regional House-Brackmann
Facial Nerve Grading System (Yen, T.L. et al., 2003, Otol. Neurotol., 24(1): 118-122) fue disehado para
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evaluar la sincinesis y las cuatro ramificaciones principales del nervio facial (V1) que inervan la musculatura
objetivo y adyacente. El investigador evalué la funcionalidad del nervio facial (VIl) en la visita de tratamiento
(dia 0) previa al tratamiento, visitas de seguimiento (semanas 2, 4, 8, 12, 16, 20, 24, 28, 32) y la visita de
fin de estudio (semana 24, 28, 32 o 36) segun sea adecuado) o visita de interrupcién temprana, segun
corresponda.

La fuerza de los musculos faciales se evalué utilizando la Escala del Consejo de Investigacion
Médica para la Evaluacion de la potencia muscular (MRC). MRC es una escala confiable y validada para
evaluar la debilidad muscular y ayuda a la investigacion de lesiones nerviosas periféricas (Paternostro-
Sluga, 2008). Se evaluaron el musculo orbicular (parpado), elevadores laterales de las cejas y los musculos
orbiculares zigomaticos en cada lado de la cara. En la escala MRC para la Evaluacién de la potencia
muscular, una puntuaciéon de clasificacion de (0) corresponde a “sin movimiento”; una puntuacion de
clasificacion de (1) corresponde a “parpadeo perceptible en el musculo”; una puntuacion de clasificacién
de (2) corresponde a “movimiento solo si se elimina la gravedad”; una puntuacion de clasificaciéon de (3)
corresponde a “puede mover la extremidad contra la gravedad”; una puntuacién de clasificaciéon de (4)
corresponde a “puede moverse contra la gravedad y cierta resistencia ejercida por el examinador; y una
puntuacion de clasificacion de (5) corresponde a “potencia normal”.

Se realizaron consultas de propagacion distante de toxinas con los sujetos en la visita de
tratamiento (dia 0) posterior al tratamiento, llamada telefénica de seguimiento (semana 1), visitas de
seguimiento (semanas 2, 4, 8, 12, 16, 20, 24, 28, 32) y visita de fin de estudio (semana 24, 28, 32 o 36,
segun corresponda) o visita de interrupcién temprana, segun corresponda. Ademas, los eventos adversos
(EA) se evaluaron también en los mismos puntos de tiempo. Sin limitarse, los ejemplos de EA incluyen
vision doble, paralisis de los parpados, debilidad muscular, cansancio extremo y dificultad para tragar,
respirar y hablar.

Las evaluaciones de eficacia incluyeron la evaluacién del investigador de la gravedad de la linea
glabelar y las escalas de mejora de la linea glabelar, la evaluacién del sujeto de la gravedad de la linea
glabelar y la mejora incluyendo los cuestionarios del sujeto y el inicio de efecto evaluado diariamente por
el sujeto. Las evaluaciones de eficacia se realizaron con el sujeto en una posicién sentada. Para tener una
posicion visual constante durante la evaluacion, el investigador le pide al sujeto que se enfoque en un punto
fijo en la sala de examen. La evaluacion se debe realizar en una habitacién con buena iluminacién cenital
(no se debe utilizar una luz de examen) o luz natural desde una ventana (pero no la luz solar directa). En
cada visita a la clinica, el investigador evalué la apariencia visual (con el cefio fruncido al maximo y en
reposo después del cefo fruncido al maximo) de las lineas glabelares utilizando una puntuaciéon de
escala/clasificacion de IGA-FWS de 4 puntos apta para el propdsito para la Puntuacién de Gravedad de
las Arrugas Faciales, de la siguiente manera: una puntuacion de clasificacion de (0) correspondié a sin
arrugas faciales; una puntuacién de clasificacién de (1) correspondié a arrugas faciales leves; una
puntuacion de clasificacion de (2) correspondié a arrugas faciales moderadas; y una puntuacién de
clasificacion de (3) correspondioé a arrugas faciales severas. La evaluacion represento la gravedad de las

arrugas en cada punto de tiempo dado y no se basé en una comparacién con el nivel previo al tratamiento.
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Las evaluaciones se completaron 6ptimamente por el mismo investigador y lo mas cerca posible a la misma
hora del dia en cada visita. En un esfuerzo por estandarizar la clasificaciéon de la gravedad de las arrugas
entre los investigadores, se utilizé un conjunto de fotografias que muestran los grados de gravedad de las
arrugas para la capacitaciéon de los investigadores. Asimismo, se proporcion6 una guia fotografica a cada
centro de estudio para ayudar en la evaluacion del investigador.

Escala de Mejoria Estética Global del Paciente (GAIS): El investigador y el sujeto evaluaron la
apariencia visual (con el cefo fruncido al maximo y en reposo después del cefio fruncido al maximo) de la
mejora de la linea glabelar desde la condicién inicial utilizando la Escala de Mejoria Estética Global del
Paciente (GAIS) de 7 puntos de gravedad que se muestra en la tabla 5 a continuacién. Los sujetos del
estudio completaron la Escala de Mejoria Estética Global del Paciente (GAIS) con el cefio fruncido al
maximo y en reposo después del cefo fruncido al maximo, para evaluar la apariencia visual de la mejora
de la linea glabelar desde la condicién inicial en las visitas de seguimiento (semanas 2, 4, 8, 12, 16, 20, 24,
28, 32) y la visita de fin de estudio (semana 24, 28, 32 o 36, segun corresponda) o visita de interrupcién
temprana, segun corresponda. El formato de evaluacién GAIS se proporcioné directamente al sujeto para
completar mientras se revisaba el area tratada utilizando un espejo de mano suministrado. Los sujetos con
lentes de contacto vieron de manera éptima sus lineas glabelares mientras usaban sus lentes de contacto.
Se aconsej6 a los sujetos que usaban anteojos que vieran sus lineas glabelares sin anteojos si fuera
posible. Si se necesitaban anteojos para que el sujeto vea sus lineas glabelares, entonces se utilizaron los
anteojos para la evaluacién. La evaluacion del sujeto se completé antes de que el investigador completara
la evaluacion IGA-FWS.

Tabla 5 - Escala de Mejoria Estética Global

Puntuacién de .
clasificacién Mejora en las arrugas

-3 Muchisimo peor
-2 Mucho peor
-1 Peor
0 Sin cambio
1 Mejor
2 Mucho mejor
3 Muchisimo mejor

En cada visita a la clinica, el sujeto evalud la apariencia visual (con el cefio fruncido al maximo) de
las lineas glabelares utilizando la siguiente escala de 4 puntos para la evaluacion de la Gravedad de las
Arrugas Faciales del Paciente (tabla 6 a continuacion). El formato de evaluacion se proporcioné
directamente al sujeto para completar mientras se revisaba el area de tratamiento glabelar utilizando el
espejo de mano suministrado. En cuanto a la evaluacion GAIS anterior, los sujetos con lentes de contacto

vieron optimamente sus lineas glabelares mientras usaban sus lentes de contacto. Se aconsej6 a los
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sujetos que usaban anteojos que vieran sus lineas glabelares sin anteojos si fuera posible. Si se
necesitaban anteojos para que el sujeto vea sus lineas glabelares, entonces se utilizaron los anteojos para
la evaluacion. La evaluacion del sujeto se completd antes de que el investigador completara la evaluacion
IGA-FWS. La evaluacion representé la gravedad de las arrugas en cada punto de tiempo dado y no se
basé en una comparacion con el nivel de defecto previo al tratamiento. Las evaluaciones se completaron
Optimamente por el sujeto lo méas cerca posible al mismo tiempo en cada visita.

Tabla 6 - Gravedad de las Arrugas Faciales del Paciente (PFWS)

Puntuacién de | Gravedad de las _
e . Descripcion
clasificacion arrugas
0 Ninguna Sin arrugas
1 Leve Arrugas muy superficiales
2 Moderada Arrugas moderadas
3 Grave Arrugas profundas

Las evaluaciones adicionales de los sujetos durante el estudio incluyeron una clasificacion de la
importancia de la duracién del efecto al elegir un tratamiento estético (proporcionado en la visita de
tratamiento (dia 0); una clasificacién de la satisfaccién de los sujetos con los resultados del tratamiento (en
la visita de la semana 4), en forma de un cuestionario para calificar su satisfaccion con los resultados del
tratamiento, se pregunté a los sujetos qué tan satisfechos o insatisfechos estaban con la apariencia del
area tratada de la cara; y una clasificacion de su satisfaccion con la duracién del efecto del tratamiento (en
la visita de fin de estudio (semana 24, 28, 32 o 36, segun corresponda) o visita de interrupcion temprana,
segun corresponda.

Se tomaron fotografias digitales del area de tratamiento en visita de tratamiento (dia 0) previa al
tratamiento, en las visitas de seguimiento (semanas 2, 4, 8, 12, 16, 20, 24, 28, 32) y en la visita de fin de
estudio (semana 24, 28, 32 o0 36, segun corresponda) o en la visita de interrupcién temprana. Las fotografias
digitales fueron tomadas de manera controlada y estandarizada. Se proporcionaron fotografias de
referencia y capacitacién adecuada al personal del sitio y a los investigadores. Los sujetos no utilizaron
optimamente magquillaje en la cara o en los ojos de ningun tipo. Para minimizar el reflejo de luz de la piel,
las areas tratadas se secaron con una almohadilla con alcohol y se dejaron secar para eliminar el aceite
de la piel antes de tomar fotografias. Las fotografias incluian la vista frontal del sujeto con el cefio fruncido
al maximo y en reposo después del cefio fruncido al maximo.

Analisis estadistico: Todos los programas estadisticos y los analisis se realizaron con SAS
version 9.3 o superior. Debido a que este estudio no se realizé para detectar diferencias estadisticamente
significativas entre los grupos de tratamiento al nivel de 0.05, se espera que el valor p obtenido de varias
pruebas descritas a continuacion establezca tendencias estadisticas. No se realizaron ajustes para la
multiplicidad de las pruebas. Las caracteristicas demograficas e iniciales se resumieron para las
poblaciones con intencion de tratar (ITT), por protocolo (PP) y de seguridad. Las estadisticas descriptivas

se proporcionaron para todas las variables de eficacia en todos los puntos de tiempo por grupos de



10

15

20

25

30

35

64

tratamiento, asi como por grupo de tiempo y por geografia/pais. Se analizaron analisis de eficacia para las
poblaciones ITT y PP. Los analisis de seguridad se realizaron en la poblacion de seguridad.

Poblaciones Todos los sujetos que fueron asignados aleatoriamente y recibieron tratamiento (al
menos 1 dosis de medicacién del estudio) se incluyeron en la poblacién con intencion de tratar (ITT). Todos
los sujetos que se aleatorizaron, recibieron tratamiento y que habian proporcionado al menos una
evaluacion de seguridad posterior al tratamiento, se incluyeron en la poblacion de seguridad. La poblacion
por protocolo (PP) incluy6 sujetos de la poblacion ITT que completaron la evaluacion de 24 semanas sin
una violacién importante del protocolo. Los sujetos fueron excluidos de la poblacién PP por cualquiera de
las siguientes razones: (i) el sujeto viol6 los criterios de inclusion/exclusion; (ii) el sujeto se perdio la visita
de la semana 24; (iii) el sujeto usé un medicamento prohibido; (iv) la visita de la semana 24 del sujeto fue
+ 5 dias fuera de horario (fuera de la variacién permitida en los dias de visita programados).

Para los grupos de seguridad y las comparaciones de eficacia, los sujetos se asignaron
aleatoriamente a 5 grupos de tratamiento (RT002 20 U; RT002 40 U; RT002 60 U; placebo; Comparador
activo). Las comparaciones de eficacia primaria se realizaron entre cada dosis de RT002 y comparador
activo; cada dosis de RT002 y placebo; asi como el comparador activo con placebo. Se evalué una relacién
riesgo a beneficio para examinar las tendencias a favor de al menos una de las dosis de RT002 versus el
comparador activo en las evaluaciones clave del estudio (proporcion de respondedores al mes 6 y duracién
de la respuesta medida hasta 36 semanas; frecuencia de EA).

Dentro de cada grupo de tratamiento, las puntuaciones faltantes para IGA-FWS, PFWS y GAIS
para la poblacién ITT fueron imputadas por la imputaciéon multiple Markov Chain Monte Carlo (MCMC) para
analisis basados en la proporcion de respondedores. El andlisis de sensibilidad para el punto final primario
se realizé utilizando imputaciones basadas en el ultimo método de observacion realizado.

Se utilizaron estadisticas descriptivas para resumir las caracteristicas demograficas (p. €j., edad,
sexo, raza, etc.) y las caracteristicas de fondo (p. €j., IGA-FWS, PFWS, etc.). El historial médico pasado o
en curso, el cumplimiento de las visitas de estudio y el uso de medicamentos anteriores y concomitantes
se resumieron para todos los sujetos y se presentaron en una lista por sujeto.

Eficacia: Para la eficacia, se evalué la eficacia clinica primaria por un evaluador cegado que califico
la gravedad de las lineas glabelares del sujeto con el cefio fruncido al maximo utilizando IGA-FWS. Un
respondedor se define como un sujeto que tiene una mejora de un punto o mas en IGA-FWS versus el
inicio y que no ha regresado a IGA-FWS inicial en el punto de tiempo de evaluacién. Para los propositos
de analisis primario, la proporcién de respondedores se compard entre cada dosis de RT002 y el
comparador activo en la semana 24. Cada grupo de tratamiento RT002 se compard por separado con
placebo y el comparador activo. El comparador activo también se comparé con el placebo en cada visita.
Las comparaciones se realizaron con las pruebas Cochran-Mantel-Haenszel (CMH) estratificadas por IGA-
FWS inicial.

Para los propésitos del analisis primario, se comparé la Duracion de Respuesta entre cada una de

las dosis de RT002 y el comprador activo utilizando el método de Kaplan-Meier. La duracién de la respuesta

se midié desde el momento de la inyeccion hasta el momento en que un sujeto volvié a su gravedad inicial
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de acuerdo con lo medido por el Investigador Cegado con base en IGA-FWS. Si el sujeto no logré una
mejora de un punto en comparacién con el inicio de acuerdo con IGA-FWS en o antes de la semana 4, la
duracion de respuesta se consideré cero. Si el sujeto logré una mejora de al menos 1 punto de acuerdo
con IGA-FWS en la semana 4 o antes, pero no volvié al inicio en la semana 36 (Ultimo punto de tiempo),
dicho sujeto fue controlado en la semana 36 (fecha de la ultima evaluacion) para el andlisis. La prueba de
rangos logaritmicos se utilizé para comparar la duracién de respuesta entre RT002 y el comparador activo.

Una Relacién Riesgo a Benéeficio calculada para cada grupo de tratamiento fue igual a la suma del numero

de eventos adversos relacionados con el tratamiento dividido por la suma de la duracién de los dias de
respuesta para los sujetos en el grupo de tratamiento. Si un sujeto logré una mejora de al menos 1 punto
basado en IGA-FWS en la semana 4 o antes, pero volvid al inicio en la semana 36 (ultimo punto de tiempo),
entonces su contribucién a la suma de beneficios fue el nimero de dias entre el inicio y el ultimo dia de
visita.

Para andlisis secundarios, los puntos finales secundarios utilizados se definen como sigue: (1)
Proporcién de respondedores en la semana 2 y en las semanas 4 a 36 con el énfasis en las evaluaciones
de la semana 12 y la semana 24. Las comparaciones entre los grupos de tratamiento se basaron en la
prueba CMH estratificada por la gravedad inicial de la variable analizada cuando fue posible. Cada grupo
de tratamiento se comparo con placebo y se comparo por separado con el comparador activo para aquellos
sujetos que tenian una gravedad inicial que posiblemente podria permitir la mejora requerida para el éxito.
El comparador activo también se comparé con el placebo en cada visita.

Los respondedores se evaluaron con base en varias definiciones: (i) aquellos que mejoran en al
menos 2 puntos con base en IGA-FWS versus el inicio; (ii) aquellos que mejoran en al menos 1 punto con
base en IGA-FWS versus el inicio; (iii) aquellos que tienen puntuaciones de IGA-FWS de 0 o 1; (iv) aquellos
que mejoran al menos 1 punto con base en PFWS; (v) aquellos que mejoran en al menos 2 puntos con
base en PFWS; (vi) aquellos que tienen una puntuacion de al menos 1 en la escala GAIS;

(2) Puntos finales secundarios con base en varias definiciones de duracion de respuesta. A los
sujetos que no lograron una mejora como se especifica en cada definicion a continuacion en la semana 4
se les asigno la duracion 0; los sujetos que lograron una mejora como se define a continuacién pero que
no volvieron al inicio en la semana 36 fueron controlados en la semana 36 (fecha de la ultima evaluacion).
Los grupos de tratamiento se compararon utilizando la prueba de rangos logaritmicos. Para cada definicion
y grupo de tratamiento, se calculd una relacién de riesgo a beneficio como se describié anteriormente. Las
definiciones para la duracién de la respuesta incluyen (i) el tiempo desde la inyeccién hasta la puntuacion
GAIS menor a 1 para una definicién de respondedores de al menos 1 en GAIS; (ii) tiempo desde la inyeccion
hasta la reversion al inicio para una definicion de respondedores de al menos 2 puntos de mejora en IGA-
FWS; (iii) tiempo desde la inyeccion hasta la reversién al inicio para una definicién de respondedores de al
menos 1 punto de mejora en PFWS; (iv) tiempo desde la inyeccién hasta la reversion al inicio para una
definicidon de respondedores de al menos 2 puntos de mejora en PFWS; (v) tiempo desde la inyeccion hasta
la reversion al inicio para una definicién de respondedores de al menos 1 punto de mejora en IGA-FWS

utilizando el modelo de riesgos proporcionales con término para el tratamiento, la gravedad inicial y el
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tratamiento por interaccion de la gravedad inicial; y (vi) tiempo desde la inyeccion hasta la reversion al inicio
para una definicién de respondedores de al menos 1 punto de mejora en PFWS utilizando el modelo de
riesgos proporcionales con término para el tratamiento, la gravedad inicial y el tratamiento por interaccion
de la gravedad inicial. Se realizé un analisis exploratorio para correlacionar las puntuaciones de evaluacion
GAIS del sujeto con las tasas de respondedores basadas en el PFWS para los cambios de 1y 2 puntos.
Se utilizaron los analisis de correlacién y regresiones logisticas, segun corresponda.

Datos de los pacientes: Los resultados por paciente reportados respaldaron los hallazgos del
investigador sobre la duracion y la eficacia del tratamiento con RT002. A las 24 semanas (4 meses), la
dosis de 40 U de RT002 continué proporcionando tasas de respuesta clinicamente mas altas en la Escala
de Mejoria Estética Global del Sujeto (GAIS) con 46.3 % de los sujetos tratados con RT002 40 U versus
31 % de los sujetos tratados con BOTOX® Cosmetic que tienen una puntuacion de clasificacién de al
menos 1. En la semana 16, en comparacién con la duracion de “hasta 120 dias” de BOTOX® Cosmetic,
de acuerdo con la informacion de la etiqueta, la dosis de RT00240 U alcanzd tasas de respuesta
estadisticamente significativas mas altas medidas por al menos una mejora de 1 punto en la Escala de
Gravedad de las Arrugas del Paciente (PWS) y al menos una clasificacion de 1 punto en la Escala de
Mejoria Estética Global del Sujeto. El 76.9 % de los sujetos tratados con RT002 40 U mantuvo al menos
una mejora de 1 punto en PWS en comparacion con 58.5 % de sujetos tratados con BOTOX® Cosmetic.
Ademas, 89.7 % de los sujetos tratados con RT002 40 U mantuvo al menos una puntuacion de 1 punto en
GAIS en comparacion con 70.7 % de los sujetos tratados con BOTOX® Cosmetic.

Seguridad: El producto RT002 mostré un perfil de seguridad y eficacia altamente comparable con
BOTOX® Cosmetic. Los eventos adversos fueron generalmente leves y se asociaron principalmente con
los efectos de la inyeccién misma. Todos los grupos de dosis de RT002 exhibieron un excelente perfil de
seguridad general con EA que fueron predominantemente localizados, transitorios y de gravedad leve. No
se produjeron EA graves en un grupo de dosis activa. Los grupos de dosis de 20 U y 40 U de RT002 fueron
bien tolerados y clinicamente superiores a BOTOX® con respecto a causar ptosis. Ademas, RT002 exhibio
menos propagacion descendiente a las dosis de 20 U y 40 U. Tanto las dosis de 20 U como las de 40 U no
causan ptosis en ningun sujeto tratado con esas dosis de RT002 en ningin momento, en comparacién con
el 1.9 % en el grupo tratado con BOTOX® Cosmetic. Se observé una tasa de ptosis del 5.7 % en sujetos
del grupo de tratamiento con RT002 60 U. Estos eran de naturaleza transitoria, como se ve tipicamente
con el tratamiento con BOTOX®. La difusion reducida de RT002 es consistente con estudios no clinicos y
anteriores y apoya una propagacion reducida de toxina, como se observa en sujetos tratados con
composiciones de la invencién que contienen toxina botulinica, como la toxina botulinica A, y un portador
cargado positivamente que comprende una estructura tal como polilisina, con uno o mas grupos de
eficiencia cargados positivamente, unidos covalentemente como se describe en la presente, tal como
RTO002.

Dosificaciéon y duracion del efecto: Sin desear limitarse, los resultados del analisis intermedio
respaldan una seleccion de dosis de 40 U como una dosis Optima para el tratamiento unico con las

composiciones que contienen botulina de la invencion, en base a las altas tasas de respuesta, la duracion
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del efecto y el perfil de seguridad positivo. Ademas, las composiciones de la invencién, tal como RT002,
tienen una duracién de efectos sostenida y duradera, p. €j., durante al menos 6 meses, después de la
administracién por inyeccién a un sujeto. De acuerdo con lo determinado por el andlisis intermedio de los
resultados del estudio, el tratamiento de las lineas glabelares de los sujetos con el producto RT002 logré
un efecto de duracion superior en comparacion con el tratamiento de las lineas glabelares en los sujetos
con BOTOX® Cosmetic. De hecho, se demostré una mediana de 5.9 meses de mejoria de 1 punto en IGA
en el grupo de dosis de RT002 40 U (23.6 semanas) versus una duracion de 18.8 semanas en sujetos
tratados con BOTOX® Cosmetic (p = 0.020) basado en el método de analisis Kaplan Meier. (véanse, por
ejemplo,las figuras 4A y 4B). Se debe destacar que, en el mes 6, un nimero significativo de sujetos
tratados con RT002 fueron monitoreados en el analisis provisional de la duracién, ya que todavia eran
respondedores. En el mes 6, casi un tercio (~33 %) de los sujetos en el grupo de tratamiento de RT002 40
U todavia no tenian arrugas, o no tenian casi ninguna, después de un solo tratamiento (p = 0.041) versus
12 % de los sujetos en el grupo de tratamiento con BOTOX® Cosmetic. Ademas, se le dio seguimiento al
grupo de dosis alta durante 32 semanas después del tratamiento para evaluar la duracién de la respuesta
y se logré una duracion media de 29.4 semanas o 7.3 meses de acuerdo con las evaluaciones del
investigador y el sujeto.

La duracion del efecto que proporcionan las composiciones de la invencion, tales como RT0002,
asi como los métodos y usos de tratamiento de las mismas, proporcionan ventajas que los sujetos
sometidos a tratamiento consideran de gran importancia para ellos para un tratamiento estético. Una
duracion de efecto tan larga y sostenida, particularmente lograda por una dosis de producto de inyeccion
Unica o una vez, es decir, RT002, permite menos inyecciones por curso de tratamiento para un sujeto, que
es importante para la comodidad, conveniencia y bienestar general del sujeto. Un producto que ofrece
efectos significativos y sostenidos, mantenido durante al menos un periodo de 6 meses después de una
dosis de tratamiento unica por inyeccidon del producto a un sujeto, proporciona una solucién a una
necesidad insatisfecha en la técnica tanto para profesionales como para pacientes.

Resumen de los resultados provisionales; Los resultados demuestran que una composicion de
la invencion representada por el producto RT002 demostrd ser superior a BOTOX® Cosmetic, medida por
la duracién media del efecto y las tasas de respondedores con una mejora de 1 punto y 2 puntos en IGA-
FWS, y el porcentaje de pacientes que lograron o se mantuvieron sin arrugas o arrugas leves de
conformidad con el sistema de puntuacion IGA-FWS descrito anteriormente. El estudio logré resultados
estadisticamente significativos para el punto final primario de eficacia de la mejora de 1 punto en IGA-FWS
alos 28 dias. El analisis intermedio de la semana 24 demostré una diferenciacion clinicamente significativa
en los resultados obtenidos por el tratamiento Unico de sujetos con una dosis inyectada de RT002 versus
inyeccién con BOTOX® Cosmetic.

De acuerdo con lo determinado también por el analisis intermedio, RT002 logr6é una duracién de
efecto de aproximadamente 6 meses con altas tasas de respuesta. RT002 logré una duracion superior del
efecto en comparaciéon con BOTOX® Cosmetic, demostrando una duraciéon media de 5.9 meses de mejora

de 1 punto en las lineas glabelares basadas en la escala de Evaluaciéon Global por el Investigador -
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Gravedad de Arrugas Faciales (IGA-FWS) en el grupo de dosis de 40 U (23.6 semanas) versus 18.8
semanas para BOTOX® Cosmetic (p = 0.020) basado en el método de analisis de Kaplan Meier. A las 24
semanas (6 meses), RT002 a dosis de 40 U y 60 U continué proporcionando tasas de respuesta
clinicamente mas altas en el 35.9 % y el 29.3 % de los sujetos, respectivamente, manteniendo una mejora
de 1 punto frente al 19 % de los pacientes tratados con BOTOX® Cosmetic. RT002 alcanzé su objetivo
principal de eficacia de al menos 1 punto de mejora en la escala del investigador (IGA-FWS) a los 28 dias,
asi como el resultado informado por el paciente. RT002 tasas de respuesta del 100 % en todos los grupos
de dosis en el punto final primario de eficacia de 28 dias de una mejora de 1 punto en la Evaluacion Global
del Investigador - Gravedad de Arrugas Faciales (IGA-FWS). RT002 logré tasas de respuesta superiores
al 97 % en todos los grupos de tratamiento de dosis en el punto final primario de eficacia de 28 dias de una
mejora de 1 punto en la Escala de Arrugas Faciales del Paciente. Los datos de eficacia mostraron que el
96 % de los sujetos fueron calificados con gravedad de arrugas nula o leve con el cefio fruncido al maximo
4 semanas después del tratamiento de acuerdo con la evaluacion del investigador clinico y el 83 % de los
sujetos se evaluaron a si mismos que han logrado tener ningun arruga o arrugas leves con el cefio fruncido
al maximo en el mismo punto de tiempo. RY002 fue bien tolerado y no se encontraron eventos adversos
graves. No se produjo ptosis palpebral en sujetos en los grupos de tratamiento con dosis de 20 U 0 40 U
de RT002. Se observé respuesta a la dosis en el estudio; los sujetos que recibieron la dosis de 40 U de
RT002 mostraron tasas de respuesta particularmente altas.

En general, RT002 para inyeccién ha sido bien tolerado en todos los niveles de dosis sin ninguna
preocupacion de seguridad sistémica o local o evidencia de propagacién. RTT150 para inyeccién ha sido
bien tolerado en ensayos clinicos sin evidencia de propagacién mas alla del sitio de tratamiento con ninguna
dosis. Los eventos adversos en el ensayo clinico abierto de fase 1/2 con aumento de dosis, RT002-CL001,
fueron generalmente leves, localizados y transitorios. Los eventos adversos mas comunes observados
fueron dolor de cabeza y reacciones en el sitio de inyeccién. Ningun sujeto en ninguna cohorte experimenté
ptosis. No se registraron eventos adversos graves y las tasas de eventos adversos no cambiaron en
frecuencia, gravedad o tipo con dosis crecientes. Treinta y cuatro (34) sujetos reportaron 131 EA. Los
eventos adversos mas comunes reportados fueron dolor de cabeza (31 informes; 17 sujetos); prurito en el
lugar de la inyeccion (34 eventos; 8 sujetos), dolor en el lugar de la inyeccion (ardor) (14 eventos; 6 sujetos)
y trastornos oculares (14 eventos; 5 sujetos). Ademas de los eventos adversos, las evaluaciones de
seguridad en el estudio RT002-CL0OO01 incluyeron pruebas de laboratorio clinico (hematologia, quimica
sanguinea, analisis de orina y tiempo de protrombina), anticuerpos séricos para la toxina RTT150 y péptido
RTPO004, evaluacion de los nervios craneales Il a VIl y la fuerza de los musculos faciales, medicacion
terapéutica concomitante y prueba de embarazo en orina para mujeres en edad fértil. No hubo evidencia
de propagacion mas alla del sitio de tratamiento con ninguna dosis y ninguna evidencia de exposicién
sistémica basada en los resultados de laboratorio clinico y las evaluaciones fisicas. Todos los sujetos

fueron negativos para anticuerpos contra toxina y péptido.
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Ejemplo 6: Estudio de sequimiento con la formulacién inyectable de toxina botulinica que muestra

efectos a largo plazo en el tratamiento de las lineas glabelares

RT002 se evalu6 también en un ensayo clinico de fase 2, rango de dosis, activo y controlado con
placebo, RT002-CL002, en Canada, para evaluar la seguridad, eficacia y duracién de una sola
administracion para el tratamiento de lineas glabelares moderadas a graves en adultos. El estudio incluy6
a 268 sujetos (mas de 50 por grupo de tratamiento), que fueron tratados con 20, 40 o 60 U de RT002, 20
U de BOTOX Cosmetic o placebo. Para el tratamiento de las lineas glabelares, el régimen de dosificacion
propuesto en el ensayo clinico fue un tratamiento unico de 20, 40 o 60 unidades por sujeto, inyeccion
intramuscular de 0.1 mL en cada uno de los 5 sitios de inyecciones en la frente. Las dosis de 16, 32,48 o
64 U basadas en el método de potencia de solucién salina actual (correspondiente a 25, 50, 75y 100 U en
el método de potencia de solucién amortiguadora de fosfato de gelatina anterior) fueron bien toleradas en
un ensayo clinico de fase 1/2 (Estudio RT002 -CL001; 12 sujetos por grupo de dosis; 48 sujetos en total).

Los datos provisionales mostraron que RT002 logré su medicion de eficacia primaria para las tres
dosis a las 4 semanas. El estudio demostré una duracion media del efecto de RT002 de 6 meses basada
en una mejora de al menos 1 punto en las lineas glabelares con el cefo fruncido al maximo en la escala
de Evaluacion Global por el Investigador-Gravedad de las Arrugas Faciales. Los resultados informados por
sujeto fueron consistentes con los hallazgos del investigador sobre la duraciéon y la eficacia de RT002. En
todas las cohortes, RT002 parecia ser generalmente seguro y bien tolerado. Los eventos adversos fueron
generalmente leves, localizados y transitorios. No se registraron eventos adversos graves ni evidencia de

exposicion sistémica a ninguna de las tres dosis evaluadas.

Ejemplo 7: Eficacia y sequridad de una formulacién inyectable de toxina botulinica que muestra una

tasa de respuesta mas alta y efectos de duracion a largo plazo en el tratamiento de lineas glabelares

de moderadas a severas (Estudios de fase 3, brazo 1y brazo 2)

Este ejemplo describe dos brazos de un estudio clinico y analisis de resultados primarios de los
resultados en la semana 36 para evaluar la seguridad, eficacia y duracién del efecto de una composicion
inyectable de la invencion que contiene toxina botulinica A y un portador cargado positivamente que
comprende un polipéptido de polilisina cargado positivamente que tiene covalentemente unido a la misma
uno o mas grupos de eficiencia cargados positivamente, llamados RT002. El producto RT002 es una
formulacién inyectable, que contiene la molécula de toxina botulinica del subtipo A de 150 kD sin proteinas
accesorias, que esta asociada de forma no covalente con un péptido portador cargado positivamente que
tiene la formula RKKRRQRRRG-(K)15-GRKKRRQRRR (RTP004; SEQ ID NO: 4) y que no contiene
proteinas accesorias 0 componentes derivados de animales. Se usa RT002 en el estudio para el
tratamiento de lineas glabelares moderadas a severas. El excipiente comprende 0.1 mg de polisorbato 20,
36 mg de dihidrato de trehalosa y 11.7 ug de RTP004, por 50 U de la toxina A de 150 kDa sin proteinas
accesorias (y la dosis de tratamiento es de 40 U).

Se incluyeron dos brazos de tratamiento activo con RT002 en el estudio clinico, que fue un estudio

de fase 3, aleatorizado, doble ciego, controlado con placebo, pivotal, multicéntrico, disefiado y realizado
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para evaluar la seguridad, eficacia y duracién del efecto de una administracién Unica (una vez) mediante
inyeccion de RT002 para la mejora temporal en la aparicién de lineas glabelares moderadas a severas en
adultos. La dosis de 40 U de RT002 es evalué en comparaciéon con el control con placebo (inyeccion
intramuscular). El tratamiento inyectable fue una inyeccién intramuscular Unica, colocada en 5 areas
diferentes dentro del complejo glabelar, una en el procer y otra en los aspectos medial y lateral de los
musculos corrugadores derecho e izquierdo (8 U por cada sitio de inyeccion). Asimismo se evalu6 la
duracién del efecto de un tratamiento unico de RT002 a la dosis de 40 U.

El producto RT002 esta compuesto de neurotoxina botulinica purificada de 150 kDa sin proteinas
accesorias, denominado RTT150, formulado como polvo liofilizado. En estudios no clinicos, RT002 ha
demostrado que exhibe menor difusién que otras formas de la neurotoxina botulinica A (BoNTA) y puede
ofrecer mayor control del efecto en los sitios blanco con menos efectos secundarios debido a la propagacion
distante de la toxina en los musculos vecinos. Ademas, la formulacion de la toxina botulinica tipo A libre de
aditivos RT002 tiene la capacidad de permitir un menor potencial inmunogénico debido a la ausencia de
proteinas no activas presentes en la formulacion. Ademas, RT002 fue bien tolerado después de la
administracion intramuscular de dosis repetida de hasta 50 U/kg en ratas. RTP004 se ha dosificado a la
dosis maxima factible sin efecto en estudios dérmicos, de genotoxicidad y reproductivos y no produjo
hallazgos significativos en estudios parenterales con un multiplo de seguridad de mas de 9,500 veces.

Régimen de dosificacién y técnica de inyeccién: El régimen de dosificacion de RT002 para este
estudio fue un tratamiento unico de RT002 (40 U) o placebo, como una inyeccion intramuscular de 0.1 mL
en cada uno de los 5 sitios de inyecciones en la frente (0.5 mL en total), entre las cejas, del sujeto sometido
a tratamiento. Todos los tratamientos fueron inyecciones intramusculares administradas por un médico
capacitado. Mas especificamente, los sujetos del estudio recibieron un tratamiento unico de 0.1 mL por
tratamiento inyectable en cinco sitios de inyeccién: dos inyecciones en cada musculo corrugador y una
inyeccién en el musculo procer. Los investigadores, el personal del sitio, los sujetos y el patrocinador fueron
cegados a las asignaciones del grupo de tratamiento. Aproximadamente 300 sujetos adultos, mujeres y
hombres, de 18 a 75 afios de edad y con buena salud general, con lineas glabelares moderadas a severas
al inicio, se inscribieron en cada uno de los dos estudios, para un total de aproximadamente 600 sujetos.
Especificamente, habia 303 pacientes en el primer brazo y 306 en el segundo.

La duracion fue de hasta 38 semanas de estudio, incluido un periodo de seleccidén de hasta dos
semanas seguido de un solo tratamiento y un periodo de seguimiento de hasta 36 semanas después del
tratamiento. A todos los pacientes se les dio seguimiento durante al menos 24 semanas después del
tratamiento. A partir de la semana 24 después del tratamiento, a los pacientes se les dio seguimiento hasta
que la gravedad de sus arrugas en las lineas glabelares en el cefio fruncido al maximo volvié al inicio tanto
en la Evaluaciéon Global del Investigador - Gravedad de Arrugas Faciales (IGA-FWS) como en las
evaluaciones de Gravedad de Arrugas Faciales del Paciente (PFWS).

Las lineas glabelares faciales surgen del corrugador lateral y los musculos précer verticales en la
cara. Estos pueden identificarse facilmente mediante la palpacién de la masa muscular mientras el paciente

frunce el cefio al maximo. El corrugador deprime la piel creando una linea vertical, es decir, un surco,
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rodeado de bordes de musculos tensos (es decir, lineas de expresion). Debido a la ubicacién, tamarfo y el
uso de los musculos varian notablemente entre los individuos, los médicos que administran la toxina
botulinica inyectable deben comprender la anatomia relevante del area involucrada y cualquier alteracion
de la anatomia debido a procedimientos quirdrgicos previos. Para reducir el riesgo de ptosis, se realizan
los siguientes pasos de manera 6ptima: (i) se debe evitar la inyeccién en el elevador palpebral superior o
cerca de él, particularmente en pacientes con depresores de cejas mas grandes; (ii) las inyecciones de
corrugador medial deben estar al menos 1 cm por encima de la cresta supraorbitaria dsea; (iii) se debe
garantizar que el volumen/dosis inyectada sea exacto; y (iv) la toxina no debe inyectarse a menos de 1 cm
por encima de la ceja central. La toxina botulinica se inyecta aplicando presién con el dedo sobre el reborde
orbitario medial superior mientras se avanza la aguja a través de la piel hacia el musculo subyacente.

Determinacion del tamafo de muestra

Las estimaciones de la eficacia del tratamiento tomadas de trabajos anteriores mostraron que un
tamafo de muestra de 200 y 100 para 40 U de RT002 para inyeccién y placebo, respectivamente, tiene
mas del 99 % de potencia para detectar una diferencia entre los grupos de tratamiento para el punto final
de eficacia primaria: proporciéon de respondedores compuestos de 2 puntos en la semana 4 con base en
una prueba chi-cuadrada bilateral a un nivel alfa de 0.05 (tasa de respuesta de al menos 50 % vs. 1 %). Se
eligié el tamafio de la muestra de 300 pacientes para garantizar la potencia adecuada para detectar una
diferencia entre los grupos de tratamiento para la tasa de respuesta de los puntos finales secundarios clave
en visitas posteriores.

Evaluacién de la gravedad de las lineas glabelares

Para el estudio, se evalué la gravedad de las lineas glabelares por el investigador y el sujeto. Para
la evaluacion por el investigador, se usé un sistema de puntuacion de clasificacion de Evaluacion Global
del Investigador - Gravedad de Arrugas Faciales (IGA-FWS) de la siguiente manera: una puntuacion de
clasificacion IGA-FWS de (0) indicaba que no habia gravedad de las arrugas faciales (“Nula”), descrito
como “sin arrugas”; una puntuacion de clasificacion IGA-FWS de (1) indicé gravedad leve de las arrugas
faciales (“Leve”), descrita como “arrugas muy superficiales”; una puntuacién de clasificacion IGA-FWS de
(2) indicé gravedad moderada de las arrugas faciales ("Moderada"), descrita como “arrugas moderadas”; y
una puntuacion de clasificacion IGA-FWS de (3) indicé gravedad severa de las arrugas faciales (“Grave”),
descrita como “arrugas profundas y surcadas”. La evaluacion se realiza con el cefio fruncido al maximo y
después en reposo. Como se aprecia por el técnico en la materia, una guia fotografica muestra los grados
de gravedad de las arrugas, utilizados como referencia.

Evaluacion de la gravedad de las arrugas faciales por el paciente (PFWS): Se utilizé la Gravedad
de las Arrugas Faciales del Paciente (PFWS) para la evaluacion de la gravedad de las arrugas faciales de
un sujeto. Los sujetos completaron la Gravedad de las Arrugas Faciales del Paciente (PFWS) con el cefio
fruncido al maximo para evaluar la gravedad de las lineas glabelares en la visita de seleccion, la visita de
tratamiento (dia 0) previa al tratamiento, las visitas de seguimiento (semanas 2, 4, 8, 12, 16, 20, 24, 28, 32)
y la visita de fin de estudio (semana 24, 28, 32 o 36, segun corresponda) o visita de interrupcion temprana,

segun corresponda. El formato de evaluaciéon se proporcioné directamente al sujeto para completarlo
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mientras revisaba las lineas glabelares utilizando un espejo de mano suministrado. El sistema de
puntuacion de clasificacion fue como sigue: una puntuacion de clasificacion PFWS de (0) indicé que no hay
gravedad de las arrugas, con descripcion asociada “sin arrugas”; una puntuacion de clasificacion PFWS de
(1) indicé gravedad leve de las arrugas, con descripcién asociada de “arrugas muy superficiales”; una
puntuacion de clasificacion PFWS de (2) indicé gravedad moderada de las arrugas, con descripcion
asociada de “arrugas moderadas”; y una puntuacion de clasificacion de PFWS de (3) indic6 gravedad de
“arrugas severas”, con descripcion asociada de “arrugas profundas”. De acuerdo con el estudio, fue
necesaria una clasificacion de IGA-FWS y de PFWS de (1) moderada o (3) severa para las lineas glabelares
de un sujeto para que un sujeto se inscribiera.

Los sujetos se aleatorizaron en una proporcion de 2:1 al grupo de tratamiento con RT002 o placebo,
respectivamente. Los sujetos inscritos en el estudio tuvieron visitas de seleccion y tratamientos y
evaluaciones de seguridad y eficacia de seguimiento durante todo el estudio durante al menos 24 semanas
y hasta 36 semanas, después del tratamiento. Se realizé una sola administracion en la semana 0. Los
pacientes regresan para las visitas de seguimiento en las semanas 1, 2, 4 (punto final primario), y cada 4
semanas a partir de ahi, con la semana 24 comienza la ultima visita obligatoria y continian cada 4 semanas
hasta la semana 36, la visita final.

Los pacientes capturaron su evaluacion de la apariencia de las lineas con el cefio fruncido al
maximo, en un diario para el periodo inicial de 2 semanas después del tratamiento, utilizando la escala de
gravedad de 4 puntos, descrita en la presente. El inicio del efecto del tratamiento se determiné con base
en el diario del paciente al evaluar la severidad de las lineas glabelares a través del tiempo dentro de las
primeras dos semanas después del tratamiento. El inicio del efecto del tratamiento se definié conforme el
tiempo cuando la puntuaciéon de la clasificacion bajé 1 punto o mas de los valores iniciales. Esto se incluy6
en la evaluacion del punto final secundario.

Evaluaciones de eficacia y seguridad

Las evaluaciones de eficacia primaria incluyeron la evaluacién del investigador de la gravedad de
la linea glabelar y la mejora de la linea glabelar, y la evaluacion del paciente de la gravedad y mejora de la
linea glabelar.

Gravedad de las arrugas del cefio fruncido - Evaluaciéon global por el paciente y el
investigador

La gravedad de las arrugas del cefio se evalu6 tanto por el paciente (Gravedad de las Arrugas del
Ceno Fruncido del Paciente [PFWS]) y del investigador (Evaluacion Global del Investigador - Gravedad de
Arrugas Faciales [IGA-FWS]) utilizando una escala de clasificacion de 4 puntos mostrada en la tabla 7. La
gravedad se evalua con el cefo fruncido al maximo y en reposo después del cefio fruncido al maximo tanto

por el paciente como por el investigador. Las puntuaciones oscilan de 0 = nula a 3 = grave.
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Tabla 7 - Gravedad de las arrugas con el cefio fruncido

Puntuacion de Gravedad de las arrugas con

clasificacion el ceio fruncido Descripcion

0 Ninguna Sin arrugas

1 Leve Arrugas muy superficiales
2 Moderada Arrugas moderadas

3 Grave Arrugas profundas

Punto final de eficacia primaria

El punto final primario se derivd de las puntuaciones del cefio fruncido al maximo, obtenidas en la
semana 4, y se definié como lograr una puntuacién de 0 o 1 (nula o leve) y una mejora de al menos dos
puntos desde el inicio tanto en la escala IGA-FWS como PFWS al mismo tiempo. La respuesta se abrevio
como “respuesta compuesta de 2 puntos”.

Puntos finales de eficacia secundaria

Los puntos finales secundarios, derivados de las evaluaciones de IGA-FWS y PFWS con el cefio
fruncido al maximo, se describen a continuacion. Para los puntos finales que se evaluaron en pacientes
que lograron la respuesta compuesta de 2 puntos en la semana 4, los datos de casos observados con el
ceno fruncido al maximo se deben usar para realizar esta evaluacion.

(1) Proporcion de pacientes que logran una puntuacion de 0 o 1 (nula o leve) en IGA-FWS en las
semanas 1, 2, 4, 8, 12, 16, 20, 24, 28, 32y 36.

(2) Proporcion de pacientes que logran una puntuacién de 0 o 1 (nula o leve) en IGA-FWS y PFWS
en las semanas 1, 2, 4, 8, 12, 16, 20, 24, 28, 32y 36.

(3) Proporcion de pacientes que logran una respuesta compuesta de 2 puntos en las semanas 2,
4* 8,12, 16, 20, 24, 28, 32 y 36. (*Este es un punto final primario).

(4) Proporciéon de pacientes que logran una puntuacién de 0 o 1 (nula o leve) en PFWS en las
semanas 1, 2, 4, 8, 12, 16, 20, 24, 28, 32y 36.

(5) Tiempo hasta la pérdida de una respuesta de 2 puntos o mayor en IGA-FWS y PFWS, para
pacientes que lograron la respuesta compuesta de 2 puntos en la semana 4 y estan en el grupo RT002.

(6) Tiempo hasta la pérdida de una respuesta de 2 puntos o mayor en IGA-FWS y PFWS, para
pacientes que lograron la respuesta compuesta de 2 puntos en la semana 4 y estan en el grupo RT002.

(7) Tiempo de retorno a, empeoramiento respecto al inicio, tanto en IGA-FWS como en PFWS,
para pacientes que lograron la respuesta compuesta de 2 puntos en la semana 4 y estan en el grupo
RTO002.

(8) Tiempo de retorno a, a empeoramiento respecto al inicio, tanto en IGA-FWS y PFWS, para
todos los pacientes en el grupo RT002.

(9) Tiempo de retorno a moderada o grave tanto en IGA-FWS como en PFWS, para pacientes que
lograron la respuesta compuesta de 2 puntos en la semana 4 y estan en el grupo RT002.

(10) Tiempo de retorno a moderada o grave tanto en IGA-FWS como en PFWS, para todos los
pacientes en el grupo RT002.

(11) Tiempo de retorno a moderada o grave en IGA-FWS, para pacientes que lograron la respuesta
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compuesta de 2 puntos en la semana 4 y estan en el grupo RT002.

(12) Tiempo de retorno a moderada o grave en IGA-FWS, para todos los pacientes en el grupo
RTO002 con el cefio fruncido al maximo

Puntos finales de eficacia exploratoria

Los puntos finales exploratorios, derivados de las evaluaciones IGA-FWS y PFWS con el cefio
fruncido al maximo, son:

(1) Proporcién de pacientes que logran una mejora de al menos un punto en IGA-FWS y PFWS
simultaneamente (abreviado en adelante como “respuesta compuesta de 1 punto”) en cada visita desde la
semana 1 a la semana 36.

(2) Proporcién de pacientes que logran una mejora de al menos un punto en IGA-FWS en cada
visita desde la semana 1 a la 36.

(3) Proporcion de pacientes que logran una mejora de al menos un punto en PFWS en cada visita
desde la semana 1 a la 36.

(4) En el subconjunto de pacientes que logran una respuesta compuesta de 2 puntos en la semana
4, la proporcion de pacientes que logran una respuesta compuesta de 2 puntos en cada visita desde la
semana 1 a la 36.

(5) En el subconjunto de pacientes que logran una respuesta compuesta de 2 puntos en la semana
4, la proporciéon de pacientes que logran una respuesta compuesta de 1 punto en cada visita desde la
semana 1 a la semana 36.

(6) En el subconjunto de pacientes que logran una respuesta compuesta de 2 puntos en la semana
4, la proporcion de pacientes que logran una puntuacion de 0 o 1 (nula o leve) en IGA-FWS y PFWS en
cada visita desde la semana 1 a 36.

(7) Proporcion de pacientes que logran una mejoria de al menos 2 puntos en IGA-FWS en cada
visita desde la semana 1 a la 36.

(8) Proporcién de pacientes que logran una mejoria de al menos 2 puntos en PFWS en cada visita
desde la semana 1 a la 36.

Evaluaciones adicionales

Diario del paciente: Los pacientes capturaron su evaluacién de la apariencia de las lineas del
cefio fruncido al maximo, en un diario durante el periodo inicial de 2 semanas después del tratamiento,
utilizando la escala de gravedad de 4 puntos descrita anteriormente para la gravedad de las arrugas del
cefio fruncido. El inicio del efecto del tratamiento se determind con base en el diario del paciente al evaluar
la severidad de las lineas glabelares a través del tiempo dentro de las primeras dos semanas después del
tratamiento. El inicio del efecto del tratamiento se definié conforme el tiempo cuando la puntuacion de la
clasificacion bajé 1 punto o mas de los valores iniciales. Esto se incluyé en la evaluacion del punto final
secundario.

Satisfaccion global del paciente con el cuestionario del tratamiento: Se les pregunté a los
pacientes qué tan satisfechos o insatisfechos estan con los resultados del tratamiento utilizando una escala

de 7 puntos en la semana 4. Este cuestionario de tratamiento se basé en como se ve el area tratada de la
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cara, de acuerdo con la tabla 8. La puntuacion de clasificacion se utilizé como un punto final secundario.

Tabla 8 - Satisfaccion global con la escala de cuestionario de tratamiento

Puntuacién

de

clasificacién Mejora en las arrugas
Muy insatisfecho
Insatisfecho

Algo insatisfecho

Ni satisfecho ni insatisfecho
Algo satisfecho

Satisfecho

Muy satisfecho

OO WN-~O

Escala de Mejoria Estética Global: El investigador y el paciente evaluaron la apariencia visual
(con el cefio fruncido al maximo y en reposo después del cefio fruncido al maximo) de la mejora de la linea
glabelar desde la condicién inicial utilizando la siguiente Escala de Mejoria Estética Global de 7 puntos,
como se muestra en la tabla 9.
Tabla 9 - Escala de Mejoria Estética Global

Puntuacion de

clasificacién Mejora en las arrugas
-3 Muchisimo peor

-2 Mucho peor

-1 Peor

0 Sin cambio

1 Mejor

2 Mucho mejor

3 Muchisimo mejor

Los puntos finales de eficacia exploratoria derivados de esta evaluacion son:

(1) Proporcién de pacientes que alcanzan una puntuaciéon = 1 en GAIS en cada visita desde la
semana 1 a la semana 36 (con la evaluacion del investigador con el cefio fruncido al maximo, en reposo
después del cefio fruncido al maximo y la autoevaluacioén del paciente con el cefio fruncido al maximo, en
reposo después del cefo fruncido al maximo, resumidos por separado).

(2) Proporcion de pacientes que logran una puntuacion = 2 (es decir, mucho mejor o muchisimo
mejor) en GAIS en cada visita desde la semana 1 a la semana 36 (con la evaluacion del investigador con
el ceno fruncido al maximo, en reposo después de cefio fruncido al maximo y la autoevaluacion del paciente
con el cefio fruncido al maximo, en reposo después del cefo fruncido al maximo, resumidos por separado).

(3) Proporcién de pacientes que logran una puntuacién = 3 (muchisimo mejor) en GAIS en cada
visita desde la semana 1 a la semana 36 (con la evaluacién del investigador con el cefio fruncido al maximo,
en reposo después del cefio fruncido al maximo y la autoevaluacion del paciente con el cefio fruncido al
maximo, en reposo después del cefio fruncido al maximo, resumidos por separado).

(4) Puntuacion GAIS alo largo del tiempo desde la semana 1 hasta la semana 36 (con la evaluacion

del investigador con el cefio fruncido al maximo, en reposo después del cefio fruncido al maximo y la
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autoevaluacion con el cefio fruncido al maximo, en reposo después del cefio fruncido al maximo, resumidos
por separado).

Escala de Impacto en las Lineas de Expresion: Se les pidié a los pacientes que calificaran sus
sentimientos sobre los resultados del tratamiento en sus lineas de expresion usando la Escala de Impacto
en las Lineas de Expresion (FLIS). FLIS estd comprendida de 5 preguntas, cada una con una escala de
11 puntos que varia de 0 a 10. La puntuacion total, que varia de 0 a 50, es la suma de las puntuaciones de
las 5 preguntas. Los puntos finales exploratorios fueron la puntuacion total y las puntuaciones de las
preguntas individuales.

Autoevaluacion de la Edad Facial: Los pacientes calificaron su edad percibida en un cuestionario
de Autoevaluacién de la Edad Facial (FASE) y calificaron su percepcion de la edad que piensan que tienen
después del tratamiento (mayor que la edad real, menor que la edad real, edad real). Estas respuestas se
utilizaron como puntos finales exploratorios.

Fotografias: Para aquellos pacientes que dieron su consentimiento para la fotografia, se tomaron
fotografias digitales estandarizadas del area de tratamiento, incluida la vista frontal del paciente con el cefio
fruncido al maximo y en reposo después del cefio fruncido al maximo. Las fotografias se puntuaron de
acuerdo con la gravedad de las lineas glabelares utilizando IGA-FWS de la Tabla de Gravedad de las
Arrugas del Cefo y a través de la Revision del Panel Independiente (IPR). Ademas, se determind una
respuesta de 2 puntos, definida como lograr una puntuacion de 0 o 1 (nula o leve) y una mejora de al menos
dos puntos desde el inicio en IGA-FWS en la semana 4.

Evaluaciones de seguridad

Eventos adversos: Todos los eventos adversos (EA) se registraron y clasificaron de acuerdo con
la terminologia de MedDRA. La gravedad de los EA se calific6 como leve, moderada o grave. Los EA con
un inicio en o después de la fecha y hora del tratamiento del estudio fueron emergentes del tratamiento.

Los puntos finales de seguridad derivados de los EA fueron:

(1) Frecuencia, gravedad y relacion con el farmaco del estudio de los eventos adversos emergentes
del tratamiento durante las primeras cuatro semanas posteriores al tratamiento y la duracién total del
estudio

(2) Frecuencia, gravedad y relacion con el farmaco del estudio de los eventos adversos emergentes
del tratamiento durante las primeras cuatro semanas posteriores al tratamiento y la duracion total del
estudio.

Consulta de la propagacion distante de la toxina (EA especificos y sintomas de la consulta
de debilidad neuromuscular): La consulta de propagacion distante de la toxina se realizé en la visita de
tratamiento antes y después del tratamiento, visitas de seguimiento y visita de evaluacion final o visita de
interrupcion temprana, segun corresponda. Los pacientes fueron consultados de manera general sobre la
lista de eventos adversos potencialmente sugestivos de propagacién distante de toxina.

Datos del laboratorio clinico: Las muestras que se tomaron sin ayuno para hematologia, quimica,
coagulacion (tiempo de protrombina) y analisis de orina se recolectaron durante la seleccion, la semana 4

y en la visita de evaluacion final. En el seguimiento y en las visitas de la semana 2, 4 y 12, se recogieron
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muestras de sangre para detectar anticuerpos.
Tabla 10 - Pruebas clinicas de laboratorio

Quimica de

suero Hematologia Andlisis de orina Pruebas adicionales

Glucosa Hemoglobina Evaluacion generaly Tiempo de protrombina (PT)
significancia clinica

Bilirrubina total Hematocrito Prueba de embarazo en orina (sélo a

WOCBP)

Fosfatasa Conteo de glébulos Anticuerpo en suero para toxina

alcalina rojos daxibotulinica A y RTP004

Nitrégeno ureico  Conteo de plaquetas

en sangre

Alanina Conteo de leucocitos

aminotransferasa (total)

Aspartato Conteo de leucocitos

aminotransferasa (diferencial)
WOCBP = Mujeres en edad fértil

Prueba de anticuerpos: La prueba de anticuerpos para RT002 y RTPO004 se realizd
cualitativamente usando un ensayo de seleccién y, si es positivo, se evalué mediante un ensayo de
confirmacion. El ensayo de confirmacion resultdé tanto en una evaluacién cualitativa (positiva/negativa)
como en una concentracién cuantitativa si fuera positiva. Las muestras que resulten positivas mediante el
ensayo de confirmacién analizaran también el anticuerpo neutralizante.

Signos vitales: Los signos vitales (es decir, la temperatura corporal, la frecuencia respiratoria, la
frecuencia del pulso radial en posicion sentada y las presiones sanguineas sistélica y diastélica en posicién
sentada) se obtuvieron en la visita de seleccidn y tratamiento (antes y después del tratamiento), semana
2, evaluacion final o visitas de interrupcion temprana y en cualquier visita donde se informaron signos o
sintomas de toxicidad botulinica.

Examen fisico: Se realiz6 un examen fisico, ademas de los signos vitales, incluido el examen
neurolégico de la cara, apariencia general, piel, cuello (incluida la tiroides), ojos, oidos, nariz, garganta,
corazon, pulmones, abdomen, ganglios linfaticos y extremidades se realizé en las visitas de seleccion,
semana 2 y evaluacion final o interrupcion temprana. Los hallazgos significativos del examen fisico que
estan presentes antes de la administracion del producto en investigacién se deben incluir en la pagina del
Historial Médico. Se registraron hallazgos significativos del examen fisico que cumplen con la definiciéon de
un evento adverso.

ECG de 12 derivaciones: En la seleccidn y en la semana 4, se obtuvo un ECG de 12 derivaciones
estandar sencilla en posicion supina.

Evaluacion del sitio de inyeccion: Los sitios de inyeccion se evaluaron en la visita de seleccion,
visita de tratamiento antes y después del tratamiento, visitas de seguimiento y visita de evaluacion final o
visita de interrupcion temprana, segun corresponda. La evaluacién se realizara como una evaluacion global

de los 5 sitios de inyeccion, como se muestra en la tabla 11.
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Tabla 11 - Evaluacion del sitio de inyeccién

¢ Presente?
Descriptor de evaluacion Si No
Eritema
Edema

Ardor o Escozor (sensacion descrita por el paciente)
Picazén (sensacion descrita por el paciente)
Hematomas

Evaluacién de los nervios craneales Il a ViI: El investigador realiz6 la evaluacién de los nervios
craneales Il a VII (lados izquierdo o derecho por separado) en la seleccién, visita de tratamiento antes del
tratamiento y después del tratamiento, visitas de seguimiento y vista de evaluacién final o visita de
interrupcién temprana, segun corresponda. Las puntuaciones para cada nervio craneal se capturaron como
se describe en la tabla 12.

Tabla 12 - Evaluacion de los nervios craneales

Clasificaciéon Descripcién

1 Normal

2 Anormal, no clinicamente significativo
3 Anormal, clinicamente significativo

4 No evaluado

Sistema de Gradacién Regional del Nervio Facial de House-Brackmann: El investigador evalu6
la funcionalidad del nervio facial (VII) en la visita de seleccion, visita de tratamiento antes y después del
tratamiento, visitas de seguimiento y visita de evaluacion final o visita de interrupcién temprana, segun
corresponda. Consulte la tabla 13:

Tabla 13 - Sistema de Gradacion Regional del Nervio Facial de House-Brackmann

Frente Movimiento normal de frente.

1

2 Ligera debilidad en el movimiento de frente.

3 Asimetria obvia pero no desfigurante con el movimiento, simétrica en reposo.
4 Debilidad obvia de asimetria desfigurante con el movimiento, simétrica en
5 Movimiento apenas perceptible en la frente, asimétrico en reposo.
6 Sin movimiento.

1 Cierre normal de los ojos.

2 Debilidad leve en el cierre de los ojos.

3 Debilidad obvia pero capaz de cerrar los 0jos.
4

5

6

1

2

3

4

Ojo

Incapaz de cerrar los ojos con el maximo esfuerzo.

Movimiento de los parpados apenas perceptible.

Sin movimiento.

Movimiento normal de la parte media de la cara.

Ligera debilidad en el movimiento de la parte media de la cara.
Debilidad obvia pero no desfigurante, simétrica en reposo.

Debilidad obvia y asimetria desfigurante con el movimiento, simétrica en
reposo.

Parte media
de la cara
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Movimiento apenas perceptible en la parte media de la cara, asimétrica en
reposo.
Sin movimiento.

o O

Movimiento normal de la comisura de los labios.

Debilidad ligera del movimiento de la esquina de la boca.

Debilidad obvia pero no desfigurante, simétrica en reposo.

Debilidad obvia y asimetria desfigurante con el movimiento, simétrica en
reposo.

Movimiento apenas perceptible de la esquina de la boca, asimétrico en reposo.
Sin movimiento.

Boca

oo B [W[N] -

=N

Sincinesia Ninguna.
Leve - obvia pero no desfigurante.

3 Severa - desfigurante o interfiere con la funcién.

N

Evaluacién de la fuerza de los musculos faciales: La fuerza de los musculos faciales se evalué
mediante la Escala del Consejo de Investigacion Médica (MRC) para la Evaluacion de la potencia muscular.
Se evaluaron los siguientes musculos a cada lado de la cara; orbicular del ojo (parpado), elevadores de
cejas laterales, zigomatico. Véase, tabla 14. El investigador evalué la fuerza del muasculo facial en la visita
de tratamiento antes y después del tratamiento, visitas de seguimiento y visita de evaluacion final o visita
de interrupcion temprana, segun corresponda.

Tabla 14 - Escala MRC para Evaluacién de la potencia muscular

Escala de

clasificacion Descripcion

0 sin movimiento

1 el parpadeo es perceptible en el misculo

2 movimiento solo si se elimina la gravedad

3 puede mover la extremidad contra la gravedad

4 puede moverse contra la gravedad y cierta resistencia ejercida por el examinador
5 potencia normal

Analisis estadistico: Toda la programacion estadistica se realizé utilizando el sistema de andlisis
estadistico (SAS) versidon 9.3 o superior.

La mayoria de los puntos finales de eficacia se analizaron con el centro de prueba como factor de
estratificacion. El ensayo estaba destinado a realizarse de tal manera que se inscribiera un minimo de 5
pacientes ITT en cada grupo de tratamiento en cada centro/sitio del ensayo. En el caso de que hubiera
muy pocos pacientes en un brazo de tratamiento en un solo sitio, este sitio se combiné con otro para lograr
el tamafio minimo de muestra deseado por brazo. Los centros pequefos (< 5 pacientes ITT en un grupo
de tratamiento) se agruparon de mayor a menor hasta que el centro agrupado tiene = 5 pacientes ITT en
cada grupo de tratamiento (William et al, 2006, “Effects of a New Hormone Therapy, Drospirenone and 17-
B- Estradiol, in Postmenopausal Women With Hypertension”, Hypertension, 48:246-253). Si algun centro
necesita ser agrupado, entonces cualquier analisis realizado por el centro de prueba fue realizado por el

centro agrupado.
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Poblaciones de analisis

Poblacion con intencion de tratar: Todos los pacientes que se aleatorizaron y recibieron
tratamiento estan incluidos en la poblaciéon con intencién de tratar (ITT). Los resumenes fueron por
tratamiento aleatorio.

Poblacion por protocolo: La poblacién por protocolo (PP) incluyd pacientes de la poblacion ITT
que completaron las primeras 4 semanas del estudio sin una violacién importante del protocolo. Se tomaron
decisiones sobre las exclusiones de la poblacion PP antes de develar el estudio, con la excepcion de los
pacientes que recibieron la dosis/tratamiento incorrecto. Los pacientes fueron excluidos de la poblacién de
PP por cualquiera de las siguientes razones: el paciente viola los criterios de inclusidn/exclusion; el paciente
recibe una dosis incorrecta; el paciente recibe tratamiento incorrecto; el paciente usa un medicamento
prohibido antes de la semana 4; el paciente pierde la visita de la semana 4; la visita de la semana 4 del
paciente es mayor a + 3 dias fuera de la ventana; al paciente le falta la evaluacion IGA-FWS o PFWS en
la semana 4.

Poblacion de seguridad: Todos los pacientes que fueron aleatorizados, recibieron tratamiento y
proporcionaron al menos una evaluacion de seguridad posterior al tratamiento, se incluyeron en la
poblacién de Seguridad. Los resumenes fueron por tratamiento realmente recibido.

Se produjo un resumen de la duraciéon de la participacion del paciente en el estudio, incluyendo la
duracién n, media, DE, mediana, minima y maxima en semanas, asi como el numero y porcentaje de
pacientes en las siguientes categorias de duracion: < 4 semanas, 4 a < 12 semanas, 12 a < 24 semanas,
y 24 a 36 semanas.

Caracteristicas demograficas e iniciales: Se utilizaron estadisticas descriptivas para resumir las
caracteristicas demograficas e iniciales por grupo de tratamiento y en general. Las variables continuas se
resumieron utilizando el nimero de observaciones no faltantes, media, desviacion estandar, mediana,
minimo y maximo. Los datos categéricos se resumieron utilizando el numero y el porcentaje de pacientes
en cada categoria.

Los datos demograficos incluyen edad, sexo, raza y etnia. La edad en afos se clasific6 como 18 a
45, > 45 a 55y > 55 a 75 para resumir por grupo de tratamiento y en general. Las caracteristicas iniciales
incluyen toxina botulinica tipo A previa, el tiempo transcurrido desde la ultima inyeccién de toxina botulinica
tipo A previa y el tipo de piel Fitzpatrick, asi como la evaluacion inicial de los cuestionarios de eficacia,
PFWS, IGA-FWS, FLIS y FASE. Los resumenes se produjeron para las poblaciones ITT y PP mediante
tratamiento aleatorizado; y, para la poblacion de Seguridad por el tratamiento real recibido.

Analisis de eficacia: Se proporcionaron estadisticas descriptivas para todas las variables de
eficacia en todos los puntos por grupo de tratamiento.

A menos que se especifique lo contrario, el método principal para manejar los datos de eficacia
faltantes se basé en la imputacion del peor resultado a nivel de paciente para el grupo RT002 (grupo RT002)
y la imputacién del mejor resultado a nivel de paciente para el grupo placebo (imputacién del peor/mejor
resultado). De acuerdo con el disefio del estudio, se todos los pacientes debian ser monitoreados durante

un minimo de 24 semanas. Por esta razon, la imputacion se realizé solo durante la visita de la semana 24.
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Para los puntos finales que son compuestos y/o derivados de evaluaciones del estudio, primero se realizé
la imputacion de los datos faltantes en las evaluaciones originales.

Asimismo, se utilizé un enfoque de imputacion multiple basado en modelos como un andlisis de
sensibilidad adicional. Los pacientes que violaron los criterios de inclusion/exclusion debido al uso de
medicamentos prohibidos después de la semana 4 podrian haberse incluido en el analisis de sensibilidad
anterior si sumaran hasta el 10 % o mas de los pacientes del estudio.

El ajuste de multiplicidad entre los puntos finales secundarios se evaluoé utilizando un Plan de
control de errores tipo |. Se proporcionaron valores p no ajustados para guiar las reglas de prueba de
hipétesis en el Plan de control de errores tipo I.

Analisis de eficacia primaria: La proporcion de pacientes que tuvieron una respuesta compuesta
de 2 puntos en la semana 4 se compar6 entre RT002 y placebo usando la prueba de Cochran-Mantel-
Haenszel (CMH) estratificada por el centro de prueba usando una prueba bilateral con una tasa de error
tipo | de 0.05 utilizando la poblacién ITT con la imputacién del peor/mejor resultado. Como analisis de
sensibilidad, el analisis primario se repiti¢ utilizando Ia imputacién multiple en lugar de la imputacién del
peor/mejor resultado en la poblacién ITT. Como un analisis de sensibilidad adicional, la prueba de CMH se
realizé utilizando los casos observados solo en la poblacion PP. La prueba de Breslow-Day se calculé para
evaluar la homogeneidad de las razones de posibilidades.

Se proporcionaron valores P basados en pruebas CMH bilaterales. Las estimaciones puntuales de
la diferencia se calcularon con la estimacion de Mantel-Haenszel de la diferencia de riesgo comun. Para
verificar la consistencia, también se calculé la estimacion de resumen de la diferencia de riesgo comun y
se compard con la estimacion de Mantel-Haenszel, pero no se informé en las tablas. Los IC del 95 %,
bilaterales se calcularon con los limites de confianza estratificados de Newcombe para la diferencia de
riesgo comun, utilizando el método de Yan y Su (2010). Los limites de confianza estratificados de
Newcombe se construyeron a partir de los limites de confianza estratificados de Wilson para las
proporciones de fila comunes (generales). Primero, se calcularon los limites de confianza individuales de
Wilson para las proporciones de las filas en cada tabla 2X2 (estrato). Estos limites de confianza de Wilson
del estrato se combinaron para formar limites de confianza de Wilson estratificados para las proporciones
generales de las filas mediante el uso de pesas Mantel-Haenszel.

Analisis de eficacia secundaria: Hay multiples puntos finales secundarios. Estos se agruparon
con base en el método de analisis estadistico que se les aplicd. Hubo 4 grupos diferentes de puntos finales
secundarios, grupos A, B, C y D, con diferentes pruebas estadisticas para cada grupo. La imputacion de
los puntos finales secundarios se realizé utilizando la poblacién ITT con la imputacidon del peor/mejor
resultado para los grupos A y B. La imputacion multiple también se realizé en los puntos finales en los
grupos A y B en la poblacion ITT. Para los grupos A, B y C, los andlisis realizados fueron para todos los
pacientes, asi como para los pacientes de acuerdo con la gravedad inicial (moderada o grave, de acuerdo
con la evaluacion IFA-FWS), para evaluar la magnitud del efecto del tratamiento de la gravedad de las
arrugas del paciente al inicio en estas medidas de resultado.

Grupo A: Se evalué la reduccién de la gravedad a lo largo del tiempo para los siguientes puntos
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finales secundarios de eficacia en forma de proporcion de pacientes que tenian una respuesta utilizando
diversas definiciones de respuesta. Para cada punto final en las visitas seleccionadas, la proporcién de
pacientes con una respuesta se compard entre los grupos de tratamiento utilizando la prueba CMH
estratificada por el centro de prueba. Los valores p, las estimaciones puntuales y los IC del 95 % se
calcularon utilizando los mismos métodos que con el punto final primario.

(1) La proporcién de pacientes que lograron una puntuacion de 0 o 1 (nula o leve) en IGA-FWS con
el cefio fruncido al maximo por visita seleccionada (semanas 2, 4, 8, 12, 16, 20 y 24) usando (a) la
imputacién del peor/mejor resultado en la poblacion ITT; (b) la imputaciéon mdltiple en la poblacién ITT; (c)
los casos observados en la poblacién PP.

(2) La proporcion de pacientes que lograron una puntuacion de 0 o 1 (nula o leve) en IGA-FWS y
PFWS con el cefio fruncido al maximo por visita seleccionada (semanas 2, 4, 8, 12, 16, 20 y 24) utilizando
(a) la imputacién del peor/mejor resultado en la poblacién de ITT; (b) la imputacién multiple en la poblacion
ITT; (c) los casos observados en la poblacién PP.

Grupo B: Para los puntos finales secundarios en este grupo, la proporcion de respondedores y la
diferencia en las proporciones, con un IC de Wald del 90 % se resumieron por grupo de tratamiento y visita.
Los dos puntos finales del grupo A se incluyeron en el grupo B para incluir todas las semanas y proporcionar
el IC de Wald del 90 % para estos puntos finales.

(1) La proporcion de pacientes que logran una respuesta compuesta de 2 puntos en cada visita
(semanas 1, 2, 4, 8, 12, 16, 20, 24 28, 32 y 36) utilizando (a) la imputacion del peor/mejor resultado en la
poblacién IRR; (b) la imputacion multiple en la poblacién ITT; (c) los casos observados en la poblacion PP;
(d) la imputacién del peor/mejor resultado en la poblacion ITT de acuerdo con la gravedad inicial segun
IGA-FWS.

(2) La proporcion de pacientes que logran una puntuacion de 0 o 1 (nula o leve) en IGA-FWS y
PFWS en cada visita (semanas 1, 2, 4, 8, 12, 16, 20, 24, 28, 32 y 36) utilizando (a) la imputacién del
peor/mejor resultado en la poblacién ITT; (b) la imputacién multiple en la poblacion ITT; (c) los casos
observados en la poblacion PP; (d) la imputacion del peor/mejor resultado en la poblacion ITT de acuerdo
con la gravedad inicial segun IGA-FWS.

(3) La proporcion de pacientes que logran una puntuacion de 0 a 1 (nula o leve) en IGA-FWS en
cada visita (semanas 1, 2, 4, 8, 12, 16, 20, 24, 28, 32 y 36) utilizando (a) la imputacion del peor/mejor
resultado en la poblacién ITT; (b) la imputacién multiple en la poblacién ITT; (c) los casos observados en
la poblacién PP; (d) la imputacion del peor/mejor resultado en la poblacion ITT de acuerdo con la gravedad
inicial segun IGA-FWS.

(4) La proporcion de pacientes que logran una puntuacion de 0 a 1 (nula o leve) en PFWS en cada
visita (semanas 1, 2, 4, 8, 12, 16, 20, 24, 28, 32 y 36) utilizando (a) la imputacién del peor/mejor resultado
en la poblaciéon ITT; (b) la imputacién multiple en la poblacion ITT; (c) los casos observados en la poblaciéon
PP; (d) la imputacién del peor/mejor resultado en la poblacién ITT de acuerdo con la gravedad inicial segun
IGA-FWS.

Grupo C: Se trazaron curvas de supervivencia de Kaplan-Meier para el grupo RT002 para los
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siguientes puntos finales de tiempo hasta el evento. Se generaron estimaciones puntuales de la duracién
media y los IC del 95 % bilaterales, utilizando la transformacion log-log. También se proporcionaron
estimaciones de las tasas de supervivencia y el IC del 95 % bilateral, utilizando la transformacién log-log,
de la tasa en las semanas 8, 12, 16, 20 y 24. Las tasas para las semanas 2 y 4 se incluyeron en los andlisis
de todos los pacientes en el grupo RT002. Todos los andlisis se realizaron para la poblacion ITT utilizando
casos observados.

(2) Tiempo hasta la pérdida de 2 puntos o una respuesta mayor ya sea en IGA-FWS o PFWS,

(a) para pacientes que lograron la respuesta compuesta de 2 puntos en la semana 4 y estaban en
el grupo RT002 con el cefo fruncido al maximo; (b) para los pacientes que cumplieron con la respuesta
compuesta de 2 puntos en la semana 4 y estaban en el grupo RT002 con el cefio fruncido al maximo de
acuerdo con la gravedad inicial segun IGA-FWS.

(2) Tiempo hasta la pérdida de 2 puntos o una respuesta mayor ya sea en IGA-FWS o PFWS, (a)
para pacientes que lograron la respuesta compuesta de 2 puntos en la semana 4 y estaban en el grupo
RTO002 con el cefo fruncido al maximo; (b) para los pacientes que cumplieron con la respuesta compuesta
de 2 puntos en la semana 4 y estaban en el grupo RT002 con el cefio fruncido al maximo de acuerdo con
la inicial segun IGA-FWS.

(3) Tiempo de retorno a, empeoramiento respecto al inicio tanto en IGA-FWS como en PFWS, (a)
para pacientes que lograron la respuesta compuesta de 2 puntos en la semana 4 y estaban en el grupo
RTO002 con el cefio fruncido al maximo; (b) para pacientes que lograron la respuesta compuesta de 2 puntos
en la semana 4 y estaban en el grupo RT002 con el cefio fruncido al maximo de acuerdo con la gravedad
inicial segun IGA-FWS; (c) para todos los pacientes en el grupo RT002 con el cefio fruncido al maximo; (d)
para todos los pacientes en el grupo RT002 con el cefo fruncido al maximo de acuerdo con la gravedad
inicial segun IGA-FWS.

(4) Tiempo de retorno a moderada o grave tanto en IGA-FWS y PFWS, (a) para pacientes que
lograron la respuesta compuesta de 2 puntos en la semana 4 y estuvieron en el grupo RT002 con el cefio
fruncido al maximo; (b) para pacientes que lograron la respuesta compuesta de 2 puntos en la semana 4 y
estuvieron en el grupo RT002 con el cefio fruncido al maximo de acuerdo con la gravedad inicial segun
IGA-FWS; (c) para todos los pacientes en el grupo RT002 con el cefio fruncido al maximo; (d) para todos
los pacientes en el grupo RT002 con el ceio fruncido al maximo de acuerdo con la gravedad inicial segun
IGA-FWS.

(5) Tiempo de retorno a moderada o grave en IGA-FWS, (a) para pacientes que lograron la
respuesta compuesta de 2 puntos en la semana 4 y estuvieron en el grupo RT002 con el cefio fruncido al
maximo; (b) para pacientes que lograron la respuesta compuesta de 2 puntos en la semana 4 y estuvieron
en el grupo RT002 con el cefo fruncido al maximo de acuerdo con la gravedad inicial segun IGA-FWS; (c)
para todos los pacientes en el grupo RT002 con el cefio fruncido al maximo; (d) para todos los pacientes
en el grupo RT002 con el cefo fruncido al maximo de acuerdo con la gravedad inicial segun IGA-FWS.

Grupo D: Los puntos finales en el grupo D se resumieron descriptivamente de la siguiente manera:

(1) La satisfaccion global del paciente con el cuestionario de tratamiento se resumié utilizando el
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numero y el porcentaje de pacientes con cada respuesta. Se presentara el IC del 90 % bilateral, utilizando
intervalos de confianza de Wald asintoticos.

(2) El inicio del efecto del tratamiento, a partir del diario del paciente, se resumié utilizando el
numero y el porcentaje de pacientes con un inicio del efecto y sin un inicio del efecto. Ademas, se
presentaron estadisticas descriptivas (mediana, minima, maxima, cuartiles 25 y 75) del tiempo de inicio
para los pacientes con un inicio del efecto del tratamiento. El inicio del efecto del tratamiento se restringio
a los primeros 14 dias del estudio.

Analisis de la eficacia exploratoria: Todos los puntos finales de eficacia exploratoria se resumen
descriptivamente por grupo de tratamiento y por visita. Las comparaciones de grupos de tratamiento se
realizan para algunos puntos finales exploratorios utilizando métodos similares a los especificados para los
puntos finales de eficacia primaria y secundaria. Los analisis de los puntos finales exploratorios se realizan
en la poblacion ITT solo para los datos observados.

Para cada punto final exploratorio derivado de las evaluaciones IGA-FWS y PFWS en cada visita,
la proporcion de pacientes con una respuesta se compara entre los grupos de tratamiento utilizando la
prueba CMH estratificada por el centro de prueba. Los valores p, las estimaciones puntuales y los IC del
95 % se calculan utilizando los mismos métodos que con el punto final primario.

Las curvas de supervivencia de Kaplan-Meier del tiempo transcurrido hasta la pérdida de al menos
una mejora de 1 punto desde el inicio se trazan como se indica anteriormente (ver grupo C). Se generan
estimaciones puntuales de la duracién media y los IC del 95 %, bilateral, utilizando la transformacién log-
log. Este analisis se realizara para lo siguiente:

(1) Tiempo hasta la pérdida de al menos 1 punto de mejora desde el inicio en IGA-FWS, (a) para
todos los pacientes en el grupo RT002 con el cefio fruncido al maximo; (b) para pacientes que lograron al
menos 1 punto de mejora desde el inicio en IGA-FWS y estan en el grupo RT002 con el cefio fruncido al
maximo.

(1) Tiempo hasta la pérdida de al menos 1 punto de mejora desde al inicio en PFWS, (a) para todos
los pacientes en el grupo RT002 con el cefo fruncido al maximo; (b) para pacientes que lograron al menos
1 punto de mejora desde el inicio en PFWS y estan en el grupo RT002 con el cefio fruncido al maximo.

(3) Tiempo hasta la pérdida de al menos 1 punto de mejora desde el inicio en IGA-FWS y PFWS,
(a) para todos los pacientes en el grupo RT002 con el cefio fruncido al maximo; (b) para pacientes que
lograron al menos 1 punto de mejoria desde el inicio tanto en IGA-FWS como en PFWS y estan en el grupo
RTO002 con el cefio fruncido al maximo.

Para los puntos finales derivados de la evaluacion GAIS, el nimero y el porcentaje de pacientes
que alcanzan puntuaciones = 1, 22 y =2 3 se resumen por grupo de tratamiento y visita. Para la puntuacion
GAIS, el numero y el porcentaje de pacientes en cada nivel de escala se resumen por grupo de tratamiento
y visita. Las evaluaciones del investigador y del sujeto se resumen por separado para la evaluacién
realizada con el cefio fruncido al maximo y la evaluacién realizada en reposo después del cefo fruncido al
maximo.

La puntuacion total de FLIS y las puntuaciones de las preguntas individuales se resumen
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descriptivamente por grupo de tratamiento y visita con n, media (DE), SEM, mediana, minimo y maximo.

Para el cuestionario FASE, las preguntas “sDe qué edad crees que te ves ahora?”, Numero de
anos mas viejo y Numero de afos mas joven, se resumen con n, media (DE), SEM, mediana, minimo y
maximo. Para la pregunta “;Te sientes como si parecieras mayor o menor que tu edad real en este
momento?”, el nUmero y el porcentaje de pacientes en cada categoria se resumen por grupo de tratamiento
y visita.

Las evaluaciones IGA-FWS de las fotografias evaluadas por la Revisiéon del Panel Independiente
(IPR, por sus siglas en inglés) se resumen por el nimero y el porcentaje de pacientes en cada nivel de
gravedad por grupo de tratamiento y visita, con el cefo fruncido al maximo. Ademas, se proporciona el
numero y el porcentaje de pacientes con una respuesta de 2 puntos en el IGA-FWS en la semana 4 para
cada grupo de tratamiento y se presenta la diferencia entre los grupos de tratamiento, junto con el IC del
90 % de Wald, bilateral para la diferencia.

Examen de subgrupos: Los analisis de subgrupos para el punto final primario y los puntos finales
secundarios clave asociados con las evaluaciones IGA-FWS y/o PFWS se realizan con subgrupos
clasificados por tratamiento previo con toxina botulinica tipo A (si/no), género y grupo de edad (se utilizaran
dos subgrupos de grupos de edad: 18 a 45 afos, > 45 a 55 afos, >55a 75 afiosy 18 a 65 afios, >
=65 afnos). Especificamente, se examinaron los siguientes puntos finales por subgrupo:

(1) Proporcion de pacientes que logran una respuesta compuesta de 2 puntos; (2) proporcion de
pacientes que alcanzan una puntuacién de 0 o 1 (nula o leve) en IGA-FWS y PFWS; (3) proporcion de
pacientes que alcanzan una puntuaciéon de 0 o 1 (nula o leve) en IGA-FWS; (4) proporciéon de pacientes
que alcanzan una puntuaciéon de 0 o 1 (nula o leve) en PFWS; (5) respuesta sobre la satisfaccion global
del paciente con el cuestionario de tratamiento; (6) el inicio del efecto del tratamiento, derivado del diario
del paciente.

Debido a que los analisis de subgrupos tienen un poder estadistico inherentemente mas bajo que
los analisis de la cohorte completa, solo se presentan estadisticas descriptivas para los grupos de
tratamiento individuales. Los analisis de subgrupos en el punto final primario y los puntos finales
secundarios en los grupos A y B se realizan en la poblacion ITT con imputacion del peor/mejor resultado.
Asimismo, se resumen los analisis de subgrupos en los puntos finales secundarios del Grupo C y D
utilizando datos observados en la poblacién ITT.

Analisis de seguridad

Se realizaron resumenes y analisis de seguridad en la poblacion de seguridad. Se presentaron
estadisticas descriptivas para resumir los datos de seguridad.

Grado de exposicion: Todos los pacientes recibieron una administracion de producto en
investigaciéon. La suma del volumen de producto en investigacion inyectado y el volumen de producto en
investigacién inyectado en cada uno de los cinco sitios de inyeccidn se resumieron por grupo de tratamiento
utilizando estadisticas descriptivas (nimero de observaciones no faltantes, media, mediana, minimo,
maximo y desviacion estandar).

Evaluaciones del sitio de inyeccidon: Las evaluaciones del sitio de inyecciéon se resumieron
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utilizando el niumero y el porcentaje de pacientes que informaron la presencia de cada elemento (eritema,
edema, ardor o escozor, picazén y hematomas) por grupo de tratamiento y visita, asi como el nimero y el
porcentaje de pacientes con una reaccion en cualquier visita posterior al tratamiento. Ademas, el nimero
y el porcentaje de pacientes que informaron cualquier elemento del sitio de inyeccién se resumié por grupo
de tratamiento y por visita, asi como en cualquier visita posterior al tratamiento. Ademas, el numero y los
porcentajes de pacientes con el elemento especificado se resumieron de acuerdo con la primera visita en
la que estuvo presente la reaccion.

Eventos adversos: Todos los EA emergentes del tratamiento (EAET) se enumeraron y resumieron
por grupo de tratamiento, clasificacion de 6rganos del sistema, término preferido, gravedad, relacion y
gravedad. Los eventos adversos graves (EAG) se resumieron por grupo de tratamiento, gravedad y relacién
con el tratamiento del estudio y se enumeraron por paciente por separado.

Evaluaciones de los nervios: Los examenes de los nervios craneales Il-VIl, para las funciones
Reaccion pupilar a la luz y acomodacién, Movimientos extraoculares, Motricidad y Sensacion
macroscopica, para los lados derecho e izquierdo cada uno, se tabularon por grupo de tratamiento y visita.

El Sistema de Calificacién Regional del Nervio Facial por House-Brackmann (Yen, 2003) se tabulo
para los lados derecho e izquierdo de las cuatro ramas principales del nervio facial (VII) que inervan la
musculatura objetivo y adyacente (frente, ojo, cara media y boca) y gravedad de la sincinesis. Estas
tabulaciones fueron por grupo de tratamiento y visita.

La fuerza de los musculos faciales de los lados derecho e izquierdo del musculo orbicular de los
ojos, elevadores de cejas laterales y el musculo orbicular zigomatico lateral, se tabulé por grupo de
tratamiento y visita.

Cambios en la conducta del estudio o analisis planificados: Los cambios en los analisis
planificados incluyen el método de manejo de los datos faltantes para el grupo placebo, la seleccion y
priorizacién de los puntos finales secundarios, y el procedimiento de prueba para controlar el error general
tipo | del estudio. Especificamente, se realizaron los siguientes cambios en los puntos finales:

(1) Los analisis de respondedores IGA-FWS y PFWS que se dividieron entre secundaria y
exploratoria de acuerdo con la semana de evaluacién ahora son todos secundarios.

(2) El inicio del efecto del tratamiento basado en el diario del paciente y la satisfaccion global del
paciente con el tratamiento se han trasladado de exploratorio a secundario.

(3) Los puntos finales GAIS son todos exploratorios, en lugar de que algunos se consideren
secundarios.

(4) Se han incluido puntos finales exploratorios adicionales basados en IGA-FWS y/o PFWS: (b)
proporciéon de pacientes que logran una puntuacién de 0 o 1 (nula o leve) tanto en IGA-FWS como en
PFWS simultaneamente; (b) proporcion de pacientes que logran una mejora de al menos un punto en IGA-
FWS y en PFWS, por separado; (c) proporcion de pacientes que logran una mejora de al menos dos puntos
en IGA-FWS y en PFWS, por separado; (d) proporcidon de pacientes que logran una respuesta compuesta
de 1 o0 2 puntos en el subconjunto de pacientes que logran una respuesta compuesta de 2 puntos en la

semana 4; (e) proporcion de pacientes que alcanzan puntuaciones de 0 o 1 (ninguno o leve) tanto en IGA-
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FWS como en PFWS, en el subconjunto de pacientes que logran una respuesta compuesta de 2 puntos
en la semana 4.

(5) Se han incluido dos puntos finales de tiempo adicionales para eventos, basados en IGA-FWS
y/o PFWS: (a) Tiempo hasta la pérdida de 2 puntos o mayor respuesta en IGA-FWS y PFWS (b) Tiempo
hasta la pérdida de 2 puntos o mayor respuesta en IGA-FWS o PFWS (c) Tiempo de retorno a moderada
o grave en IGA -FWS.

(6) El punto final exploratorio de “Mejora de las lineas glabelares por evaluacién GAIS en reposo
después del cefio fruncido al maximo a lo largo del tiempo” se elimina ya que este punto final se evalta por
la proporcion de pacientes con una puntuacién >=1, >=2 y >=3 a lo largo del tiempo, ademas de la
puntuacion media con el tiempo.

Asimismo, se hicieron evaluaciones sobre el tiempo de retorno. El tiempo de retorno
empeoramiento respecto al inicio tanto en IGA-FWS como en PFWS se evalia mediante una serie de
medidas, que incluyen (1) el nimero de dias desde la fecha de inicio del tratamiento hasta la primera visita
en la que regresan tanto de acuerdo con IGA-FWS como PFWS a, empeoramiento respecto al inicio
después de las ultimas semanas 1, 2 y 4, en las cuales se observa una mejora con respecto al inicio en
ambas. Si no hay tal visita, la censura ocurre en la ultima visita con IGA-FWS y PFWS disponibles. Si no
se observa mejoria con respecto al valor inicial tanto en IGA-FWS como en PFWS en las semanas 1,2y
4, entonces el tiempo se establece en 0; y (2) el numero de dias desde la primera mejoria desde el inicio
en IGA-FWS y PFWS hasta el retorno subsecuente mas temprano a, empeoramiento respecto al inicio en
ambos en IGA-FWS y PFWS. Si no se observa un retorno subsecuente o un empeoramiento respecto al
inicio, se produce la censura en la ultima visita con IGA-FSW y PFWS disponibles. Para pacientes que no
mejoran en comparacion con el inicio tanto en IFA-FWS como en PFWS en cualquier visita en la semana
4 o después, el tiempo se establece en 0.

Resultados del estudio: Resultados de primera linea de los dos brazos del estudio de fase 3 para

lineas glabelares en la semana 36

Disposiciéon de los sujetos: La tabla 15 describe la disposicion de las poblaciones ITT, de

Seguridad y Por protocolo en ambos brazos del estudio.

Tabla 15
Brazo 1 Brazo 2
Placebo RT002 40 U Placebo RT002 40 U
(n=102) (n=201) (n=102) (n=204)
Complet6 la semana 4 97 (95.1 %) 196 (97.5 %) 99 (97.1 %) 203 (99.5 %)
Complet6 la semana 24 91 (89.2 %) 188 (93.5 %) 93 (91.2 %) 199 (97.5 %)
Completo el estudio 93 (91.2 %) 182 (90.5 %) 93 (91.2 %) 191 (93.6 %)
Interrupcion temprana 9 (8.8 %) 19 (9.5 %) 9 (8.8 %) 13 (6.4 %)
Retiro el consentimiento 4 (3.9 %) 8 (4.0 %) 5 (4.9 %) 9 (4.4 %)
Pérdida de seguimiento 4 (3.9 %) 6 (3.0 %) 3 (3.9 %) 1 (0.5 %)
Desviacion del protocolo 1 (1.0 %) 0 0 1 (0.5 %)
Discrecion del investigador 0 1 (0.5 %) 1(1.0 %) 1 (0.5 %)
Otro 0 4 (2.0 %) 0 1 (0.5 %)
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Como lo muestra la tabla 15, una alta proporcion (89.2 a 97.5 %) de los sujetos completaron la

visita de la semana 24, y una proporcién igualmente alta (90.5 a 93.6 %) de los sujetos completaron los

estudios. Casi todos (95.1 a 99.5 %) de los 609 sujetos en ambos brazos del estudio completaron la visita

de la semana 4 (punto final primario). La baja frecuencia de interrupcién temprana (6.4 a 9.5 %) refuerza

que los dos estudios fueron bien ejecutados. Se debe destacar que la proporcion de sujetos excluidos de

la poblacion por protocolo es relativamente baja y oscila entre 8.8 a 22.5 %.

Analisis de las poblaciones: La tabla 16 muestra el analisis de las diferentes poblaciones.

Tabla 16
Brazo 1 Brazo 2
Placebo RT002 40 U Placebo RT002 40 U
(n=102) (n=201) (n=102) (n=204)

Intencién de tratar (ITT)

102 (100 %)

201 (100 %)

102 (100 %)

204 (100 %)

Seguridad

102 (100 %)

201 (100 %)

101 (99.0 %) *

205 (100.5 %)

Por protocolo (PP) 79 (77.5%) | 176 (87.6 %) | 90(88.2 %) | 186 (91.2 %)

Excluidos de PP 23(22.5%) | 25(12.4 %) 12 (11.8 %) 18 (8.8 %)

Visita de la semana 4 fuera de horario | 12 (11.8 %) 15 (7.5 %) 6 (5.9 %) 9 (4.4 %)

Falt6 a la visita de la semana 4 5 (4.9 %) 5(2.5 %) 3 (2.9 %) 1 (0.5 %)

Sin IGA-FWS o PFWS en la semana 4 5 (4.9 %) 5(2.5 %) 3 (2.9 %) 1 (0.5 %)

Utilizé medicacion prohibida antes de la 1(1.0 %) 1(0.5 %) 0 1(0.5 %)

semana 4

Violacién de criterios I/E 6 (5.9 %) 6 (3.0 %) 2 (2.0 %) 7 (3.4 %)
Recibié tratamiento incorrecto 0 0 1(1.0 %) 0
Kit de tratamiento fuera de secuencia 0 1 (0.5 %) 0 0

Demografia: La tabla 17 muestra la demografia de las poblaciones de estudio. Tanto las cohortes

de placebo como las de activo estaban bien equilibradas con respecto a la proporcién de mujeres (86.3 a
89.7 %) y una edad media de 50 (49.0 a 50.9).

Tabla 17
Brazo 1 Brazo 2
Placebo RT002 40 U Placebo RT002 40 U
(n=102) (n=201) (n=102) (n=204)
Mujeres, n (%) 88 (86.3 %) | 174 (86.6 %) | 87 (85.3 %) | 183 (89.7 %)
Edad (afios), 49.0 50.9 50.5 49.6
media (DE), (11.13) (11.22) (9.98 %) (9.84)
Intervalo 22,74 23,74 27,75 21,73
18 a 45 ainos 32 (31.4 %) 58 (28.9 %) 30 (29.4 %) 62 (30.4 %)
46 a 55 anos 41 (40.2 %) 68 (33.8 %) 42 (41.2 %) 91 (44.6 %)
56 a 75 anos 29 (28.4 %) 75 (37.3 %) 30 (29.4 %) 51 (25.0 %)
Hispanica/Latina, n (%) 25 (24.5 %) 47 (23.4 %) 10 (9.8 %) 19 (9.3 %)
Raza
Blanca 81(79.4 %) | 173 (86.1 %) | 92(90.2 %) | 180 (88.2 %)
Negra/Afroamericana 8 (7.8 %) 10 (5.0 %) 3 (2.9 %) 9 (4.4 %)
Asiatica 2 (2.0 %) 7 (3.5 %) 5(4.9 %) 11 (5.4 %)
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Brazo 1 Brazo 2
Placebo RT002 40 U Placebo RT002 40 U
(n=102) (n=201) (n=102) (n=204)
Otra 11 (10.8 %) 11 (5.5 %) 2 (2.0 %) 4 (2.0 %)

Caracteristicas iniciales: La tabla 18 muestra el porcentaje de uso previo de toxina botulinica y
otras caracteristicas. En el brazo 1, la proporcién de uso previo de toxina botulinica fue menor (44.1 a 45.8
%) en relacion con el brazo 2 (58.8 a 59.3 %). Los valores iniciales durante meses desde el ultimo uso de
toxina botulinica (22.6 a 32.2), IGA-FWS con el cefio fruncido al maximo y PFWS con el cefio fruncido al

maximo estaban relativamente bien equilibrados en los brazos 1y 2.

Tabla 18
Brazo 1 Brazo 2
Placebo RT002 40 U Placebo RT002 40 U
(n=102) (n=201) (n=102) (n=204)
Toxina '°°‘“';’J/:°)a Aprevia,n | 45441 9%) 92 (45.8 %) 60(58.8%) | 121(59.3 %)
Meses ngﬁre_ :' ultimo 226 32.2 23.0 227
media (DE) (19.61) (37.05) (24.36) (23.67)
1,94 7,205 7,121 7,193
rango
IGA-FWS con el ceino fruncido
al maximo
Moderada 66 (64.7 %) 123 (61.2 %) 67 (65.7 %) 129 (63.2 %)
Grave 36 (35.3 %) 78 (38.8 %) 35 (34.3 %) 75 (36.8 %)
PFWS con el ceno fruncido al
maximo
Moderada 64 (62.7 %) 120 (59.7 %) 49 (48.0 %) 106 (52.0 %)
Grave 38 (37.3 %) 81 (40.3 %) 53 (52.0 %) 98 (48.0 %)

Eficacia: Los estudios pivotales de fase 3 de los brazos 1y 2 con RT002 inyectable (RT002; Daxi)
a 40 U para el tratamiento de lineas glabelares excedieron o cumplieron con los resultados observados en
el ejemplo 5, un estudio de fase 2 con duracion de 24 semanas, observado en medidas de tasa y duracion
de respuesta clave.

Se cumplié el punto final primario con una respuesta compuesta de 2 puntos en la semana 4 del
74 % con RT002 versus 0 % y 1 % para placebo (p < 0.0001) en los brazos 1y 2, respectivamente, con los
resultados que exceden los observados en el ejemplo 5. Los resultados se muestran en la figura 5A. Los
resultados que usan medidas adicionales se muestran en las figuras 5B a 5C.

La figura 5B presenta los graficos de Kaplan-Meier del Tiempo de retorno, empeoramiento
respecto al, Inicio, tanto en la escala IGA-FWS como en la PFWS en pacientes en el grupo RT002 del brazo
1y brazo 2 (casos observados) (ITT). El Tiempo de Retorno, empeoramiento respecto al, Inicio, tanto en
la escala IGA-FWS como en la PFWS es el numero de dias desde la fecha de inicio del tratamiento hasta
la primera visita en la que tanto IGA-FWS como PFWS regresan al inicio o empeoran después de la ultima

de las semanas 1, 2 y 4, en las que se observa una mejora con respecto al valor inicial en ambas. Si no
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hay tal visita, la censura ocurre en la ultima visita con IGA-FWS y PFWS disponibles. Si no hay mejoria con
respecto al valor inicial tanto en IGA-FWS como en PFWS en las semanas 1, 2 y 4, entonces el tiempo se
establece en 0.

La figura 5C presenta Graficos de Kaplan-Meier de Tiempo de Mantenimiento de Gravedad de
Arrugas Nula o Leve en Escalas IGA-FWS o PFWS en pacientes en el grupo RT002 de cada uno de los
dos brazos de estudio (Casos observados) (ITT). El tiempo de retorno a moderada o grave tanto en IGA-
FWS como en PFWS es el numero de dias desde la fecha de inicio del tratamiento hasta la primera visita
en la que IGA-FWS o PFWS regresan a moderada o grave después de las Ultimas semanas 1, 2y 4 en
donde IGA-FWS o PFWS es nula o leve. Si no hay tal visita, la censura ocurre en la ultima visita con IGA-
FWS o PFWS disponibles. Si tanto IGA-FWS como PFWS son nulas o leves en las semanas 1, 2 y 4,
entonces el tiempo se establece en 0.

Las tablas 19A a 19B y las tablas 20A a 20B proporcionan datos adicionales con respecto a los
analisis de Tiempo de retorno.

Las tablas 19A a 19B presentan estadisticas para el Retorno, empeoramiento respecto al Inicio
tanto en IGA-FWS como en PFWS, para todos los pacientes en el grupo RT002 de cada uno de los dos
brazos del estudio con el cefio fruncido al maximo (Casos observados) (Poblacién con intenciéon de tratar).
N es el numero de pacientes en el grupo RT002. Los porcentajes se basan en N. El Tiempo de retorno,
empeoramiento respecto al Inicio tanto en IGA-FWS como en PFWS es el nimero de dias desde la fecha
de inicio del tratamiento hasta la primera visita en la que regresan tanto IGA-FWS como PFWS,
empeoramiento respecto al inicio después de las ultimas semanas 1, 2 y 4 en las que se observa una
mejora con respecto al inicio en ambos. Si no hay tal visita, la censura ocurre en la ultima visita con IGA-
FWS y PFWS disponibles. Si no hay mejoria con respecto al valor inicial tanto en IGA-FWS como en PFWS
enlas semanas 1, 2y 4, entonces el tiempo se establece en 0. Las estadisticas resumidas son estimaciones

de Kaplan-Meier. + indica una observacion censurada.

Tabla 19A
Estadisticas RTS(;%(;O u
Pacientes con el evento 164 (81.6 %)
Censurado 37 (18.4 %)
Tiempo de respuesta medio 194.0
IC del 95 % para mediana (173.0, 196.0)
Min. - Max. 0, 263+

Tasa de supervivencia (IC del 95 %)
Semana 8 97.5 % (94.1 %, 99.0 %)
Semana 12 96.0 % (92.1 %, 98.0 %)
Semana 16 90.9 % (85.9 %, 94.1 %)
Semana 20 83.1 % (77.1 %, 87.7 %)
Semana 24 64.8 % (57.6 %, 71.1 %)
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Tabla 19B
iy RT002 40 U
Estadisticas N=201
Pacientes con el evento 174 (85.3 %)
Censurado 30 (14.7 %)
Tiempo de respuesta medio 182.0
IC 95 % para la media (169.0, 196.0)
Min. - Max. 0, 279
Tasa de supervivencia (IC 95 %)
Semana 8 97.1 % (93.6 %, 98.7 %)
Semana 12 96.1 % (92.3 %, 98.0 %)
Semana 16 93.1 % (88.6 %, 95.8 %)
Semana 20 85.6 % (80.0 %, 89.8 %)
Semana 24 60.7 % (53.6 %, 67.1 %)

Las tablas 20A a 20B presentan Retorno a, empeoramiento respecto al Inicio, tanto en IGA-FWS
como en PFWS, para los pacientes que alcanzaron la respuesta compuesta de 2 puntos en la semana 4 y
estan en el grupo RT002 de cada uno de los dos brazos de estudio con el cefio fruncido al maximo (Casos
observados) (Poblacion con intencion de tratar). N es el nUmero de pacientes en el grupo RT002 donde
hay respondedores compuestos de 2 puntos en la semana 4. Los porcentajes se basan en N. El Tiempo
de retorno, o Peor que, el Inicio tanto en IGA-FWS como en PFWS es el nimero de dias desde la fecha de
inicio del tratamiento hasta la primera visita en la que regresan tanto IGA-FWS como PFWS, o peor que,
el inicio después de las ultimas semanas 1, 2 y 4 en las que se observa una mejora con respecto al inicio
en ambos. Si no hay tal visita, la censura ocurre en la Ultima visita con IGA-FWS y PFWS disponibles. Si
no hay mejoria con respecto al valor inicial tanto en IGA-FWS como en PFWS en las semanas 1, 2 y 4,
entonces el tiempo se establece en 0. Las estadisticas resumidas son estimaciones de Kaplan-Meier. +

indica una observacion censurada.

Tabla 20A
Estadisticas RTS(E:SO u
Pacientes con el evento 112 (77.2 %)
Censurado 33 (22.8 %)
Tiempo de respuesta medio 196.0
IC 95 % para la media (182.0, 199.0)
Min. - Max. 29+, 263+
Tasa de supervivencia (IC 95 %)
Semana 8 100.0 % (100.0 %, 100.0 %)
Semana 12 99.3 % (95.1 %, 99.9 %)
Semana 16 97.2 % (92.6 %, 98.9 %

( )
Semana 20 89.3 % (82.9 %, 93.4 %)
Semana 24 71.1 % (62.8 %, 77.9 %)
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Tabla 20B
Estadisticas RTﬂg:g u
Pacientes con el evento 145 (96.7 %)
Censurado 5 (3.3 %)
Tiempo de respuesta medio 168.0
IC 95 % para la media (156.0, 168.0)
Min. - Max. 54, 279

Tasa de supervivencia (IC 95 %)

Semana 8 98.0 % (93.9 %, 99.4 %)
Semana 12 96.0 % (91.3 %, 98.2 %)
Semana 16 83.2 % (76.2 %, 88.4 %)
Semana 20 68.5 % (60.4 %, 75.3 %)
Semana 24 41.6 % (33.7 %, 49.4 %)

Las tablas 21A a 21B proporcionan resultados para el porcentaje de diferentes grupos de
tratamiento que no muestran arrugas o que muestran arrugas leves, basadas en IGA-FWS y PFWS a lo
largo del tiempo, para cada uno de los dos brazos del estudio. *p < 0.0001 vs. placebo en ambos casos.
La prueba de Cochran-Mantel-Haensel estratificada por el centro de estudio se utilizé para las
comparaciones de la tasa de respuesta para Daxi (RT002) vs. placebo en cada punto de tiempo en la
poblacién ITT. Los datos faltantes fueron imputados con el peor resultado post-inicio para RT002 y el mejor
resultado para placebo.

Tabla 21A - Evaluacién del investigador (IGA-FWS)

Brazo 1 Brazo 2
Semana| RT002 40 U Placebo RT002 40 U Placebo
(n=201) (n=102) (n=204) (n=102)
2 93.5% * 3.9 % 98.0% * 2.0%
4 97.5 % * 4.9 % 97.5% * 3.9 %
8 91.5% * 7.8 % 94.6 % * 29%
12 84.1% * 29 % 88.2 % * 29 %
16 711%™ 5.9 % 74.0 % * 29%
20 53.2 % 2.9 % 54.4 % * 29 %
24 353%* 2.0% 29.4 %* 2.0 %
Tabla 21B - Evaluacién del paciente (PFWS)
Brazo 1 Brazo 2
Semana| RT00240U Placebo RT002 40 U Placebo
(n=201) (n=102) (n=204) (n=102)
2 92.5% * 3.9% 912 % * 39%
4 92.0% * 1.0 % 90.2% * 3.9%
8 84.6 % * 2.0% 85.3% * 6.9 %
12 726 % * 2.9 % 716 % * 59 %
16 57.2%* 5.9 % 53.4% * 59%
20 448 % * 2.9 % 35.8% * 6.9 %
24 239 % * 1.0 % 216 % * 2.0%
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Las tablas 22A a 22B presentan la satisfaccion global del paciente con el tratamiento en la visita
de la semana 4 (casos observados) (poblacién con intencion de tratar), para pacientes en cada uno de los
dos brazos del estudio.

Tabla 22A
Satisfaccion global del paciente con el Placebo RT002 40 U N-201 Diferencia (IC 90
tratamiento N=102 %)
Semana 4, Nimero de pacientes a nivel de
escala (%)
Muy insatisfecho 38 (37.3 %) 2 (1.0 %) 4.2 (4.0,4.4)
Insatisfecho 25 (24.5 %) 1 (0.5 %)
Algo insatisfecho 7 (6.9 %) 1 (0.5 %)
Ni satisfecho ni insatisfecho 23 (22.5 %) 5(2.5 %)
Algo satisfecho 2 (2.0 %) 11 (5.5 %)
Satisfecho 2 (2.0 %) 40 (19.9 %)
Muy satisfecho 0 136 (67.7 %)
Tabla 22B
Satisfaccion global del paciente con el Placebo RT00240 U Diferencia (IC 90
tratamiento N=102 N-201 %)
Semana 4, Numero de pacientes a nivel de
escala (%)
Muy insatisfecho 38 (37.3 %) 2 (1.0 %) 4.2(4.0,4.4)
Insatisfecho 25 (24.5 %) 1 (0.5 %)
Algo insatisfecho 7 (6.9 %) 1 (0.5 %)
Ni satisfecho ni insatisfecho 23 (22.5 %) 5 (2.5 %)
Algo satisfecho 2 (2.0 %) 11 (5.5 %)
Satisfecho 2 (2.0 %) 40 (19.9 %)
Muy satisfecho 0 136 (67.7 %)

Las tablas 23A a 23B proporcionan resultados para el porcentaje de diferentes grupos de
tratamiento que no muestran arrugas o muestran arrugas leves, con base en IGA-FWS y PFWS, a lo largo
del tiempo, para cada uno de los dos brazos del estudio en comparacién con los resultados en el estudio
del ejemplo 5. (* p < 0.0001 vs. placebo en ambos casos; **p < 0.01 (vs. placebo en el estudio del ejemplo
5). La prueba de Cochran-Mantel-Haensel estratificada por el centro de estudio se utilizé para las
comparaciones de la tasa de respuesta para Daxi (RT002) vs. placebo en cada punto de tiempo en la

poblacién ITT. Los datos faltantes fueron imputados con el peor resultado post-inicio para RT002 y el mejor

resultado para placebo.

Tabla 23A
Brazo 1 Brazo 2 Ejemplo 5
Semana| RT00240 U RT002 40 U RT002 40 U
(n=201) (n=204) (n=39)
2 93.5%* 98.0 % * 97.3 % **
4 97.5% * 975%* 97.4 % **
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8 915%* 94.6 % * 97.4 % **
12 84.1 % * 88.2% * 84.6 % **
16 71.1%* 740 % * 66.7 % **
20 53.2 % 544 % * 46.2 % **
24 353%* 294 % * 30.8 % **
Tabla 23B
Brazo 1 Brazo 2 Ejemplo 5
Semana| RT00240U | RT00240U | RT002 40U
(n=201) (n=204) (n=39)
2 925% * 912%™~ 91.9 % **
4 92.0 % * 90.2 % * 94.9 % **
8 84.6 % * 853 % * 86.8 % **
12 72.6 % * 716 % * 84.6 % **
16 572 % * 534 %* 61.5 % **
20 44.8 % 358 % * 35.9 % **
24 239%™ 216 % * 20.5 % **

Las tablas 24A a 24B muestran ademas que se observaron tasas de respuesta robustas nula o

leve hasta la semana 24 en la Evaluacién del investigador (IGA-FWS) (tabla 24A) y en la Evaluacion del

paciente (tabla 24B) (* p < 0.0001 vs. placebo en todos los puntos de tiempo hasta la semana 24; se us6

la prueba de Cochran-Mantel-Haenszel estratificada por el centro de estudio para la comparacion de la

tasa de respuesta para RT002 vs. placebo en cada punto de tiempo en la poblacién ITT; los datos faltantes

fueron imputados con el peor resultado post-inicio para RT002 y mejor resultado para placebo). Por

ejemplo, el brazo 1y el brazo 2 tuvieron tasas de respuesta de 71 % y 74 % en la semana 16, y 35 % y 29

% en la semana 24 para IGA-FWS, respectivamente.

Tabla 24A Tabla 24B
Brazo 1 Brazo 2 Brazo 1 Brazo 2
Sem RT002 Placebo RT002 Placebo Sem RT002 Placebo RT002 Placebo

40U n=102 40 U n=102 40U n=102 40U n=102

n=201 n=204 n=201 n=204
2 935%*| 3.9% 98.0 % * 2.0% 2 |925%*| 39% |912%*| 39%
4 975%*| 49% 97.5% * 3.9% 4 |920%*| 1.0% |902%*| 39%
8 915%*| 7.8% 94.6 % * 2.9 % 8 |846%*| 20% |853%*| 6.9%
12 |841%*| 29% 88.2% * 2.9 % 12 |726%*| 29% |716%*| 59%
16 | 711%*| 59% 74.0% * 2.9 % 16 |57.2%*| 59% |534%*| 59%
20 |532%*| 29% 54.4 % * 2.9 % 20 [448%*| 29% |358%*| 6.9%
24 |353%*| 20% 29.4 % * 2.0 % 24 [239%*| 1.0% [216%*| 2.0%

Las tablas 25A a 25B comparan estos resultados con los del ejemplo 5, y muestran tasas

robustas de respuesta nula o leve observadas hasta la semana 24 en la Evaluacion del investigador
(IGA-FWS) (tabla 25A) y en la Evaluacién del Paciente (PFWS) (tabla 25B) (* p < 0.0001 (vs. placebo),
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**p < 0.01 (vs. placebo); la prueba de Cohran-Mantel-Haenszel estratificada por el centro de estudio
se uso para la comparacién de la tasa de respuesta para RT002 vs. placebo en cada punto de tiempo
en la poblacion ITT; los datos faltantes fueron imputados con el peor resultado post-inicio para RT002
y el mejor resultado para placebo). Se observaron tasas robustas de respuesta nula o leve en IGA-FWS
hasta la semana 24. Las tasas de respuesta para cada uno de los dos brazos fueron 71 % y 74 %, en la
semana 16 y 35 %; y 29 %, en la semana 24, respectivamente (p < 0.0001 versus placebo en todos los
puntos de tiempo hasta la semana 24). En el estudio del ejemplo 5, la tasa de respuesta a la dosis de 40 U
de RTOO fue del 67 % en la semana 16 y del 31 % en la semana 24, en comparacion con la tasa de
respuesta de 20 U de toxina onabotulinica A la semana 16 del 31.7 % y la tasa de respuesta de la semana
24 del 11.9 % (ver de nuevo Carruthers 2017 y Allergan, Inc. BOTOX® (toxina onabotulinica A) Informacion
de Prescripcion, 2013).

Tabla 25A Tabla 25B
Brazo 1 Brazo 2 EX. 5 Brazo 1 Brazo 2 EX.5
Sem | RT00240 U | RT002 40 U RTO002 40 Sem | RT002 40 RT002 40 RTO002 40
n=201 n=204 U n=39 U n=201 U n=204 U n=39
2 935% * 98.0 % * 97.3 % ** 2 925 % * 91.2% * 91.9 % **
4 97.5% * 97.5% * 97.4 % ** 4 92.0% * 90.2% * 94.9 % **
8 91.5% * 94.6 % * 97.4 % ** 8 84.6 % * 85.3% * 86.8 % **
12 84.1% * 88.2 % * 84.6 % ** 12 726 % * 716 % * 84.6 % **
16 711 % * 74.0 % * 66.7 % ** 16 572%* 534 % * 61.5 % **
20 532 % * 54.4 % * 46.2 % ** 20 44.8 % 35.8% * 35.9 % **
24 353% * 294 % * 30.8 % ** 24 239 % * 216 % * 20.5 % **

Como se muestra también en las figuras 6A a 6B, estos resultados exceden los obtenidos en el
ejemplo 5 que muestran, en la semana 4, una respuesta compuesta de 2 puntos de 52.8 % con RT002
(figura 6A) (* p < 0.0001 (vs. placebo en una prueba de Cochran-Mantel-Haenszel estratificada por centro
de estudio) (ver también Carruthers, 2017)).

La figura 6B compara el brazo 1 y el brazo 2 de este estudio con el ejemplo 5, en términos de la
respuesta nula o respuesta leve en IGA-FWS y PFWS a lo largo del tiempo. El ejemplo 5 mostro, en la
semana 16, una respuesta del67 %, y en la semana 24, una respuesta del 31 % (figura 6B). En el estudio
de fase 3, los datos faltantes fueron imputados con el peor resultado post-inicio (o el mejor resultado para
el brazo con placebo) en las visitas hasta la semana 24. La imputacién de no respondedores se utilizé para
las visitas posteriores a la semana 24. En el ejemplo 5, las tasas de respuesta fueron de los sujetos con
datos.

La figura 7 presenta el porcentaje de sujetos que no mantienen arrugas o mantienen arrugas leves
en funcién de la puntuacion IGA-FWS y PFWS a lo largo del tiempo, para cada uno de los dos brazos del

presente estudio, para el ejemplo 5, y para varias otras formulaciones de toxina botulinica. La figura 7 se
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basa en la figura 6 al incluir la respuesta nula o leve de acuerdo con IGA-FWS y PFWS a lo largo del
tiempo de acuerdo con los instructivos de toxina onabotulinica A, toxina abobotoulinica A y toxina
incobotulinica A. Por ejemplo, la toxina onabotulinica A 20 U, que mostré una tasa de respuesta de la
semana 16 del 31.7 % y una tasa de respuesta de la semana 24 del 11.9 %. Especificamente, la linea
continua azul brillante representa Abobot GL-1 (toxina abobotoulinica A descrita en el instructivo de Dysport
en los EE. UU. para su estudio GL-1); la linea discontinua de color azul brillante representa Abobot GL-3
(toxina abobotoulinica A descrita en el prospecto de Dysport en el instructivo de EE. UU. para su estudio
GL-3), la naranja representa Onabot USP1 (toxina onabotulinica A como se describe en el instructivo de
EE. UU. correspondiente); el triangulo abierto rojo representa Incobot GL-1 (toxina incobotulinica A descrito
en el instructivo de Xeomin en los EE. UU. para su estudio GL-1); y el triangulo cerrado rojo representa
Incobot GL-2 (toxina incobotulinica A descrita en el instructivo de Xeomin en los EE. UU. para su estudio
GL-2). En los brazos del estudio de fase 3, para la poblacion ITT, los datos faltantes fueron imputados con
el peor resultado post-inicio (o el mejor resultado para el brazo de placebo) en las visitas hasta la semana
24. La imputacion de no respondedores se utilizé para las visitas posteriores a la semana 24. Con respecto
a los resultados del ejemplo 5, las tasas de respuesta fueron de los sujetos ITT con datos.

Las figuras 8 a 10 muestran ademas los resultados del estudio de fase 3. La figura 8 representa
una respuesta nula o leve de acuerdo con PFWS en relacién con el ejemplo 5. En el estudio de fase 3, los
datos faltantes fueron imputados con el peor resultado post-inicio (o el mejor resultado para el brazo con
placebo) en las visitas hasta la semana 24. La imputacion de no respondedores se utilizé para las visitas
posteriores a la semana 24. En el ejemplo 5, las tasas de respuesta fueron de los sujetos con datos.

La figura 9 representa una respuesta nula o leve de acuerdo con PFWS en relacién con la toxina
abobotulinica A. En el estudio de fase 3 (ITT), los datos faltantes fueron imputados con el peor resultado
post-inicio (o el mejor resultado para el brazo de placebo) en las visitas hasta la semana 24. La imputacion
de no respondedores se utilizé para las visitas posteriores a la semana 24. En el ejemplo 5, las tasas de
respuesta fueron de sujetos ITT con datos.

La figura 10 representa la tasa de respuesta de = 1 punto en IGA-FWS a lo largo del tiempo del
brazo 1y el brazo 2 (ITT) del presente estudio con relacion al ejemplo 5 (PP). En el estudio de fase 3, los
datos faltantes fueron imputados con el peor resultado post-inicio (o el mejor resultado para el brazo con
placebo) en las visitas hasta la semana 24. La imputacion de no respondedores se utilizé para las visitas
posteriores a la semana 24. En el ejemplo 5, las tasas de respondedores fueron de los sujetos de la
poblacion PP.

Las figuras 11 a 13 resumen ademas estos resultados. Los dos brazos de este estudio son los
primeros y Unicos estudios de fase 3 en pacientes con lineas glabelares moderadas a severas que
demostraron una eficacia confirmatoria de = 24 semanas en multiples medidas de resultado clinicamente
significativas. Ambos estudios de fase 3 excedieron los resultados del estudio del ejemplo 5, con una
duracién media de = 1 punto de mejora desde el inicio en IGA-FWS y PFWS de 24.1y 23.7 a 23.9 semanas
en ambas evaluaciones tanto del investigador (figura 11) como del sujeto (figura 12), respectivamente.

Por el contrario, el estudio en el ejemplo 5 demostré una mejoria de = 1 punto en IGA-FWS de
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23.6 semanas de duracion media con RT002 40 U frente a 18.8 semanas con 20 U de toxina onabotulinica
A (p < 0.03) (Carruthers, 2017). La figura 13 representa una comparacion de IGA-FWS y PFWS para los
dos brazos de este estudio.

Las figuras 14 a 16 representan que el mantenimiento del estado de gravedad de las arrugas nulo
o leve (puntuacion de 0 o 1) con 40 U de RT002 en IGA-FWS y PFWS replicé la duracién observada con
resultados de mejora = 1 punto. La figura 14 presenta el porcentaje de sujetos que mantienen un estado
de gravedad de arrugas nulo o leve (puntuacion de 0 o 1) en IGA-FWS a lo largo del tiempo, para cada uno
de los dos brazos del presente estudio (lineas purpura y azul) y para el ejemplo 5 (linea roja). La figura
15 presenta el porcentaje de sujetos que mantienen un estado de gravedad de arrugas nulo o leve
(puntuacion de 0 o 1) en IGA-FWS a lo largo del tiempo, para cada uno de los dos brazos del presente
estudio (lineas purpura y azul), en base a respondedores compuestos de 2 puntos en la semana 4. La
figura 16 presenta el porcentaje de sujetos que mantienen un estado de gravedad de arrugas nulo o leve
(puntuacion de 0 o 1) en IGA-FWS o PFWS a lo largo del tiempo, para cada uno de los dos brazos del
presente estudio (lineas purpura y azul).

La figura 17 representa la duracién media de 27.7 semanas (6.5 meses) y 26 semanas (6.1
meses) en el brazo 1y 2, respectivamente, de este estudio. El tiempo medio de retorno a la gravedad inicial
de las arrugas con RT002 tanto en IGA-FWS como en PFWS supero los seis meses.

Satisfaccion global del paciente: Se observaron tasas de satisfaccion global del paciente altas
en la semana 4 en ambos brazos del estudio. La figura 18 representa las tasas de satisfaccion de
“Satisfecho” o “Muy satisfecho” del 91 % y 88 % para los brazos 1y 2, respectivamente, en una escala de
7 puntos.

Las figuras 19 a 20 muestran fotografias de sujetos ejemplares del estudio de fase 3. La figura
19 presenta fotografias de un sujeto que muestra una mejora de 2 puntos de acuerdo con IGA-FWS y
PFWS en la semana 4 (cefio fruncido al maximo) después del tratamiento con 40 U RT002 y una duracion
sostenida de 1 punto del efecto hasta la semana 24.

Las figuras 20A a 20B presenta fotografias de un sujeto diferente que muestra una mejora de 2
puntos de acuerdo con IGA-FWS y PFWS en la semana 4 (cefio fruncido al maximo) después del
tratamiento con 40 U de RT002; y una duracién sostenida del efecto de 1 punto hasta la semana 24 (figura
20B) y 32 semanas (figura 20B).

Seguridad:

Se observé que RT002 40 U era generalmente segura y bien tolerada hasta la semana 36 en
ambos brazos. El porcentaje de sujetos en el brazo 1 y 2 con eventos adversos fue del 36 % y 46 %,
respectivamente, en el grupo RT002; y 25 % y 24 %, respectivamente, en el grupo placebo. Consulte tabla
26, que resume los eventos adversos. La mayoria de los eventos en el grupo RT002 fueron de gravedad
leve y se consideraron no relacionados con el farmaco del estudio. Ningun sujeto en el grupo RT002 dejo
el estudio debido a los EA. Dos sujetos en cada brazo experimentaron un EA grave en el grupo RT002,
ninguno de los cuales estaba relacionado con el tratamiento. Los EA relacionados con el tratamiento en el

brazo 1y 2 ocurrieron en 17.4 % y 21.0 % de los sujetos, respectivamente, en el grupo RT002; y 8 % y 9
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%, respectivamente, en el grupo placebo.

Tabla 26
Brazo 1 Brazo 2
Placebo RT002 Placebo RT002
(n=102) 40U (n=101) 40U
(n=201) (n=204)
Muerte, n (%) 0 0 0 0
EA graves (EAG), n (%) 1 (1.0 %) 2 (1.0 %) 1(1.0 %) 2 (1.0 %)
. : 25 24
o, 0, 0,
Sujetos con cualquier EA, n (%) (24.5 %) 72 (35.8 %) (23.8 %) 94 (45.9 %)
Grave 1(1.0 %) 4 (2.0 %) 1(1.0 %) 2 (1.0 %)
Sujetos con cualquier EA relacionado con el o o 0 o
tratamiento, n (%) 8(7.8%) | 35(17.4 %) | 10(9.9 %) | 43 (21.0 %)
EAG 0 0 0 0
Sujetos con cualquier EA que lleva a la 0 0 0 0
interrupcioén del estudio, n (%)

En el grupo RT002 en ambos estudios, los eventos mas comunes fueron dolor de cabeza (6 a 7
%) y dolor en el lugar de la inyeccion (2.4 % a 5 %); las tasas de edema y eritema relacionados con la
inyeccion fueron < 2.4 % y todos los casos fueron de gravedad leve. Se observo una tasa general de ptosis
palpebral del 2.2 %, con una duracién media de 60 dias. La tabla 27 resume el numero de eventos
adversos relacionados con el tratamiento por término preferido (> 2 % en cualquier brazo) (* 6 casos de
gravedad leve, 3 casos de gravedad moderada; todos resueltos sin secuelas). Duracion media de 60 dias;
T Trastorno ocular con > 2 casos por grupo. Todos los casos de gravedad leve. (¥Duraciéon media de 30

dias).

Tabla 27
Término preferido Brazo 1 Brazo 2
Placebo | RT00240U | Placebo | RT002 40U
(n=102) (n=201) (n=101) (n=205)
Dolor de cabeza 3 (2.9 %) 4 (7.0 %) 1(1.0 %) 12 (5.9 %)
Dolorenelsitiode | y 399 | 10(50%) |4@0%) | 5(24%)
inyecciéon
Ptosis palpebral*t 0 5(2.5 %) 0 4 (2.0 %)
Eritema en el sitio de o o
inyeccién 0 0 4 (4.0 %) 5(2.4 %)
Edema en el sitio de 0 1(05%) |3(30%) | 5(24%)
inyeccion
Blefaroespasmot 0 0 0 3 (1.5 %)
Ptosis de cejasti 0 2 (1.0 %) 0 1 (0.5 %)

Los eventos adversos y graves se muestran en la tabla 28 y la tabla 29. La tabla 28 resume los
eventos adversos graves ** por término preferido (* El EA grave también es un EA severo; ** ninguno de

los eventos adversos graves estuvo relacionado con el tratamiento).
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Tabla 28
EA Brazo 1 Brazo 2
rave
Términogprc‘elferido Placebo RT002 40 U Placebo RT002 40 U
(n=102) (n=201) (n=101) (n=205)
Insuf|0|en'0|a cle médula 0 1(0.5 %) 0 0
b6sea
Influenza 0 1 (0.5 %) 0 0
Sepsis* 0 1 (0.5 %) 0 0
Smdrome_del tunel 0 1(0.5 %) 0 0
carpiano
Ansiedad* 1(1.0 %) 0 0 0
Nefrolitiasis 0 1 (0.5 %) 0 0
Congestu:m del_ tracto 0 1(0.5 %) 0 0
respiratorio
Conjuntivitis 0 0 0 1 (0.5 %)
Perforacién uterina* 0 0 0 1 (0.5 %)
Leiomiosarcoma o
recurrente* 0 0 1(1.0%) 0
Leiomioma uterino* 0 0 0 1 (0.5 %)

La tabla 29 resume los Eventos Adversos Graves™* por término preferido (*ninguno de los EA

graves esta relacionado con el tratamiento).

Tabla 29
Brazo 1 Brazo 2
Término preferido Placebo RT002 40 U Placebo RT002 40 U
(n=102) (n=201) (n=101) (n=205)
Insuf|C|en'C|a c:e médula 0 1(0.5 %) 0 0
Osea
Sepsis 0 1 (0.5 %) 0 0
Ansiedad* 1 (1.0 %) 0 0 0
Perforacion uterina* 0 0 0 1 (0.5 %)
Lelomlosarco*ma 0 0 1(1.0 %) 0
recurrente
Leiomioma uterino* 0 0 0 1 (0.5%)

Ejemplo 8: Estudio de seguridad de seguimiento de la formulacién inyectable de la toxina botulinica

que muestra una sequridad mejorada, tasas de respuesta mas altas y una duracién del efecto mas

larga en el tratamiento de las lineas glabelares en los tratamientos sucesivos

Ademas de los dos ensayos fundamentales planificados, el programa de fase 3 incluye un ensayo
de seguridad abierto a largo plazo, que esta disefiado para evaluar la seguridad a largo plazo de RT002
para el tratamiento de lineas glabelares moderadas a severas en adultos después de administracién tanto
de tratamiento unico como de tratamiento repetido. El estudio de seguridad a largo plazo incluyo
aproximadamente 1,500 sujetos en multiples sitios. Dependiendo del numero de tratamientos y la duracion

del seguimiento, un sujeto puede estar en el estudio por un maximo de 84 semanas.
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El estudio de seguridad incluyd un ensayo prospectivo de fase 3, abierto, multicéntrico, de dosis
repetidas para evaluar la seguridad de administraciones Unicas y repetidas de RT002 en el tratamiento de
lineas glabelares moderadas a severas. El estudio de seguridad incluyé aproximadamente 60 centros y
aproximadamente 1,500 sujetos inscritos, ademas de aproximadamente 600 sujetos inscritos en los brazos
1y 2 del estudio de fase del ejemplo 7, descrito en la presente, para tratamientos repetidos. Los sujetos
recibieron hasta tres tratamientos repetidos. Los sujetos del ejemplo 7 recibieron un tratamiento en el
ensayo principal y hasta dos en este ensayo, para un total de tres tratamientos; los sujetos recién inscritos
recibieron hasta dos tratamientos. La figura 21A representa el disefio del estudio. Los seguimientos se
refieren a sujetos elegibles para un nuevo tratamiento a partir de la semana 12 cuando tanto IGA-FWS
como PFWS vuelven al inicio. La figura 21B muestra una descripcion general de este estudio en
comparacion con los brazos 1y 2 del ejemplo 7. * indica centros de los EE. UU.; ** indica centros de EE.
UU. y Canada.

Todos los sujetos fueron monitoreados durante al menos 12 semanas, y hasta 36 semanas,
después de cada tratamiento para evaluaciones de seguridad. Si las puntuaciones de PFWS e IGA-FWS
con el cefo fruncido al maximo vuelven al inicio en la visita de la semana 12, o en una visita entre las
semanas 12 y 36, la visita en la que se registran estas dos puntuaciones se convierte en la visita de
evaluacion final, y para aquellos sujetos que recibieron multiples tratamientos, esta visita sirvi6 como una
visita de re-tratamiento y se considerd como el inicio para este ensayo; ademas, estos sujetos tuvieron una
visita de evaluacion final en la semana 12 después de su tratamiento elegible final.

Régimen de dosificacion Todos los tratamientos fueron inyecciones intramusculares
administradas por un médico capacitado. La administracién se realizé como se describe en el ejemplo 7.
Véase también la figura 23, que indica los sitios de inyeccion utilizados en este ensayo. Los sujetos
recibieron un total de 0.5 mL de tratamiento, con 0.1 mL administrados por inyeccidn en cinco sitios de
inyeccion: dos inyecciones en cada musculo corrugador y una inyeccién en el musculo procer. La dosis fue
de 40 U por tratamiento inyectable, dividida entre los cinco sitios de inyeccién. La duracion de la
participacion del sujeto varié de acuerdo con el nimero de tratamientos, la respuesta a RT002 y la duracién
del seguimiento. Un sujeto puede haber estado en el estudio durante un maximo de 86 semanas, incluido
un periodo de evaluacion de dos semanas.

Visitas del estudio: Seleccidon (-semana 2), Tratamiento (dia 0), publicar el primer seguimiento
del tratamiento en las semanas 1, 2, 4, 8 y 12, después en las semanas 16, 20, 24, 28, 32, 36 o hasta el
re-tratamiento. Publicar el segundo seguimiento del tratamiento (para los sujetos que se vuelven a tratar),
en las semanas 1, 2, 4, 8 y 12, después en las semanas 16, 20, 24, 28, 32 y 36 o hasta el re-tratamiento
(32 dosis). Publicar el tercer seguimiento del tratamiento (para los sujetos que reciben el 3¢ tratamiento),
en las semanas 1, 2, 4, 8 y 12. Los sujetos elegibles para el re-tratamiento mostraron el retorno de las
puntuaciones de severidad IGA-FWS y PFWS al inicio. La variacién permitida desde el dia de la visita
programada fue de +/- 2 dias para la semana 1 (después del tratamiento); +/- 3 dias para cada una de las
semanas 2, 4, 8, 12, 16, 20, 24, 28, 32y 36.

La figura 22 describe ademas el programa de evaluaciones de ensayos seguido en este ensayo.
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En particular, “a” indica la visita de evaluacion final del ejemplo 7 (estudio de fase 3, brazos 1 y 2) al final
de la prueba PT y la prueba de anticuerpos en suero de la semana 12, sirvieron como punto de partida
para el giro de esta prueba; “b” indica que los sujetos pueden ser elegibles para el re-tratamiento cuando
la IGA-FWS y la PFWS regresaron al inicio en la semana 12, o en una visita entre las semanas 12 y 36; “c”
indica que los sujetos que han recibido multiples tratamientos completaron la visita de evaluacion final en
la semana 12 después del tratamiento final; “d” indica el procedimiento realizado antes del tratamiento; “e”
indica el procedimiento realizado después del tratamiento; “f” indica que, si es positiva, esta prueba se

“

confirmoé mediante una prueba de embarazo en suero; “g” indica que el PT solo se recolecté en la seleccion;
“h” indica que, si se informaron signos o sintomas de propagacion distante de las toxinas, se registraron
signos vitales; “i” indica que las fotografias incluyen la vista frontal del sujeto con el cefio fruncido al maximo
y en reposo después del cefio fruncido al maximo. Durante el primer tratamiento, estas fotos se tomaron al
inicio del estudio, en las semanas 4, 16, 20, 24 y fin del estudio (EOS, por sus siglas en inglés). Durante el
segundo tratamiento, se tomaron fotos al inicio, en la semana 4 y EOS. En centros selectos, las fotografias
también incluyeron la frente del sujeto en reposo y después al maximo levantamiento de la frente en la

visita de inicio y en las visitas de seguimiento; “” sefiala que las fotografias se obtuvieron del sujeto en la
mirada primaria con la ceja relajada y en la mirada primaria con la ceja elevada; “k” sefiala que, si se
informaron u observaron signos de ptosis, se obtuvieron fotografias.

Evaluaciones de seguridad: pruebas de laboratorio clinico (hematologia, quimica, tiempo de
protrombina [PT], andlisis de orina); prueba de embarazo en orina (UPT) para mujeres en edad fértil
(WOCBP); pruebas de anticuerpos en suero para RT002 y RTP004; evaluacion del sitio de inyeccion;
evaluacion de los nervios craneales Il a VII; evaluacion de la fuerza de los musculos faciales; medicaciones
concomitantes; recopilacion de eventos adversos (REA); consulta de propagacion distante de toxinas;
signos vitales y examen fisico.

Como se describe en la tabla 30, las muestras tomadas sin ayuno para hematologia, quimica
sanguinea, coagulacion (tiempo de protrombina; solo seleccidn) y analisis de orina se recolectaron en las
visitas de seleccion, semana 4, antes del re-tratamiento (segun corresponda) y en la visita de evaluacién
final. En las visitas de seleccién y en la semana 2, 4 y 12, se recolectaron muestras de sangre para
anticuerpos.

Tabla 30 - Pruebas clinicas de laboratorio

Quimica de suero Hematologia Analisis de orina Pruebas adicionales

Glucosa Hemoglobina Gravedad especifica  Tiempo de protrombina (PT) (en
seleccidon Unicamente)

Bilirrubina total Hematocrito pH Prueba de embarazo en orina (sélo a
WOCBP)
Fosfatasa alcalina Conteo de glébulos Glucosa Anticuerpos en suero para toxina

rojos daxibotulinica A y RTP004*
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Nitrégeno ureico  Conteo de Proteina
en sangre plaquetas
Alanina Conteo de Bilirrubina

aminotransferasa leucocitos (total) en sangre

Aspartato Conteo de Cetonas
aminotransferasa leucocitos
(diferencial)

WOCBP = Mujeres en edad fértil “Solo en las visitas de seleccién, semana 2, 4y 12

Prueba de anticuerpos: Si el titulo de anticuerpos se desarrollé para el producto durante el curso
del tratamiento con RT002, las muestras de ese sujeto se sometieron a un ensayo de proteccion de ratén
para detectar anticuerpos neutralizantes.

Los anticuerpos en suero para RT002 y RTP004 se resumieron utilizando estadisticas descriptivas,
y las tendencias analizadas para resultados de anticuerpos positivos y correlacionadas con eventos
clinicamente significativos relacionados con la inmunogenicidad. Especificamente, se presentaron
estadisticas descriptivas que muestran la frecuencia de resultados positivos de anticuerpos, asi como los
eventos clinicamente significativos relacionados con la inmunogenicidad a lo largo del tiempo.

Signos vitales: Los signos vitales (es decir, la temperatura corporal, la frecuencia respiratoria, la
frecuencia del pulso radial en posicion sentada y las presiones sanguineas sistélica y diastélica en posicién
sentada) se obtuvieron en la visita de seleccidn y tratamiento (antes y después del tratamiento), semana
2, evaluacion final o visitas de interrupcion temprana y en cualquier visita donde se informaron signos o
sintomas de toxicidad botulinica.

Examen fisico: Se realiz6 un examen fisico, ademas de los signos vitales, incluido el examen
neurolégico de la cara, apariencia general, piel, cuello (incluida la tiroides), ojos, oidos, nariz, garganta,
corazon, pulmones, abdomen, ganglios linfaticos y extremidades se realiz6 en la seleccion, semana 2 y
evaluacion final o visitas de interrupcién temprana. Los hallazgos significativos del examen fisico que estan
presentes antes de la administracion del producto en investigacion se incluyeron como historial médico. Se
registraron hallazgos significativos del examen fisico que cumplen con la definiciéon de un evento adverso.

Evaluacidn del sitio de inyeccidn: Los sitios de inyeccion se evaluaron en la visita de seleccion,
visita de tratamiento antes y después del tratamiento, visitas de seguimiento y visita de evaluacion final o
visita de interrupcion temprana, segun corresponda. La evaluacién se realizé como una evaluacion global
de los 5 sitios de inyeccidon, como se muestra en la tabla 11, a continuacion.

Evaluacién de los nervios craneales Il a VII: Evaluacion de los nervios craneales Il a VII (lados
izquierdo y derecho por separado) se realizd en la seleccién, visita de tratamiento antes y después del
tratamiento, visitas de seguimiento y visita de evaluacion final o visita de interrupcién temprana, segun
corresponda. Las puntuaciones para cada nervio craneal se capturaron como se describe en la tabla 12
anterior. Los procedimientos de examen son como se detallan en la tabla 31.
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Tabla 31: Criterios de evaluacion de los nervios craneales Il a VIl

Nervio Nombre del

. Funcion Prueba
craneal nervio

Decir al sujeto que mire a lo lejos. Encender una luz
brillante oblicuamente en cada pupila. Buscar:
¢ Reflejo de luz directa - Constriccion pupilar en el

Nervio 6ptico |Reaccion pupilar a ; :
mismo 0jo0.

[ Nervio la luz y I?, e Reaccion consensuada - Construccion pupilar en
oculomotor acomodacioén :
el ojo opuesto.
e Acomodacion - mover la linterna hacia la nariz y
observar la constriccién pupilar.
Pararse con los dos pies directamente frente al
sujeto. Usar su dedo para hacer un barrido horizontal
1 Nervio de izquierda a derecha del sujeto al nivel de los ojos
oculomotor Movimientos del sujeto. Repetir este barrido horizontal al nivel de la
v Nervio troclear extraoculares | frente y el mentén. Buscar el movimiento conjugado
VI Nervio abducens normal de los ojos en cada direccion o cualquier

desviacién de lo normal. Unos pocos latidos de
nistagmo en la mirada lateral lejana son normales.
Pedir al sujeto que apriete los dientes. Palpar los
V Nervio trigémino Motor musculos temporales y maseteros y observar la
fuerza del musculo.

Decir al sujeto que cierre los ojos. Con un bastoncillo
de algodon u otro objeto similar, tocar la frente, las
mejillas y la mandibula del sujeto con el extremo de
Sensacion de asco.| algodén opaco y el extremo de madera mas afilado
de forma aleatoria. Pedir al sujeto que diga si siente
que el objeto es romo o filoso. Comparar la sensacién
en ambos.

El Sistema de Calificacion Regional de Nervios
Faciales de House-Brackmann se utilizara para
evaluar las ramificaciones de los nervios faciales en
reposo y durante la conversacion con el sujeto. Pedir
al sujeto que:

e Levante ambas cejas.

e Frunza el cefio.

o Cierre ambos ojos con fuerza mientras el
investigador intenta abrir los parpados.

Muestre los dientes superiores e inferiores.
Sonria.

Infle ambas mejillas.

VI Nervio facial Motor

Sistema de Gradaciéon Regional del Nervio Facial de House-Brackmann: Este sistema fue
disefado para evaluar la sincinesis y las 4 ramificaciones principales del nervio facial (VII) que inervan la
musculatura objetivo y adyacente (Yen, et al., 2003, Otol Neurotol. 24(1): 118-122). El investigador evalud
la funcionalidad del nervio facial (VII) en la seleccion, visita de tratamiento antes y después del tratamiento,
visitas de seguimiento y visita de evaluacién final o visita de interrupciéon temprana, si corresponde.

Refiérase a la tabla 13, anterior y la tabla 32 a continuacion.
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Tabla 32

Movimiento normal de frente.

Ligera debilidad en el movimiento de frente.

Asimetria obvia pero no desfigurante con el movimiento, simétrica en reposo.
Debilidad obvia de asimetria desfigurante con el movimiento, simétrica en reposo.
Movimiento apenas perceptible en la frente, asimétrico en reposo.

Sin movimiento.

Cierre normal de los ojos.

Debilidad leve en el cierre de los ojos.

Debilidad obvia pero capaz de cerrar los 0jos.

Incapaz de cerrar los ojos con el maximo esfuerzo.

Movimiento de los parpados apenas perceptible.

Sin movimiento.

Movimiento normal de la parte media de la cara.

Ligera debilidad en el movimiento de la parte media de la cara.

Debilidad obvia pero no desfigurante, simétrica en reposo.

Debilidad obvia y asimetria desfigurante con el movimiento, simétrica en reposo.
Movimiento apenas perceptible en la parte media de la cara, asimétrica en reposo.
Sin movimiento.

Movimiento normal de la esquina de la boca.

Ligera debilidad del movimiento de la esquina de la boca.

Debilidad obvia pero no desfigurante, simétrica en reposo.

Debilidad obvia y asimetria desfigurante con el movimiento, simétrica en reposo.
Movimiento apenas perceptible de la esquina de la boca, asimétrico en reposo.
Sin movimiento.

Ninguna.

Leve - obvia pero no desfigurante.

Severa - desfigurante o interfiere con la funcién.

Frente

Ojo

Parte media
de la cara

Boca

Sincinesia

WIN| 2O ADWINI2ON|DR[WIN|I=2O|A|RARIWINI2IOOA|DR|IWIN|=

Evaluaciéon de la fuerza del musculo facial: La fuerza de los musculos faciales se evalu6
utilizando la Escala del Consejo de Investigacion Médica (MRC) para la Evaluacién de la potencia muscular
(Patemostro-Sluga, et al., 2008, J Rehabil Med. 40:665-671). Se evaluaron los siguientes musculos a cada
lado de la cara; orbicular del ojo (parpado), elevadores de cejas laterales, zigomatico. Véase, tabla 14. El
investigador evalud la fuerza de los musculos faciales en la visita de tratamiento antes y después del
tratamiento, visitas de seguimiento y visita de evaluacion final o visita de interrupcién temprana, segun
corresponda.

Eventos adversos: Los eventos adversos (EA) se clasificaron como leves, moderados o graves,
y se evaluaron en la visita de tratamiento posterior al tratamiento, las visitas de seguimiento y la visita de
evaluacion final o visita de interrupcion temprana, segun corresponda.

Consulta de la propagacion distante de la toxina (EA especificos y sintomas de la
consulta de debilidad neuromuscular): La consulta de propagacion distante de la toxina se realiz6 en
la visita de tratamiento antes y después del tratamiento, visitas de seguimiento y visita de evaluacion final

o visita de interrupcion temprana, segun corresponda. Los pacientes fueron consultados de manera general
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en la lista de eventos adversos potencialmente sugestivos de diseminacion distante de toxinas, incluyendo
trastorno de acomodacion, arreflexia, aspiracion, visién borrosa, botulismo, trastorno de la funcion del
parpado, ptosis palpebral, paralisis facial, paresia facial, paresia del cuarto nervio craneal, paralisis del
nervio periférico, paralisis periférica, debilidad muscular del piso pélvico, aspiracién de neumonia, deterioro
del reflejo pupilar, bradicardia, ptosis de las cejas, paralisis bulbar, estrefiimiento, perlesia del nervio
craneal, pardlisis del nervio craneal, paralisis diafragmatica, diplopia, boca seca, disartria, disfagia, disfonia,
disnea, paresia muscular extraocular, paresia, trastornos gastrointestinales, cuadriparesia, dolores de
cabeza, hemiparesia, paresia del nervio hipogloso, hiporreflexia, hipotonia, monoparesia, debilidad
muscular, paralisis, paralisis flacida, ileo paralitico, paraparesia, paresia del nervio craneal, insuficiencia
respiratoria, paro respiratorio, depresion respiratoria, trastorno del habla, paresia del tercer nervio craneal,
paresia del nervio trigémino, retencion urinaria, paralisis de las cuerdas vocales, paresia de las cuerdas
vocales y xeroftalmia (ojos secos).

Evaluaciones de efectividad: Evaluacién Global de las Arrugas Faciales del Investigador-
Gravedad de las Arrugas del Cefio Fruncido (IGA-FWS); Gravedad de las Arrugas del Cefio Fruncido del
Paciente (PFWS); y la Escala de Mejoria Estética Global del Paciente (GAIS). Las evaluaciones son como
se describe anteriormente.

Otras evaluaciones: fotografias del area de tratamiento. Se tomaron fotografias digitales
estandarizadas del area de tratamiento. Para obtener fotos que fueran Utiles para evaluar la presencia de
ptosis, ya sea al inicio del estudio para propésitos de comparacion, o en visitas subsecuentes donde hay
signos reportados u observados de sospecha de ptosis, las fotografias se tomaron de manera
estandarizada con la camara provista por el patrocinador. Las dos fotos tomadas en cada punto de tiempo
fueron 1) del sujeto con la mirada primaria con la ceja relajada, y 2) del sujeto con la mirada primaria con
la ceja elevada. Las fotografias también incluyeron la frente del sujeto con la elevacion maxima de la frente
y en reposo después de la elevacion maxima de la frente.

Diagndstico y criterios de elegibilidad abreviados principales: Pacientes ambulatorios,
hombres o mujeres no embarazadas, mujeres no lactantes, de 18 afios de edad o mas, y con buena salud
general con lineas glabelares moderadas (2) o severas (3) con el cefio fruncido al maximo segun el IGA-
FWS y PFWS.

Elemento de prueba, dosis, administracion: RT002, 40 U, inyeccién IM, 0.5 mL. El producto
RT002 es una formulacién inyectable, que contiene la molécula de toxina botulinica del subtipo A de 150
kD sin proteinas accesorias, que esta asociada de forma no covalente con un péptido portador cargado
positivamente que tiene la férmula RKKRRQRRRG-(K)15-GRKKRRQRRR (RTP004; SEQ ID NO: 4), y que
no contiene proteinas accesorias 0 componentes derivados de animales. El excipiente comprende 0.1 mg
de polisorbato 20, 36 mg de hidrato de trehalosa y 11.7 ug de RTP004, por 50 U de la toxina tipo A de 150
kDa sin proteinas accesorias y la dosis de tratamiento es 40 U.

Analisis estadistico: Toda la programacion estadistica se realizara utilizando el sistema de
analisis estadistico (SAS) versioén 9.4 o superior.

Los sujetos del estudio fueron elegibles para recibir hasta tres tratamientos. Para fines de analisis,
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se definié el periodo de resumen correspondiente para cada tratamiento. Para el resumen general del
ensayo, se incluyeron todos los datos disponibles observados durante el ensayo. Para los analisis
asociados con un tratamiento especifico, el resumen incluyé todos los datos observados desde un
tratamiento hasta el siguiente tratamiento, o hasta la ultima visita del ensayo cuando no hay tratamiento
subsecuente. Para tener en cuenta la duracién variable del seguimiento del sujeto, se calculd la duracion
total del seguimiento (es decir, pacientes-afios) para cada periodo de resumen. Para el resumen general
del ensayo, el valor inicial fue el ultimo valor disponible antes del primer tratamiento. Para los resumenes
asociados con un tratamiento especifico, el inicio fue el Ultimo valor disponible antes del tratamiento (es
decir, reasignado).

La poblacién evaluable para la seguridad incluyé a todos los sujetos que estan expuestos al
producto en investigacién y que proporcionan informacion de seguridad posterior al tratamiento. Los
analisis asociados especificamente con cada uno de los tres periodos de tratamiento se realizaron en un
subconjunto de la poblacidon evaluable de seguridad, incluidos solo aquellos sujetos que recibieron
tratamiento de prueba y tienen informacién de seguridad posterior al tratamiento para el tratamiento
especifico. Estas subpoblaciones evaluables para la seguridad se identificaron respectivamente como
Tratamiento-1-Evaluable, Tratamiento-2-Evaluable o Tratamiento-3-Evaluable.

Para los sujetos que estaban inscritos en el grupo de tratamiento activo en el ensayo anterior, el
primer tratamiento RT002 en este ensayo de seguridad abierto fue, de hecho, su segundo tratamiento con
RT002. De acuerdo con la exposicion previa del sujeto a RT002, se definieron los siguientes dos grupos
de resumen para el analisis: Grupo A 'y grupo B. El primer grupo incluy6 a todos los sujetos que recibieron
RT002 en el brazo 1 o en el brazo 2 del ejemplo 7, y el ultimo grupo incluira los sujetos restantes del
ensayo.

Analisis de seguridad: Todos los eventos adversos (EA) emergentes del tratamiento que
ocurrieron durante el ensayo se registraron y clasificaron de acuerdo con la terminologia de MedDRA y
como se describe en la presente. Un EA se puede definir como cualquier evento médico desfavorable (p.
ej., signo, sintoma, enfermedad, sindrome, enfermedad intercurrente, hallazgo de laboratorio anormal
clinicamente significativo, lesion o accidente) que emerge o empeora después de la administracion del
producto en investigacion y hasta el final de la participacion en el ensayo que no necesariamente tiene una
relacion causal con la administracion del producto en investigacion. Por lo tanto, un EA puede ser cualquier
signo desfavorable y/o involuntario (incluido un resultado de laboratorio anormal clinicamente significativo),
sintoma o enfermedad asociada temporalmente con el uso de un producto en investigacion,
independientemente de que se considere relacionado con el producto en investigacion. Un EA emergente
del tratamiento es aquel que ocurre después de cualquier periodo de exposicion al tratamiento. Los EA
incluyen cualquier cambio clinicamente significativo en las evaluaciones de seguridad del ensayo (p. €j.,
signos vitales, evaluacion del sitio de inyeccion, evaluacion de los nervios craneales Il a VIl y evaluacion
de la fuerza de los musculos faciales) después del tratamiento.

Las condiciones preexistentes, que aumentan en frecuencia o gravedad, o un cambio en la

naturaleza como consecuencia del uso de un producto en investigacion, también se consideraran eventos
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adversos. Un EA inesperado es una reaccién adversa, cuya naturaleza o gravedad no es consistente con
la informacién del producto aplicable.

Un evento adverso grave (EAG) es cualquier evento médico desafortunado que resulte en
cualquiera de los siguientes resultados: muerte, amenaza de vida, discapacidad/incapacidad persistente o
significativa o interrupcioén sustancial de la capacidad del sujeto para llevar a cabo funciones normales de
la vida, requiere hospitalizacion del paciente o prolonga la hospitalizacion (es decir, una hospitalizacion
prolongada mas alla de la duracién esperada de la estadia; anomalia congénita/defecto de nacimiento (es
decir, un resultado adverso en un nifio o feto de un sujeto expuesto al producto en investigacion antes de
la concepcién o durante el embarazo), no cumple con ninguno de los criterios graves anteriores, pero de
acuerdo con el juicio médico apropiado puede poner en peligro al sujeto o requiere atencién médica o
intervencién quirdrgica para prevenir uno de los resultados enumerados anteriormente (es decir, es un
evento médico significativo o importante).

Los datos de seguridad recopilados para el periodo de prueba general se resumieron para la
poblacién evaluable para la seguridad. Los resumenes asociados con cada uno de los tres periodos de
tratamiento se realizaron en la subpoblaciéon correspondiente (es decir, Tratamiento-1-Evaluable,
Tratamiento-2-Evaluable o Tratamiento-3-Evaluable). Para tener en cuenta la duracién variable del
seguimiento del sujeto, se calcul6 la duracion total del seguimiento (es decir, afios del paciente) para cada
periodo de resumen. Se presentaron estadisticas descriptivas para resumir los datos de seguridad.

Causalidad y gravedad del producto en investigacién: La relacion de un EA con el producto en
investigaciéon se evalu6 de la siguiente manera: Definido significa que existe una secuencia de tiempo
clinicamente plausible entre el inicio del EA y la administracion del producto en investigacion; cuando el
evento responde al retiro del producto en investigacion y/o se repite con la readministracion del producto
en investigacion; Probable significa que hay una secuencia de tiempo clinicamente plausible entre el inicio
del EA y la administracion del producto en investigacion; es poco probable que el EA sea causado por la
enfermedad concurrente/subyacente, otros farmacos o procedimientos; Posible significa que puede haber
0 no una secuencia de tiempo clinicamente plausible entre el inicio del EA y la administracion del producto
en investigacion y no se puede descartar una causa; No tratado: significa que no existe una relacion
temporal o causal con la administracién del producto en investigacion.

Categoria del EA: Leve significa que el evento puede ser notable por sujeto; no influye en las
actividades diarias; generalmente no requiere intervencion; moderado significa que el evento puede ser
de gravedad suficiente para incomodar al sujeto; el desempefio de las actividades diarias puede verse
influenciado; la intervencion puede ser necesaria; grave significa que el evento puede causar graves
molestias; generalmente interfiere con las actividades diarias; el sujeto puede no ser capaz de continuar
en el estudio, generalmente se necesita de tratamiento u otra intervencion.

Se resumieron todos los eventos adversos emergentes del tratamiento informados, en términos de
la cantidad de sujetos que informaron eventos, clasificacion de 6rganos del sistema, término preferido,
gravedad, relacién con el farmaco del ensayo y severidad. Al resumir los eventos por causalidad y

gravedad, cada sujeto se contd solo una vez dentro de una clase de 6rgano del sistema o un término
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preferido al usar el evento con la mayor relacion y la mayor gravedad dentro de cada clasificacion. Se
proporciono una lista de EA que conducen a la interrupcion prematura del ensayo por parte del sujeto. Los
eventos adversos graves (EAG) se enlistaron por tema, resumidos por gravedad y relacion con el
tratamiento del ensayo. Los resumenes de EA y EAG se realizaron para el ensayo en general y para cada
uno de los tres periodos de tratamiento. Para los EAG y EA clave (tal como los que sugieren una
propagacion distante de la toxina), se calculé la tasa por inyeccion y la tasa por paciente-afio. Asimismo,
se proporciond un intervalo de confianza del 95 % para la tasa.

Analisis de efectividad: Las medidas del resultado de efectividad, como IGA-FWS, PFWS, GAIS,
se evaluaron con el cefo fruncido al maximo y en reposo después del cefo fruncido al maximo a lo largo
del tiempo durante el ensayo. Se calcularon las tasas de respuesta y la duracion de la respuesta. Los datos
de efectividad se resumieron tal como se observaron sin imputacion de datos faltantes. Se proporcionaron
estadisticas descriptivas para todas las variables de efectividad en todos los puntos de tiempo para el grupo
de resumen. Se proporcionaron intervalos de confianza del 95 % y/o valores de p para comparar la
diferencia entre los subgrupos de interés (p. €j., mujeres vs. hombres, primer tratamiento frente a segundo
tratamiento, etc.) segun corresponda. Se trazaron curvas de Kaplan-Meier para los puntos finales del
tiempo hasta el evento. Cuando se realizaron comparaciones (p. e€j., mujeres vs. hombres, primer
tratamiento frente a segundo tratamiento, etc.), las pruebas se realizaron a un nivel significativo de 0.05 sin
ajuste por multiplicidad.

Justificaciéon del tamafio de muestra: Este fue un ensayo de seguridad con todos los sujetos
tratados con el mismo producto en investigacion. El tamafio de muestra de aproximadamente 2,100 se
consider6 adecuado para evaluar la seguridad basada en varios enfoques. Con aproximadamente 2,100
sujetos siendo tratados en este ensayo, se concluyé que con una confianza del 95 %, la incidencia de un
evento desfavorable no es mas del 0.15 % cuando no ocurrié tal evento durante el ensayo. Con n = 2,100,
la precision (basada en un intervalo de confianza exacto del 95 %) para estimar una incidencia de evento
fue como maximo + 2.22 % cuando la incidencia real es de alrededor del 50 %, o aproximadamente + 1.0
% cuando la incidencia real esta en el rango del 5 %. El tamafio de n = 2,100 también tenia una potencia
adecuada para evaluar si la incidencia de cierto evento es equivalente a una incidencia fija, por ejemplo,
hay una potencia de > 95 % para demostrar que la incidencia es equivalente a 3 % bajo un margen
equivalente de 1.5 % y un nivel significativo de 0.05 (basado en dos pruebas unilaterales).

Con al menos 400 de los 2,100 sujetos inscritos que recibieron hasta tres tratamientos, hubo una
potencia del 86 % para detectar un aumento en la incidencia desde el primer tratamiento hasta el tercer
tratamiento a un nivel significativo de 0.05 (prueba unilateral) cuando la incidencia de eventos aumenta del
3 % en el primer tratamiento al 6 % en el tercer tratamiento. Ademas, con n = 400, el intervalo de confianza
exacto del 95 % fue de 1.6 a 5.2 % para una incidencia observada del 3 % y de 3.1 a 7.6 % para una
incidencia observada del 5 %.

Puntos finales del estudio

Puntos finales de seguridad: Incidencia, gravedad y relacion con el farmaco del ensayo de

eventos adversos emergentes del tratamiento durante cada tratamiento y el ensayo en general; e
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incidencia, gravedad y relacién con el farmaco del ensayo de eventos adversos graves emergentes del
tratamiento durante cada tratamiento y el ensayo en general. La poblacién evaluable de seguridad incluye
a todos los sujetos expuestos al producto en investigacion.

Puntos finales de efectividad: A menos que se especifique lo contrario, todos los puntos finales
asociados con IGA-FWS, PFWS o GAIS de aqui en adelante se basaron en evaluaciones con el ceno
fruncido al maximo. Cuando corresponda, también se resumieron puntos finales similares basados en
evaluaciones en reposo después del cefio fruncido al maximo. Para los puntos finales que se derivan de
una comparacion con el inicio, se aplicaron por separado dos reglas de derivaciéon que utilizan diferentes
puntos de tiempo de referencia como inicio (es decir, inicio del ensayo o inicio del tratamiento). Estos
incluyen: tiempo de retratamiento desde el primer tratamiento del ensayo (solo en Tratamiento-1-
Evaluable); tiempo hasta el retratamiento desde el segundo tratamiento del ensayo (solo en Tratamiento-
2-Evaluable); tiempo de retorno a, empeoramiento respecto al inicio tanto en IGA-FWS como PFWS; tiempo
de retorno a 2 o 3 (moderado o severo) en IGA-FWS y PFWS; proporcién de sujetos con una mejora de =
2 puntos con respecto al valor inicial tanto en IGA-FWS como en PFWS en cada visita a lo largo del tiempo;
proporcién de sujetos con una puntuacién de 0 o 1 (nula o leve) en IGA-FWS en cada visita a lo largo del
tiempo; proporcion de sujetos con una puntuaciéon de 0 o 1 (nula o leve) en PFWS en cada visita a lo largo
del tiempo; proporcion de sujetos con una mejoria de = 1 punto desde el inicio en IGA-FWS y PFWS en
cada visita a lo largo del tiempo; proporcién de sujetos con una mejoria de = 1 punto (es decir, mejorado,
mucho mejor o0 muchisimo mejor) en GAIS en cada visita a lo largo del tiempo (con la evaluacién del
investigador y la autoevaluacién del sujeto resumidas por separado); proporcion de sujetos con una mejora
de = 2 puntos (es decir, mucho mejor o muchisimo mejor) en GAIS en cada visita a lo largo del tiempo (con
la evaluacion del investigador y la autoevaluacion del sujeto resumidas por separado); proporcion de
sujetos con una mejora de = 3 puntos (es decir, muchisimo mejor) en GAIS en cada visita a lo largo del
tiempo (con la evaluacién del investigador y la autoevaluaciéon del sujeto resumidas por separado);
puntuacion media de GAIS en cada visita a lo largo del tiempo (con la evaluacion del investigador y la
autoevaluacion del sujeto resumidas por separado).

Puntos clave de efectividad:

- Proporcion de sujetos con una mejora de = 2 puntos desde el inicio en IGA-FWS y PFWS a lo
largo del tiempo;

- Proporcion de sujetos con una puntuacion de 0 o 1 (Nula o Leve) de acuerdo con la evaluacion
de IGA-FWS y PFWS a lo largo del tiempo;

- Tiempo hasta la pérdida de Nula o Leve en IGA-FWS y PFWS;

- Tiempo de retorno a, empeoramiento respecto al, inicio tanto en IGA_FWS como PWS; y

- Proporcion de sujetos con una mejora de = 1 punto en GAIS de acuerdo con la evaluacion del
investigador y del sujeto a lo largo del tiempo.

Los puntos claves de efectividad se realizaron para el resumen general del ensayo y por periodo
de tratamiento.

Breve comparacion con el ejemplo 7: Tanto los investigadores como los sujetos tomaron
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capacitacion al inicio del ensayo en una Escala de Gravedad de Arrugas validada de 4 puntos para evaluar
la severidad de las lineas de expresién glabelares. Al ingreso, se requirid que los sujetos tuvieran una
gravedad de arrugas en la linea glabelar de moderada o severa de lo evaluado tanto por el investigador
como por el sujeto.

Resultados del ejemplo 8

Este estudio confirmd el perfil de seguridad establecido en dos estudios fundamentales de fase 3
(ejemplo 7), sin nuevos problemas de tolerabilidad o seguridad reportados, y tasas estables o decrecientes
de EA después de la administracion repetida. Se administraron un total de 3830 tratamientos con RT002
(40 U) a 2691 sujetos en este estudio. No hubo evidencia de EA acumulativos durante 3 ciclos de
tratamiento, lo que sugiere que el patron de seguridad de RT002 se mantuvo estable después de la
administracion repetida.

Resumen de seguridad: RT002 fue bien tolerado en 3,800 tratamientos en lineas glabelares
(cefo fruncido); los eventos adversos fueron leves, localizados y transitorios; la tasa de EA relacionados
con el tratamiento disminuyo con los tratamientos sucesivos; la tasa de ptosis palpebral fue inferior al 1 %
por tratamiento. Los eventos adversos relacionados con el tratamiento se experimentaron en menos
tratamientos (14 %) en el estudio del ejemplo 8 en 66 sitios de ensayos clinicos, en comparacién con los
estudios de los brazos 1y 2 del ejemplo 7(18 %) realizados en 30 sitios.

Resumen de EA: El 39 % de los sujetos experimentaron un evento adverso durante el curso del
estudio. En general, la incidencia de EAET no aumentd durante los ciclos de tratamiento sucesivos y la
mayoria de los eventos fueron de gravedad leve y la mayoria se consideré que no estaban relacionados
con el tratamiento. Los eventos adversos mas comunes reportados fueron dolor de cabeza (5.9 % de los
sujetos), nasofaringitis (4.3 %), dolor en el lugar de la inyeccion (3.3 %), eritema en el lugar de la inyeccion
(2.9 %), edema en el lugar de la inyeccion (2.6 %), eritema (2.4 %) e infeccion del tracto respiratorio superior
(2.0 %). Se produjeron EA graves en el 1.1 % de los sujetos y ninguno estuvo relacionado con el
tratamiento.

EA relacionados con el tratamiento: El 18 % de los sujetos informaron eventos adversos que se
consideraron relacionados con RT002 o el procedimiento de administracion. Los efectos adversos
relacionados con el tratamiento fueron generalmente de gravedad leve. Los efectos adversos relacionados
con el tratamiento mas frecuentes fueron dolor de cabeza (4.6 % de los sujetos), dolor en el lugar de la
inyeccion (3.2 %), eritema en el lugar de la inyeccion (2.1 %), edema en el lugar de la inyeccion (2.6 %) y
eritema (2.0 %). Porcentajes progresivamente mas bajos de sujetos que experimentaron EA relacionados
con el tratamiento después de repetir el tratamiento. En los sujetos que recibieron tres tratamientos
sucesivos: para el tratamiento 1, el 13.5 % de los sujetos experimentaron EA relacionados con el
tratamiento, para el tratamiento 2, el 4.1 % de los sujetos experimentaron EA relacionados con el
tratamiento; y para el tratamiento 3, el 3.8 % de los sujetos experimentaron EA relacionados con el
tratamiento.

Ptosis palpebral: Se observé una tasa de ptosis palpebral baja del 0.9 % (35 eventos en 3830

tratamientos), y ocurrio en el 1.3 % de los sujetos en 66 sitios. Esto se compara favorablemente con una
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tasa de 2.2 % en 405 sujetos tratados en los estudios del ejemplo 7 en 30 sitios.

Sorprendentemente, la tasa de aparicion de ptosis palpebral disminuydé con los ciclos de
tratamiento RT002 subsecuentes: para el tratamiento 1, el 1.0 % de los sujetos experimentaron EA
relacionados con el tratamiento; para el tratamiento 2, el 0.8 % de los sujetos experimentaron EAG
relacionados con el tratamiento; y para el tratamiento 3, el 0.7 % de los sujetos experimentaron EA
relacionados con el tratamiento. Todas las ptosis palpebral menos una fueron de presentacion unilateral, y
la mayoria fueron de gravedad leve y tuvieron una duraciéon media de 45 dias.

Resumen de efectividad/eficacia: Este estudio demostré una eficacia que excedia o era
comparable a la observada en los dos brazos del estudio del ejemplo 7 con RT002 a una dosis de 40 U.
La eficacia de RT002 fue altamente consistente en multiples ciclos de tratamiento y multiples puntos finales
que evaluaron tanto las tasas de respuesta como la duracion del efecto.

Los resultados de eficacia tanto en el ejemplo 7 como en el ejemplo 8 representan las tasas de
respuesta mas altas y la mayor duracion del efecto observado en los ensayos de registro para lineas
glabelares moderadas a severas. La efectividad de DAXI (RT002 para estos ensayos clinicos) se mantuvo
mas alla de un solo tratamiento con una proporcién muy alta de sujetos que cumplieron el objetivo de
tratamiento Sin arrugas o Arrugas leves tan rapido como en la semana 1. En general, hubo una respuesta
superior al 90 % en la semana 1; la eficacia excedié o fue comparable a la observada en el ejemplo 7.

Las tasas de respuesta nula o leve aumentaron durante la semana 4 en los 3 ciclos de tratamiento
hasta al menos el 95 % de los investigadores en IGA-FWS y el 91 % de los sujetos en PFWS, confirmando
la respuesta robusta observada en el los brazos 1 y 2 del ejemplo 7 . En la semana 4, los sujetos en el
ejemplo 8 lograron una tasa de respuesta superior al 95 % y una tasa de alta respuesta compuesta de 2
puntos, que aumento con cada ciclo de tratamiento sucesivo: Ciclo de tratamiento 1 = 73.2 %, ciclo de
tratamiento 2 = 77.5 % vy ciclo de tratamiento 3 = 79.6 %. Los resultados del ejemplo 8 confirman la alta
tasa de respuesta compuesta de 2 puntos observada en la semana 4 en sujetos que participaron en los
estudios de los brazos 1y 2 del ejemplo 7 de 73.6 % y 74.0 %, respectivamente.

Resumen de las tasas de respondedores: Los resultados de este estudio representan las tasas
de respondedores mas altas observadas en los ensayos de registro para lineas glabelares. Una proporcion
muy alta de sujetos cumplié con los objetivos del tratamiento. En la semana 4, el 95 % de los investigadores
y el 91 % de los sujetos calificaron al sujeto como que no tenia lineas glabelares o tenia lineas glabelares
leves (en las escalas IGA-FWS PFWS, respectivamente) en todos los ciclos de tratamiento. Ademas, el
99 % de los investigadores y el 97 % de los sujetos informaron una mejora en las lineas glabelares en la
semana 4 en todos los ciclos de tratamiento en GAIS. Mas del 70 % de los investigadores y mas del 60 %
de los sujetos informaron que mantenian una mejoria en la semana 24 en los ciclos 1y 2. Ademas, la
proporcién de sujetos que cumplieron con el punto final de respuesta compuesta de 2 puntos exigido por
la FDA fue comparable con los brazos 1y 2 del ejemplo 7, con tasas de respondedores de 73.2 %, 77.5 %
y 79.6 % en la semana 4 en los ciclos de tratamiento 1, 2 y 3, respectivamente.

La dosis repetida de RT002 fue efectiva, con una duracién prolongada del efecto y altas tasas de

respuesta que aumentaron a lo largo del tiempo, en sujetos que recibieron 3 tratamientos (n = 340):
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- mejora de 2 puntos IGA: 73.2 % [ 77.7 % / 79.6 %

- Puntuaciones nulas o leves de IGA: 95.8 % / 96.6 % / 97.7 %

Resumen de la duraciéon del efecto: Los resultados del ejemplo 8 confirman la larga duracion
del beneficio clinico observado con la dosis de 40 U de RT001 en los brazos 1y 2 del ejemplo 7 demuestran
consistencia en los ciclos de tratamiento. El tiempo medio de retorno al inicio de la gravedad de la linea
glabelar fue de 28 semanas en los ciclos de tratamiento 1y 2 y también es consistente a lo largo del tiempo
necesario para perder el efecto del tratamiento completo observado en los estudios fundamentales de los
brazos 1y 2 del ejemplo 7. El tiempo medio hasta la pérdida de la gravedad de arrugas nulas o leves fue
de 24 semanas en los ciclos de tratamiento 1 y 2 del ejemplo 8, de acuerdo con lo evaluado por el
investigador y el sujeto e idéntico a la duracion del beneficio clinico se observa en los brazos 1 y 2 del
ejemplo 7.

La duracién del efecto en los subgrupos de Edad y Exposicién Previa a la Toxina fue similar o
mayor que la poblacion general del ejemplo 8, lo que demuestra la previsibilidad y la consistencia de RT002
en el tratamiento de las lineas glabelares. Por edad: el tiempo para volver a la gravedad inicial de las
arrugas en sujetos de 65 afios o mas fue de 31 semanas, en comparaciéon con 28 semanas para sujetos
de menos de 65 afios y para la poblacién general del ejemplo 8. Los sujetos de 65 afos o mayores
experimentaron el mismo tiempo hasta la pérdida de gravedad nula o leve de las arrugas con una duracion
media de 24 semanas que aquellos sujetos menores a 65 afios y la poblacién general del ejemplo 8. Por
exposicion previa a toxinas: El tiempo medio para volver a la gravedad inicial de las arrugas fue de 28
semanas y el tiempo medio hasta la pérdida de gravedad nula o leve de las arrugas fue de 24 semanas,
independientemente de la exposiciéon previa a BONTA en el momento del tratamiento con RT002.

Resumen de consistencia: La seguridad, la eficacia y la duraciéon excedieron o fueron
comparables a las observadas en el ejemplo 7; perfil consistente con los brazos 1y 2 del ejemplo 7 y
otros neuromoduladores aprobados; se observé una duracion prolongada del efecto en todos los grupos
de tratamiento; incluyendo la edad y la experiencia en el tratamiento con toxinas.

Conclusiones: Este estudio evalu¢ la eficacia y seguridad a largo plazo de mdltiples tratamientos
de RTO002 para el tratamiento de lineas glabelares (GL) moderadas a severas. El intervalo entre cada
tratamiento fue de al menos 12 semanas con una duracién maxima del tratamiento de 36 semanas. El
estudio proporciona hasta 84 semanas de datos de seguimiento y una exposicion mas extensa al farmaco
del estudio que los ensayos del ejemplo 7. Este estudio es el primer estudio a largo plazo de RT002 que
imita la administracion repetida a lo largo del tiempo en un entorno clinico. Se inscribieron un total de 2691
sujetos, con 1033 sujetos que recibieron multiples tratamientos (hasta 3).

Las altas tasas de respuesta y la larga duracion del efecto se observaron después del tratamiento
unico y se mantuvieron durante varios tratamientos en este estudio, reafirmando los resultados observados
en los estudios de tratamiento Unico del ejemplo 7 en un estudio mas amplio, con una seleccién mas
amplia de sitios clinicos.

La eficacia robusta observada en los estudios de tratamiento Unico del ejemplo 7 se mantuvieron

con tratamientos sucesivos con RT002 y no se observaron nuevos problemas de seguridad, mientras que
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la incidencia de los EA relacionados con el tratamiento disminuy6 con los tratamientos sucesivos. Este
estudio demostrd que hasta 3 tratamientos de lineas glabelares con RT002 durante 84 semanas fueron
bien tolerados, y que mas del 95 % de los pacientes alcanzaron el objetivo de tratamiento de gravedad nula
o leve, con duracion del efecto, definida como la mediana del tiempo hasta la pérdida de respuesta nula o
leve, que dura 24 semanas.

Detalles adicionales de los resultados del estudio son como sigue.

Este estudio incluy6 a casi 2,700 sujetos, cumpliendo un punto de referencia de al menos 2,100
tratamientos individuales y 500 tratamientos triples.

Disposicion de sujetos: véase tabla 33 y tablas 34A a 34B.

Tabla 33
Disposicion N (%)
Numero de sujetos inscritos 2,691
Numero de sujetos que completaron el estudio 2,314 (86.0 %)
Numero de sujetos que interrumpieron el estudio 377 (14.0 %)
Razones para interrupcion
Retiro de los sujetos 196 (7.3 %)
Pérdida de seguimiento 99 (3.7 %)
Desviacion del protocolo 53 (2.0 %)
Otro 15 (0.6 %)
Discrecion del investigador 8 (0.3 %)
Eventos adversos 5(0.2 %)
Muerte* 1 (0.40 %)
*Secundario al homicidio
Tabla 34A
Total en el ejemplo 8
Ndmero de sujetos 2,691

Tratamiento de RT002 40 U recibido en Ej. 8

Ciclo de tratamiento #1 2,380

Ciclo de tratamiento #2 882

Ciclo de tratamiento #3 568
Numero de tratamientos totales 3,830
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Tabla 34B
Elegibilidad de tratamiento de RT002 U
en el ejemplo 8
Uno* Dost Tres*
Numero de sujetos 1658 477 556
Tratamiento de RT002 40 U recibido en Ej. 8
Ciclo de tratamiento #1 1658 477 556 Total
Ciclo de tratamiento #2 — 362 437%
Ciclo de tratamiento #3 — — 340
Numero de tratamientos totales 1658 839 1333 3830

*Sujetos de novo; tSujetos del ejemplo 7, brazos 1 y 2; 51 sujetos fueron elegibles para recibir el

tratamiento 3 debido al mantenimiento del efecto del tratamiento en la semana 36.

Datos demograficos comparados con el ejemplo 7: La poblacion del tratamiento fue similar a

los de los brazos 1y 2 del ejemplo 7, véase la tabla 35 y la tabla 36.

Tabla 35
Ej. 7 Brazos 1y 2 ngoeiolgs
agrupados (N=405) (N=12691)

Mujeres, n (%)
Edad (afos),

357 (88.1 %) 2383 (88.6 %)

medi () oz(ae | s
rango [min., max.]
Raza
Blanca 353 (87.2 %) 2407 (89.4 %)
Negra/Afroamericana 19 (4.7 %) 129 (4.8 %)
Asiatica 18 (4.4 %) 73 (2.7 %)
Otro 15 (3.7 %) 83 (3.0 %)
Etnia

Hispanical/Latina
No hispanical/Latina

66 (16.2 %)
339 (83.5 %)

516 (19.2 %)
2175 (80.8 %)

35

Tabla 36
Ej. 7 Brazos 1 & 2 .
Agrupados Ej. 8
(N=405) (N=2691)
BoNT-A* previa, n (%) 213 (52.6) 1074 (39.9 %)
Meses desde el ultimo rango 27.4 (1.59) 34.9 (41.78)
medio (DE) de BoNT-A* [7, 205] [0.2, 320]
PFWS con el ceio fruncido al
maximo
Moderada 226 (55.8) 1482 (55.1 %)
Grave 179 (44.2 %) 1208 (44.9 %)
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IGA-FWS con el ceio fruncido al
maximo
Moderada 252 (62.2 %) 1651 (61.4 %)
Grave 153 (37.8 %) 1040 (38.6 %)

Resultados de seguridad: Resumen de eventos adversos en comparacion con el ejemplo 7:

La mayoria de los EA fueron de gravedad leve y no se produjeron efectos adversos relacionados

con el tratamiento en ningun ensayo del ejemplo 7 y el ejemplo 8. VVéase, tabla 37.

Tabla 37

Ej. 7 brazos 1y 2
agrupados (N=406)

Ej. 8 (N=2691)

estudio

n (%) n (%)

Muerte* 0 1(<0.1%)
EA graves (EAG) 4 (1.0 %) 29 (1.1 %)
Sujetos con cualquier EA 166 (40.9) 1043 (38.8 %)

Leve 124 (30.5 %) 739 (27.5 %)

Moderada 36 (8.9 %) 267 (9.9 %)

Grave 6 (1.5 %) 37 (1.4 %)
Sujetos con cualquier EA que lleva a la interrupcion del 0 5 (0.2 %)

Eventos adversos relacionados con el tratamiento**

Sujetos con cualquier EA relacionado con el tratamiento

78 (19.2 %)

480 (17.8 %)

AEG relacionado con el tratamiento

0

0

* Secundario al homicidio; **Considerado por el

definitivamente relacionado con el tratamiento.

investigador como posiblemente, probable o

La tabla 38 muestra eventos adversos independientemente de la causalidad (= 2 %) en

comparacion con el ejemplo 7.

Tabla 38

Ej. 7 brazos 1y 2 Ej. 8
Término preferido agrupados (N=406) | (N=2691) n

n (%) (%)
Dolor de cabeza 37 (9.1 %) 158 (5.9 %)
Nasofaringitis 17 (4.1 %) 119 (4.4 %)
Dolor en el sitio de inyeccion 15 (3.6 %) 105 (3.9 %)
Eritema en el sitio de inyeccién 5(1.2 %) 90 (3.3 %)
Edema en el sitio de inyeccién 5(1.2 %) 76 (2.8 %)
Eritema 1(0.2 %) 56 (2.1 %)
Infecglon del tracto respiratorio 11(2.7 %) 55 (2.0 %)

superior

La tabla 39A a 39B y la tabla 40 muestran eventos adversos relacionados con el tratamiento (21

%) en comparacion con el ejemplo 7. Como se muestra en la tabla 39A, la tasa de EA relacionados con



10

15

20

25

30

35

el tratamiento fue baja y disminuyd con tratamientos sucesivos en el estudio del ejemplo 8.

116

Tabla 39A
Tratamientos con RT002 40 U en el Ej. 8
Ej. 7 Brazos
. . _ Uno Dos Tres Total
Preferido 182 [Ej. 8 (N=2691) \_5>380) n | (n=882) n | (n=568) n | (n=3830) n
Término Agrupados n (%) (%) (%) (%) (%)
(N=406), n (%)
relg;z'r?:éi’ciﬁ o 78 480 400 86 40 526
tratamiento (19.2 %) (17.8 %) (16.8 %) (9.8 %) (7.0 %) (13.7 %)
o o 102 13 12 127
Dolor de cabeza 26 (6.4 %) 124 (4.6 %) (4.3 %) (1.5 %) (2.1 %) (3.3 %)
Dolor en el sitio de o o o 18 o 106
inyeccién 15 (3.7 %) 98 (3.6 %) 81 (3.4 %) (2.0 %) 7 (1.2 %) (2.7 %)
Eritema en el sitio o o o 22 o 94
de inyeccién 5(1.2 %) 81 (3.0 %) 64 (2.7 %) (2.5 %) 8 (1.4 %) (2.5 %)
Edema en el sitio o o o 21 o 86
de Inyeccién 6 (1.5 %) 76 (2.8 %) 56 (2.7 %) (2.4 %) 9 (1.6 %) (2.2 %)
Ptosis palpebral* | 9(22%) | 33(12%) | 23(1.0%) | 7(08%) | 407%) | 34%)
*29 (85 %) casos de gravedad leve, 5 (15 %) casos de gravedad moderada. Tiempo medio de resolucion -
45 dias.
Tabla 39B
Ej. 7 Brazos 1 & 2 Ej. 8
Término preferido Agrupados (N=406) (N=2691)
n (%) n (%)
Dolor de cabeza 26 (6.4 %) 124 (4.6 %)
Dolor en el sitio de inyeccion 15 (3.7 %) 98 (3.6 %)
Eritema en el sitio de inyeccién 5(1.2 %) 81 (3.0 %)
Edema en el sitio de inyeccién 6 (1.5 %) 76 (2.8 %)
Ptosis palpebral* 9 (2.2 %) 34 (1.3 %)
Estudio general Tratamiento con RT002 40 U
; — . _ ; _ Total
Ciclo Uno (n=2380)| Ciclo Dos (n=882) | Ciclo Tres (n=568) (n=3830)
Ptosis palpebral* 23 (1 %) 7 (0.8 %) 4 (0.7 %) 34 (0.9 %)

*29 (85 %) casos de gravedad leve, 5 (15 %) casos de gravedad moderada. Tiempo medio de resolucion -

45 dias.
Tabla 40
. Ej. 8
Término preferido Ej‘z' Zgaza;::o‘lsy General Uno Dos Tres Total
_ o (N=2591) n | (n=2380) (n=882) (n=568) (n=3830)
(N=406) n (%) (%)
Dolor de cabeza o 124 102 13 12 127
26 (64 %) (4.6 %) (4.3 %) (1.5 %) (2.1 %) (3.3 %)
Dolor en el sitio de 18 106
inyeccion 15 (3.7 %) 98 (3.6 %) | 81(3.4 %) (2.0 %) 7 (1.2 %) (2.7 %)
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Eritema en el sitio de o o 0 22 0 0
inyeccion 5 (1.2 %) 81 (3.0 %) | 64 (2.7 %) (2.5 %) 8(1.4%) | 94(2.5%)
Edema en el sitio de o o 0 21 0 0
inyeccion 6 (1.5 %) 76 (2.8 %) | 56 (2.7 %) (2.4 %) 9(1.6%) | 86(2.2 %)
Ptosis palpebral* 9 (2.2 %) 33(1.2%) | 22(0.9%) | 7(0/8%) | 4(0.7 %) | 33(0.8 %)

La tabla 41 muestra los EA en los ciclos de tratamiento entre los sujetos que recibieron los tres

tratamientos (n = 340).

Tabla 41
Ciclo de tratamiento de RT002 40 U
Estudio general Uno Dos Tres
Cualquier evento adverso 116 (34.1 %) | 89(34 %) | 53 (15.6 %)
Evento adverso por gravedad
Leve 85 (25.0 %) | 56 (16.5 %) | 36 (10.6 %)
Moderada 28 (8.2 %) 31 (9.1 %) 17 (5.0 %)
Grave 3 (0.9 %) 2 (0.6 %) 0
EA relacionado con el
tratamiento* 13.5% 4.1 % 3.8%
Término preferido (> 2 %)
Dolor de cabeza 16 (4.7 %) 3 (0.9 %) 2 (0.6 %)
Eritema 8 (2.4 %) 2 (0.6 %) 0
Edema 7 (2.1 %) 2 (0.6 %) 0

*Considerado por el investigador como posiblemente, probable o definitivamente relacionado con

el tratamiento.

Resultados de eficacia: Las figuras 24A a 24B representan la proporcion de sujetos que
mantienen una mejoria en las lineas glabelares en la semana 4 en los estudios. La figura 24A representa
la proporcién de sujetos que logran = 2 puntos de respuesta compuesta con el cefio fruncido al maximo en
la semana 4 en los brazos 1y 2 del ejemplo 7 y el ejemplo 8. Como se muestra, la respuesta compuesta
de 2 puntos fue comparable entre los estudios y tratamientos. Ademas, RT002 mejoré significativamente
la apariencia de la gravedad de la linea glabelar, y la respuesta al tratamiento aumenté durante los ciclos
de tratamiento sucesivos. La figura 24B representa sujetos que alcanzan al menos una puntuacion de +1
en las puntuaciones de GAIS de Investigadores y Sujetos en la semana 4 en los estudios de fase 3 del
ejemplo 7, brazos 1 & 2, y el ejemplo 8.

La tabla 42A y tabla 42B muestran el porcentaje de sujetos en el ejemplo 7 y el ejemplo 8 que
tienen puntuaciones de arrugas de “nula” o “leve” en respuesta al tratamiento en varios puntos de tiempo
después del tratamiento, de acuerdo con lo evaluado por IGA-FWS y PFWS. Como se muestra, se

observaron tasas de respuesta robustas en las medidas clave para resultado nulo/leve.
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Tabla 42A Tabla 42B
Evaluacion del investigador (IGA-FWS) Evaluacion del paciente (PFWS)
1 93.8 91.8 91.5 92.3 1 96.4 85.1 87.2 85.4
2 95.8 96.6 93.9 96.1 2 91.9 92.0 90.0 92.1
4 97.5 95.8 96.6 97.7 4 91.1 91.6 92.3 93.1
8 93.1 91.6 92.2 93.7 8 84.9 82.4 83.0 85.0
12 86.2 81.2 83.9 84.5 12 721 68.4 69.7 74.3
16 72.6 67.6 59.4 - 16 55.3 52.5 44.6 -
20 53.8 50.3 45.2 - 20 40.2 36.6 34.8 -
24 32.3 34.0 32.7 - 24 22.7 26.5 22.9 -
28 15.1 22.6 20.9 - 28 11.1 18.8 16.0 -
32 7.7 15.0 10.4 - 32 5.7 12.7 8.5 -
36 4.0 7.3 4.8 - 36 1.7 7.2 3.4 -

La figura 25A y la figura 25B representa estos datos graficamente, mostrando el porcentaje de
sujetos en el ejemplo 7 y el ejemplo 8 que tienen puntuaciones de arrugas “nula” o “leve” en respuesta al
tratamiento en varios puntos temporales después del tratamiento, de acuerdo con lo evaluado por IGA-
FWS (figura 25A) y PFWS (figura 25B). Como se muestra, los resultados fueron consistentes en ambos
casos entre los estudios y los ciclos.

La figura 26A y la figura 26B describe el porcentaje en el ejemplo 7 y el ejemplo 8 versus al
tiempo después del tratamiento para la pérdida de puntuaciones “nulas” o “leves” tanto en IGA-FWS como
en PFWSS (figura 26A); y de pérdida para volver al inicio tanto en IGA-FWS como en PFWS (figura 26B).
Como se muestra en la figura 26A, la duracion media de 24 semanas se logré para el tiempo hasta la
pérdida de la gravedad de las arrugas nula/leve en los ciclos de tratamiento uno y dos del ejemplo 8 (es
decir, después del primer y segundo tratamientos con RT002), confirmando el tiempo hasta la pérdida de
puntuaciones nulas/leves en los brazos 1y 2 del ejemplo 7. Como se muestra en la figura 26B, la mediana
de la duracion de 28 semanas se logré para el tiempo de retorno al inicio en los ciclos de tratamiento uno
y dos del ejemplo 8 (es decir, después del primer y segundo tratamiento con RT002), confirmando el
tiempo de retorno al inicio en los brazos 1y 2 del ejemplo 7.

La figura 27A y la figura 27B representa el porcentaje de sujetos en el ejemplo 8 que muestra
una respuesta evaluada por la GAIS del sujeto (P-GAIS) con el cefio fruncido al maximo (figura 27A) o
por la GAIS del investigador (I-GAIS) con el cefio fruncido al maximo (figura 27B), a lo largo del tiempo
después del tratamiento. La respuesta es una puntuaciéon mayor o igual a 1.

Fotografias: La figura 28A y la figura 28B representan fotografias de sujetos que ejemplifican

los resultados discutidos de este estudio. La figura 28A representa un ejemplo de mejora de 2 puntos de
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acuerdo con IGA-FWS y PFWS en la semana 4, con una duracién sostenida del efecto hasta la semana
16; y una mejora de 1 punto restante en la semana 24. La figura 28B representa otro ejemplo de mejora
de 2 puntos de acuerdo con IGA-FWS y PFWS en la semana 4, con una duracién de efecto prolongada
hasta la semana 16; y una mejora de 1 punto restante en la semana 24.

Andlisis de subgrupos: La figura 29 y la figura 30 proporcionan informacion adicional sobre la
respuesta por subgrupo.

La figura 29 representa la mediana del tiempo hasta la pérdida de puntuaciones nulas o leves
tanto en IGA-FWS como en PFWS por subgrupo. Como se muestra, la duracion del tratamiento de 24
semanas se logro independientemente de la edad y la experiencia previa con toxinas.

La figura 30 representa el tiempo medio para volver al inicio tanto en IGA-FWS como en PFWS
por subgrupo. Como se muestra, la duracién del tratamiento de 28 semanas se logré en sujetos menores
a 65 afios, independientemente de la experiencia previa con toxinas, con una duracién prolongada a 31.4
semanas en los mayores a 65 afios.

Resumen general: En este estudio, 2,691 pacientes fueron tratados con RT002 sin nuevos
problemas de seguridad o tolerabilidad, con un perfil de seguridad consistente con estudios previos en el
ejemplo 5 y el ejemplo 7. En total, se administraron 3,830 inyecciones de RT002 40 U en el estudio del
ejemplo 8. En particular, se observo una tasa baja de ptosis palpebral, es decir, 0.9 % (35 eventos en
3,830 tratamientos), y ocurrié en el 1.3 % de los sujetos en 66 sitios. Esto se compara con la tasa de 2.2 %
en 405 sujetos tratados en los brazos 1y 2 del ejemplo 7 en 30 sitios.

El ejemplo 8 demostr6 una eficacia que excedia o era comparable a la observada en los ensayos
pivotales de los brazos 1y 2 del ejemplo 7 y 3 estudios pivotales con RT002 a una dosis de 40 U. Los
resultados del ejemplo 8 confirman la larga duracion del beneficio clinico observado con la dosis de 40 U
de RTO002 en los brazos 1 y 2 del ejemplo 7 y demuestran consistencia en los ciclos de tratamiento. El
tiempo medio hasta la pérdida de gravedad nula o leve de las arrugas fue de 24 semanas tanto en el ciclo
de tratamiento 1 como en el ciclo de tratamiento 2 en el ejemplo 8, de acuerdo con lo evaluado tanto por
el investigador como por el sujeto. Esto es idéntico a la duracion del beneficio clinico observado en los
brazos 1y 2 del ejemplo 7. El tiempo medio para volver a la gravedad inicial de las lineas glabelares fue
de 28 semanas en los ciclos de tratamiento 1 y 2 y también es consistente a lo largo del tiempo necesario
para perder el efecto del tratamiento completo observado en los ensayos de los brazos 1y 2 controlados

con placebo del ejemplo 7.



