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(57) Resumo: TRATAMENTO DE DISTURBIOS AUTO-IMUNES
COM UMA NEUROTOXINA. A presente invengao refere-se a métodos
de tratamento de um ou mais distarbios auto-imunes incluindo uma
etapa de administrar uma neurotoxina clostridica, tal como uma toxina
botulinica, a um paciente que tenha um distirbio auto-imune. Em um
aspecto, um método inclui uma etapa de administrar a neurotoxina a
glandula timo ou préxima da glandula timo do paciente. Em um outro
aspecto, um método inclui uma etapa de administrar a neurotoxina em
combinagdo com a administragdo de um inibidor de citoquinas ao
paciente. As composi¢des também sé&o descritas.
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Relatério Descritivo da Patente de Invengao para "TRATAMEN-
TO DE DISTURBIOS AUTO-IMUNES COM UMA NEUROTOXINA".

Antecedentes da Invencéo
A presente invengao refere-se ao tratamento de disturbios auto-

imunes usando uma neurotoxina, e mais particularmente aos métodos e as
composicdes para tratamento de distirbios auto-imunes usando uma neuro-
toxina clostridica.

Sistema Imune
O sistema imune é a primeira linha de defesa do corpo que en--

“volve um complexo dos 6rgéos, das glandulas, de células altamente espe-

cializadas, e de um sistema circulatério que trabalha junto & infecgéo de-
sobstruida do corpo. O sistema imune inclui duas porgbes principais. Uma

porcdo pode ser referida como o sistema imune humoral e é envolvida na

'produgéo dos anticorpos. A segunda parte pode ser referida como o sistema

imune celular e é o componente que inclui linfécitos timicos (linfocitos T ou
células T).

As células T ativadas sdo formadas das células brancas do san-
gue que passam através da glandula timo posicionada ho térax de um paci-
ente humano. O timo consiste em dois lobos conectados pelo tecido areolar.
Os lobos estdo incluidos em uma capsula fibrosa qu'e divide os lobos em
I6bulos que consistem em uma estrutura ramificada irregular de células epi-
teliais e de linfocitos. O timo contém trés populagoes principais de células:
(1) células epiteliais, (2) células hematopoiéticas, e (3) células acessorias.

As células epiteliais parecem ser responsaveis principalmente
pela cria¢éo dos microambientes necessarios e de seus fatores. As células
epiteliais promovem etapas diferentes de diferenciacé@o e de maturagao intra-
timica da Célula T. Parece haver pelo menos seis tipos diferentes de células
epiteliais: tipo 1 = células perivascular subcapsulares; tipo 2 = células epiteli-
ais opacas, que predominam no cortex exterior; tipo 3 = células timicas en-
fermeiras que tém a caracteristica Unica de emperipolese; tipo 4 = células
escuras que sdo tipicas na medula; tipo 5 = células indiferenciadas que sao
tipicas na medula; tipo 6 = células medulares grandes de que sao encontra-
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dos em torno e dentro dos corpusculos de Hassall.

As células hematopoiétiéas incluem trés tipos diferentes de célu-
las linfoides: (1) células subcapsulares; (2) células corticais; e (3) células
medulares.

As células acessérias timicas incluem os macréfagos que secre-
tam um fator de diferenciagdo do timécito que é mitogénico e induz a matu-

ragdo funcional do timécito; células de adequa{;éo, que tém um papel de de-

terminar que precursores da célula T serdo ativados (auxiliares ou destruido-

res) durante um desafio imunolégico; e as células midides que parecem ex-

pressar os receptores da acetilcolina e possuem um possivel papel na myas-

thenia gravis, e podem desempenhar o papel de expelir os timécitos da

glandula timo.
As células do timo parecem expressar os receptores da acetilco-
lina. Por exemplo, os receptores colinérgicos séo encontrados limitados as

células epiteliais do timo. O timo parece receber também inervagao neuronial

" do hipotalamo, o que pode influenciar os horménios timicos e o sistema imu-

ne em general.-
Os linfécitos se originam dos hemocitoblastos (células tronco) na

medula 6ssea vermelha. Os linfécitos parecem ser atraidos para o timo por
fatores quimiotaticos produzidos pelas células epiteliais. Aqueles linfécitos
que entram no timo maduro e se tornam Linfécitos T ativados ou células T
ativadas. As células T ativadas podem responder aos antigenos encontrados
em qualquer parte no corpo. As células T podem dividir-se em dois grupos:

(1) um grupo que se incorpora no sangue, alguns desses permanecem na

circulacdo e outros se alojam em outro tecido linféide; e (2) um grupo que

permanece na glandula timo e é a fonte das geragGes futuras das células T.
Acredita-se que as células T sdo capazes de realizar trés fun-
coes defensivas: (1) estimular a produgéo e o crescimento dos anticorpos
por outros linfocitos; (2) estimular o crescimento e a acao dos fagocitos, que
cercam e envolvem os virus e os micrébios invasores, e (3) reconhecer e
destruir um tecido estranho e anormal. Assim, a glandula timo desempenha

um papel criticamente importante na resposta do corpo a invasao da doenca.
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As fun¢des da glandula timo e da célula T desempenham um papel tao es-
tratégico e importante em gerar e em regular a resposta imune que uma de-
ficiéncia ou o desequilibrio em suas funcdes causara uma disfungéo do sis-
tema imune.

Os disturbios auto-imunes sdo doeng¢as causadas por uma res-
posta imune contra as préprias células ou os proprios tecidos do corpo. Os
disturbios auto-imunes"resulfam na destruicdo de um ou mais tipos de tecido

~ do corpo, no crescimento anormal de um érgéo ou de 6rgéos, ou em altera-

¢bes na fungdo ou fungbes de algum érgdo. Os disturbios podem afetar so-

“mente um tipo de 6rgéo ou de tecido ou podem afetar mdltiplos tipos de or--

gdos e tecido. Além disso, uma pessoa pode experimentar um ou mais dis-
turbios auto-imunes ao mesmo tempo. Entre os érgéos e os tecidos afetados
pbr distarbios auto-imunes geralmente se incluem componentes do sangue
tais como células vermelhas do sangue, vasos sanguineos, tecidos conecti-
vos, glandulas enddcrinas tais como a tiréide ou o pancreas, musculos, arti-
culagbes e péle. _ _

Os disturbios auto-imunes podem ser categorizados em dois ti-
pos gerais: (1) doengas auto-imunes sistémicas (isto é, distUrbios que danifi-
cam muitos érgéos ou tecidos), e (2) doengas auto-imunes localizadas (isto
é, disturbios que danificam somente um Gnico 6rgdo ou tecido). Entretanto, o
efeito das doencas auto-imunes localizadas, pode ser sistémico, afetando
indiretamente outros érgéos e sistemas do corpo.

As doencas auto-imunes sistémicas incluem sem limitagao: a ar-
trite reumatoide que pode afetar as articulagdes, e possivelmente o pulmao e
a pele; o ltpus, incluindo o lupus eritematoso sistémico (SLE), que pode afe-
tar a pele, articulagoes, rins, cofagéo, cérebro, células vermelhas do sangue,
bem como outros tecidos e 6rgdos; a esclerodermia, que pode afetar a pele,
o intestino, e os pulmdes; a sindrome de Sjogren, que pode afetar as glandu-
las salivares, as glandulas lacrimais, e as articulagdes; a sindrome de Good-
pasture, que pode afetar os pulmdes e os rins; a granulomatose de Wege-
ner, que pode afetar o sinus, os pulmdes, e os rins; a polimialgia reumatica,
que pode afetar grupos de grandes musculos, e a arterite temporal / arterite
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da célula gigante, que podem afetar artérias da cabeca e da garganta.
As doencas auto-imunes localizadas incluem sem limitagao: a

diabete melito do tipo 1, que afeta as ilhotas do pancreas; a tireoidite de Ha-

‘shimoto e a doenca de Graves, que afetam a tirdide; a doenca celiaca, as

doencas de Crohn, e a colite ulcerativa, que afetam o trato gastrointestinal; a
esclerose multipla (MS) e a sindrome de Guillain-Barre, que afetam o siste-
ma nervoso central; a doenga de Addison, que afeta as gléndulas”adrenais;'
a esclerose biliar priméaria, colangite esclerosante, e a hepatite auto-imune,
que afetam o figado; e fendbmeno de Raynaud, que pode afetar os dedos das
maos, os dedos dos pés; o nariz e as orelhas.

Em seguida estdo exemplos adicionais de disturbios auto-
imunes: anemia perniciosa; doenga de Addison; dermatomiosite; Myasthenia
gravis (MG); sindrome de Reiter; Pemphigus vulgaris; esclerodermia ou sin-
drome de CREST; anemia hemolitica auto-imune; purpura trombocitopénica

auto-imune; espondilite anquilosante; vasculite; e esclerose lateral amiotréfi-

- ca (doenga de Lou Gehrig).

Os sintomas de disturbios auto-imunes podem variar amplamen-
te dependendo do tipo da doenga. Os sintomas geralmente observados in-
cluem a fadiga, a vertigem, a indisposi¢do e a febre. Outros sintomas que
podem ser observados em um ou mais distirbios auto-imunes incluem cala-
frios, perda do peso, descamacdes da pele, vasculite, poliartralgia, perda
irregular de cabelo, ulceragbes orais e nasais, ampliagdo.do linfo nodo, pro-
blemas gastricos, dor generalizada, que pode estar localizada nas articula-
¢oes no caso da artrite, glandulas d'ilatadas, tal como a tiréide no caso da
doenga de Graves, palpitagdes no coragdo, bolhas e lesbes dérmicas, fra-
queza muscular.

O tratamento é especifico para a doenga, e geralmente se con-
centra antes em aliviar ou evitar os sintomas do que em melhorar a causa
subjacente.

Um tratamento usado em determinados disturbios auto-imunes €
a administracdo de inibidores da colinesterase, que diminuem a hidrdlise da

acetilcolina neurotransmissora e aumenta desse modo, a quantidade de ace-
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tilcolina disponivel no alcance sinaptico e em fornecer alivio sintomatico pelo
aumento do estimulo dos receptores colinérgico através de todo o sistema
nervoso central e periférico.

Um outro tratamento dos disturbios auto-imunes envolve o uso
dos esterdides, incluindo corticosterdides, controla ou reduz a inflamagao.
Os corticosterdides sdo geralmente reservados para os pacientes que nao
respondém ou que nao tolerém-a terapia da anticolinesterase.

Uma terceira aproximagao € a administragao de um agenfe imu-

nossupressor, tal como a azotlprlna para controlar ou reduzir a natureza

“proliferativa da resposta imune. Esses farmacos trabalham |n|b|ndo a divisao -

celular e, conseqlientemente, suprimindo tambem as células nao imunes, 0
que conduz a efeitos colaterais tais como a anemia.

Uma quarta aproximagdo envolve a remogao cirdrgica da glan-
dula timo (isto €&, a timectomia).

Um outro tratamento das doengas auto-imunes inclui a adminis-
tracao de inibidores das citquinas.- A _

A sobreexpressdo e/ou a infra-expresséo das citoquinas huma- -
nas pode resultar em doencas tais como a doenca inflamatéria do intestino,
a artrite, e o} I{]pus eritematoso s_istémico (Mackay et al., N Engl J Med,
345(5):340-350, 2001). A artrite & uma artropatia inflamatéria comum crénica.
e destrutiva devido a sobreexpressao do fator alfa 'da necrose tumoral (TNF-
alfa) e/ou devido a infra-expressé@o do antagonista do receptor da interleuci-
na-1 (IL-1) resultando em uma resposta imune mediada pelas células, cau-
sando a inflamagédo e os danos nas juntas (Mackay et al., supra; Choy et al.,
N. Engl. J. Med, 344(12): 907-916, 2001).

Os inibidores da citoquina incluem proteinas humanas soluveis
do receptor das citoquinas (por exemplo, etanercept), anticorpos monoclo-
nais (por exemplo, rituxamab, infliximab, D2E7 e nerelimomab) e bloqueado-
res do receptor das citoquinas (por exemplo, antagonistas do receptor da
interleucina 1). Tais inibidores foram relatados por serem eficazes no trata-
mento da artrite (Choy et al., supra), na asma (pacote inserido de Xolair, Ge-
nentech, 2003), e na diabete melito do tipo 1 (Herold et al., N. Engl. J. Med.,
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346(22):1692-1698, 2002). Os inibidores da citoquina, especificamente anti-
corpos monoclonais, sd0 Unicos ja que estes agentes se destinam aos anti-
genos especificos que crescem na superficie das células (por exemplo, célu-
las cancerosas). A radioimunoterapia consiste em uma substéncia radioativa
ligada a um anticorpo. Essa combinagéo fornece uma liberagdo de destino
especifico (anticorpo monoclonal) e o tratamento (substancia radioativa) pa-

ra uma doenga especifica.

‘Toxina Botulinica

O género Clostridium possui mais de cento e vinte sete espé-
cies, agrupadas de acordo com suas morfologias e fungbes. A bactéria ana-
erdbica, Gram positivo, Clostridium botulinum produz uma potente neuroto-
xina polipeptidica, a toxina botulinica, que causa uma doenga neuroparali-
sante nos seres humanos e nos animais referenciada como botulismo. Os
esporos de clostridio botulinico sdo encontrados no solo e podem crescer
em reservatérios de alimentos impropriamente esterilizados e selados das
conservas de base caseira, que sdo a causa de muitos dos exemplos do
botulismo. Os efeitos do botulismo aparecem tipicamente de 18 a 36 horas
apds serem ingéridos os géneros alimenticios infectados com uma cultura
botulinica ou os esporos do clostridio. A toxina botulinica pode aparentemen-
te passar ndo aténuada através do revestimento intestinal e atacar os neu-
rénios periféricos motores. Os sintomas de intoxicagdo pela toxina botulinica
podem progredir desde a dificuldade em andar, em engolir e falar indo até a
paralisia dos musculos respiratérios e a morte.

A toxina botulinica do tipo A é o agente bioldgico natural mais le-
tal conhecido para o homem. Aproximadamente 50 picogramas de uma toxi-
na botulinica comercialmente disponivel do tipo A (complexo de neurotoxina
purificada)’' é uma LDso em ratos (isto é, 1 unidade). Uma unidade de BO-

TOX® contém aproximadamente 50 picogramas (aproximadamente 56

-atomols) complexo de toxina botulinica do tipo A. Um fato de modo interes-

sante, em uma base molar, a toxina botulinica do tipo A é aproximadamente

[disponivel pela Allergan, Inc., Irvine, Califérnia sob a marca registrada de
BOTOX® em unidades de 100 frascos)]
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1,8 bilhdo vezes mais letal do que a difteria, aproximadamente 600 milhoes
de vezes mais letal do que o cianeto de sodio, aproximadamente 30 milhdes
de vezes mais letal do que a toxina do veneno de cobra e aproximadamente
12 milhdes de vezes mais letal do que o célera. Singh, Critical Aspects of
Bacterial Proteins Toxinas, paginas 63-84 (capitulo 4) de Natural Toxinas ||,
editado por B.R. Singh et al., Plenum Press, Nova lorque (1976) (onde o
LDso indicado da toxina botu'll’nica do tipo A de 0,3 ng igual a 1U é corrigido
para o fato que aproximadamente 0,05 ng de BOTOX® ser igual a 1 unida-
de). Uma unidade (U) de toxina botulinica é definida como o LDso de umé

‘injecdo intraperitoneal nas fémeas de ratos Swiss Webster pesando de 18 a -

20 gramas cada.
Sete neurotoxinas botulinicas geralmente imonologicamente di- |

ferentes foram caracterizadas, sendo elas respectivamente as neurotoxinas

‘botulinicas dos sorotipos A, B, C1, D, E, F e G cada uma das quais € distin-

guidas pela neutralizagdo com anticorpos de tipos especificos. Os diferentes
sorotipos dé toxina botull’nicé variam pelos tipos de espécies animais que
afetam e na severidade e na duracéo da paralisia que causa. Por exemplo,
determinou-se que a toxina botulinica do tipo A é 500 vezes mais potente tal
como medidd pela taxa de paralisia produzida no rato, do que. a toxina botu-
linica do tipo B. Adicionalmente, a toxina botulinica do tipo B foi determinada.
como sendo nao téxica em primatas em uma dosé de até 480 U/kg o que é
aproximadamente 12 vezes o LD%® de primatas para a toxina botulinica do
tipo A. Moyer E. et al., Botulinum Toxin Type B: Experimental and Clihical
Experience, sendo o capitulo 6, paginas 71-85, do "Therapy With Botulinum
Toxin", editado por Jankovic, J. et al. (1994), Marcel Dekker, Inc. A toxina
botulinica que aparentemente se liga com afinidade elevada aos neurdnios
colinérgicos motores, é deslocada no neurdnio e obstrui a liberagao da ace-
tilcolina. Uma tomada adicional pode ocorrer através dos receptores de bai- |

xa afinidade, bem como por fagocitose e pinocitose.

Nao obstante o sorotipo, 0 mecanismo molecular de intoxicagao
pela toxina parece ser similar em envolver pelo menos trés etapas ou esta-

gios. Na primeira etapa do processo, a toxina se liga a membrana pré-
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sinaptica do neurdnio alvo através de uma interagdo especifica entre a ca-
deia pesada, cadeia H, e um receptor da superficie da celula; considera-se
que o receptor seja diferente para cada tipo de toxina botulinica e para a to-
xina tetanica. O segmento carboxila, HC, da exiremidade da cadeia H pare-
ce ser importante para o direcionamento da toxina para a superficie da célu-
la.

Na segunda etapa, a toxina cruza a membrana plasmatica da‘
célula envenenada. A toxina é primeiramente envolvida pela célula através
de endocitose mediada por receptor, e é formado um endossoma contendo a
toxina. A toxina escapa entdo do endossoma para dentro do citoplasma da
célula. Considera-se que essa etapa Seja mediada pelo segmento amina,

HN, da extremidade da cadeia H que provoca uma mudanga de conforma-

cao da toxina em resposta a um pH de aproximadamente 5,5 ou menor. Os

‘endossomas sdo conhecidos por possuirem uma bomba de prétons que di-

minui o pH intra-endossémico. A alteracdo de conformagdo expde os resi-
duos hidrofdbicos da toxina, que permitem que a toxina se encaixe na mem-
brana endoss6mica. A toxina (ou no minimo a cadeia leve) se desloca entao
dentro do citoplasma através da membrana endossomica.

A ultima etapa do mecanismo de atividade da toxina botulinica
parece envolver a redugdo da ponte de dissulfeto que une a cadeia pesada,
a cadeia H, e a cadeia leve, cadeia L. A atividade tdxica completa das toxi-
nas botulinicas e tetanica é contida na Cadeia L da holotoxina; a cadeia L €
um endopeptidase do zinco (Zn*) qUe quebra seletivamente as proteinas
essenciais para o reconhecimento e o acoplamento das vesiculas contendo
0 neurotransmissor com a superficie citoplasmatica da membrana plasmati-
ca, e a fusdo das vesiculas com a membrana plasmatica. A neurotoxina te-
tanica, a toxina botulinica dos tipos B, D, F, e G causam a degradagéo da
sinaptobrevina (chamada também de proteina da membrana associada a
vesicula (VAMP)), uma proteina sinaptossémica da membrana. A maioria
das VAMP presentes na superficie citoplasmatica da vesicula sinaptica é
removida em conseqiiéncia de quaisquer desses eventos de clivagem. A
toxina botulinica dos sorotipos A e E clivam a SNAP-25. A toxina botulinica
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do sorotipo C1 foi originaimente considerada como clivando a sintaxina, mas
encontrou-se que ela cliva a sintaxina e a SNAP-25. Cada uma das toxinas
botulinicas quebra especificamente uma ligacdo diferente, exceto a toxina
botulinica do tipo B (e a toxina tetanica) que clivam a mesma ligag&o. Cada
uma dessas clivagems obstrui o processo de acoplamento da membrana da
vesicula, impedindo desse modo a exocitose do contetido da vesicula.

As toxinas botulfnicas foram usadas em aplicagdes clinicas para
o tratamento dos disturbios neuromusculares caracterizados pela .hipérativi-
dade da musculatura do esqueleto (isto é, distarbios motores). Em 1989 um

‘complexo da toxina botulinica do tipo A foi aprovado pela Adminiétragéo de -

Alimentos e Farmacos (FDA) dos Estados Unidos para o tratamento do ble-
farospasmo, do estrabismo e do espasmo hemifacial. Posteriormente, a toxi-

na botulinica do tipo A foi aprovada também pelo FDA para o tratamento da

distonia cervical e para o tratamento de linhas glabelares, e a toxina botulini-

ca do tipo B foi aprovada para o tratamento da distonia cervical. Os sorotipos
das toxinas ‘botull'nicas que n&o séo do tipo A tém aparentemente uma po-
téncia mais baixo e/ou uma duragéo mais curta de atividade em comparagao -
com os efeitos da toxina botulinica do tipo A. Os efeitos clinicos da toxina.
botulinica do tipo A intramuscular periférica sdo observados geralmente den-
tro de uma semana apos a injegéio'. A duragao tipica de alivio sintomatico de
uma Unica inje¢do intramuscular da toxina botulinica do tipo A é calculada
em média como sendo de aproximadamente trés meses, embora alguns pe-
riodos significativamente mais longos de atividade terapéutica tenham sido
relatados.

 Embora todos os sorotipos das toxinas botulinicas inibam apa-
rentemente a liberagao do neufotransmissor_ acetilcolina na conexao neuro-
muscular, eles assim agem afetando diferentes proteinas neurosecretérias
e/ou clivando essas proteinas em diferentes locais. Por exemplo, ambos os
tipos botulinicos A e E clivam a proteina associada sinaptossémica de 25
quilodalton (kD) (SNAP-25), mas alvejam sequiéncias diferentes dos aminoa-
cidos dentro dessa proteina. A toxina botulinica dos tipos B, D, F e G na pro-
teina associada a vesicula (VAMP, também chamado sinaptobrevina), com
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cada sorotipo clivando a proteina em um local diferente. Finalmente, a toxina
botulinica do tipo C1 foi mostrada clivando a sintaxina e a SNAP-25. Essas
diferencas no mecanismo de agdo podem afetar a poténcia e/ou a duragédo
relativas da agdo dos varios sorotipos da toxina botulinica. Aparentemente,
um substrato para uma toxina botulinica pode ser encontrado em diversos
tipos diferentes da célula. Vide, por exemplo, Biochem J 1;339 (pt 1):159-
65:1999; e Mov Disord, 10(3):376:1995 (as células ilhotas B pancreéticas'

- contém pelo menos a SNAP-25 e sinaptobrevina).

O peso molecular da molécula da proteina da toxina botulinica,
para todos os sete sorotipos conhecidos da toxina botulinica, é de aproxima-
damente 150 kD. De modo interessante, as toxinas botulinicas séo liberados
pela bactéria clostridio como complexos compreendendo a molécula da pro-
teina da toxina botulinica de 150 kD junto com as proteinas que ndo sao to-
xinas associadas. Assim, o complexo da toxina botulinica do tipo A pode ser
produzido pela bactéria clostridio como formas de 900 kd, 500 kD e 300 kD.
A toxina botulinica tipo B e C1 é produzida aparentemente como somente
um complexo de 700 kD ou de 500 kD. A toxina botulinica do tipo D é produ-
zida como complexos de 300 kD e 500 kD. Finaimente, as toxinas botulini-
cas dos tipos E e F sdo produzidas somente como complexos de aproxima-
damente 300 kD. Acredita-se que os complexos (isto é, moléculas com pe-
sos moleculares maiores do que aproximadamente 150 kD) contenham uma
proteina da hemaglutinina que n&o é toxina e uma proteina que nao seja da
hemaglutinina e que nao é toxina. Essas duas proteinas que ndo séo toxinas
(que junto com a molécula da toxina botulinica compreendem o0 complexo
relevante de neurotoxina) podem agir para fornecer a estabilidade contra a
desnaturagdo para a molécula da toxina botulinica e a prote¢ao contra aos
acidos digestivos quando a toxina é ingerida. Adicionalmente, é possivel que
complexos maiores da toxina botulinica (peso molecular maior do que apro-
ximadamente 150 kD) possam resultar em uma taxa mais lenta de difusao
da toxina botulinica para longe dd local de inje¢ao intramuscular de um com-

plexo da toxina botulinica. _
Estudos in vitro indicaram que a toxina botulinica inibe a libera-
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¢éo induzida do céation do potassio da acetilcolina e da norepinefrina das cul-
turas de célula primaria do tecido do tronco encefalico. Adicionalmente, rela-
tou-se que a toxina botulinica inibe a liberagdo solicitada da glicina e do glu-
tamato em culturas primarias de neurénios da medula espinhal e que em
preparagdes de sinaptossoma cerebral a toxina botulinica inibe a liberacao
de cada um dos neurotransmissores acetilcolina, dopamina, norepinefrina
(Habermann E., et al., Tetahus Toxin and Botulinum A and C Neurotoxins
Inhibit Noradrenaline Releése From Cultured Mouse Brain, J Neurochem 51
(2);522- 527:1988), CGRP, da substancia P e do glutamato (Sanchez-Prieto,

“J., et al., Botulinum Toxin A Blocks Glutamato Exocytosis From Guinea Pig

Cerebral Cortical Synaptosomes, Eur J. Biochem 165;675-681:1897). Assim,
quando sdo usadas as concentragdes adequadas, a liberagao por estimulo
evocado da maioria dos neurotransmissores é obstruida pela toxina botulini-
ca. Vide por exemplo Pearce, LB., Pharmacologic Characterization of Botuli-
num Toxin For Basic Science and Medicine, Toxicon 35(9); 1373-1412 e
1393; Bigalke H., etal., Botu/inum A Neurotoxin Inhibits Non-Ch_olinergic Sy-
naptic Transmission in Mouse Spinal Cord Neurons in Culture, Brain Resear-
ch 360;31 8-324:1985; Habermann E., Inhibition by Tetanus and Botulinum A
Toxin of the : release of [3H]Noradrena/ine and [BH]GABA From Rat Brain
Homogenate, Experientia 44;224-226:1988, Bigalke H et al., Tetanus Toxin‘
and Botulinum A Tpxin Inhibit Release and Uptaké of Various Transmitters,
as Studied with Particulate Pre_parations From Rat Brain and Spinal Cord,
Naunyn-Schmiedeberg's Arch Pharmacol 316;244-251:1981, e; Jankovic J.
et al., Therapy With Botulinum .Toxin, Marcel Dekker, Inc., (1994), pagina 5.
A toxina botulinica do tipo A pode ser obtida cultivando e cres-

" cendo culturas de clostridio botulinico em um fermentador e entéo colhendo

e purificando a mistura fermentada de acordo com procedimentos conheci-
dos. Todos os sorotipos da toxina botulinica séo sintetizados inicialmente

‘como cadeias simples de proteinas inativas que devem ser clivadas ou que-

bradas por proteases para se tornarem neuroativas. As cepas bacterianas
que fazem os sorotipos A e G da toxina botulinica possuem proteases endd-

genas e os sorotipos A e G podem desse modo ser recuperados das cultu-
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ras bacterianas predominantemente na sua forma ativa. Em contraste, os
sorotipos da toxina botulinica C1; D e E sintetizados por cepas nao proteoli-
ticas sdo conseqlientemente tipicamente inativos quando recuperados da
cultura. Os sorotipos B e F sdo produzidos tanto por cepas proteoliticas co-
mo nado proteoliticas e podem consequentemente ser recuperados na forma
ativa ou inativa. Entretanto, mesmo as cepas proteoliticas que produzem,
por exemplo, o tipo de toxina botulinica do so'rotipo B clivam somente uma

parte da toxina produzida. A proporgdo exata da quebra das moléculas nao

. quebradas depende do tempo de incubagao e da temperatura da cultura.
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Conseqlentemente, uma determinada porcentagem de toda a preparacao
de, por exemplo, toxina botulinica do tipo toxina B deve provavelmente estar
inativa, contando possivelmente para a conhecida poténcia significativamen-
te mais baixa da toxina botulinica do tipo B em comparagao com a toxina
botulinica do tipo A. A presenca de moléculas botulinicas inativas da toxina

em uma preparagéo clinica contribuird para a carga total de proteinas da

preparacdo, que foi ligada para uma antigenicidade aumentada, sem contri-
“buir para sua eficacia clinica. Adicionalmente, sabe-se que a toxina botulini-

ca do tipo B tem, quando da inje¢ao intramuscular, uma duragdo mais curta
de atividade e é também menos potente do que a toxina botulinica do tipo A
no mesmo nivel de dose.

A toxina botulinica do tipo A cristalina de qualidade elevada po-
de ser produzida da cepa Hall A de clostridio botulinico com caracteristicas
de ter uma concentracdo > 3 x 107 U/mg, de um Ageo/Az7s menor do que 0,60
e de mostrar um padrao distinto de ‘distribuigéo da bandas .'na eletroforese
sobre gel. O processo conhecido de Shantz pode ser usado para obter a
toxina botulinica cristalina do tipo A, como determinado em Shantz, EJ. et
al., Properties and use of Botulinum toxin and Other Microbial Neurotoxins in
Medicine, Microbiol Rev. 56;80-99:1992. Geralmente, o complexo da toxina
botulinica do tipo A pode ser isolado e purificado de uma fermentagao anae-
rébica cultivando o clostridio botulinico do tipo A em um meio apropriado. O
processo conhecido pode também ser usado, quando da separagao das pro-

teinas que ndo sdo toxinas, para obter as toxinas botulinicas puras, tal co-



10

" 15

20

25

30

13

mo, por exemplo: toxina botulinica purificada do tipo A com um peso molecu-
lar de aproximadamente 150 kD com uma poténcia especifica de 1 a 2 x 108
LDso U/mg ou maior; toxina botulinica purificada do tipo B com um peso mo-
lecular de aproximadamente 156 kD com uma poténcia especifico de 1 a 2 x
10® LDso U/mg ou maior, e; toxina botulinica purificada do tipo F com um pe-
so molecular de aproximadamente 155 kD com uma poténcia especifica de 1
a 2 x 107 LDso U/mg ou maior.

As toxinas botulinicas e/ou os complexos de toxina botulinica

podem ser obtidos de Lista de Laboratorlos Bioldgicos, Inc., Campbell Cali-

fornia; o Centro para Mlcroblologla e Pesquisa Aplicadas, Porton Down, -

U.K.; a Wako (Osaka, Japéao), a Metablologlcs (Madison, Wisconsin) bem
como dos produtos quimicos da Sigma Chemicals, de St Louis, Missouri. A

toxina botulinica pura pode também ser usada para preparar uma composi--

cao farmacéutica.

Como ocorre geralmente com as enzimas, as atividades biol6gi-
cas das toxinas botulinicas (que sé@o peptidases lntracelulares) sao depen-
dentes, pelo menos em parte, de sua conformagéo tridimensional. Assim, a
toxina botulinica do'tipo A é tornada atdxica pela agéo do calor, por estira-
mento da superficie pela agdo de yérios produtos quimicos e pela secagem
da superficie. Adicionaimente, é sabido que a diluigdo do complexo da toxina
obtido pelos meios conhecidos de cultivo, fermentagéo e purificagao ao ma-
ximo, e o uso de concentragdes muito mais baixas da toxina para a formula-
cdo de composigbes farmacéuticas resulta em rapida perda de toxicidade da
toxina a menos que um agente estabilizante adequado esteja presente.
A diluigéd da toxina em quantidades de miligramas para uma solugao que
contenha nanogramas por miliiitro apresenta dificuldades significativas por
causa da perda rapida da toxicidade especifica devido & tdo grande dilui¢ao.
Como a toxina pode ser usada meses ou anos depois que a composi¢cao
farmacéutica contendo a toxina foi formulada, a toxina pode ser estabilizada
com um agente estabilizante tal como a albumina e a gelatina.

Uma composicdo farmacéutica contendo a toxina botulinica co-

mercialmente disponivel é vendida sob a marca registrada BOTOX® (dispo-
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nivel pela Allergan, Inc., Irvine, Califérnia). O BOTOX® consiste em um com-
plexo botulinico do tipo A purificédo, albumina e cloreto de sddio empacota-
dos em uma forma estéril e liofilizada. A toxina botulinica do tipo A é feita de
uma cultura da cepa Hall de clostridio botulinico crescida em um meio con-
tendo amina N-Z e extrato de levedura. O complexo da toxina botulinica do
tipo A é purificado da solugédo da cultura por uma série de precipitagdes aci-
das até um complexo cristalino que consiste na proteina da toxina ativa de
alto peso molecular e uma proteina hemaglutinina associada. O complexo
cristalino é redissolvido em uma solugéo contendo salina e albumina e filtra-
das estéril (0,2 micron) antes da liofilizagdo. O produto liofilizado € armaze-
nado em um freezer a, ou abaixo de, -5 °C. BOTOX® pode ser reconstituido
com solugdo salina ndo preservada estéril, antes da injecao intramUscuIar.
Cada frasco de BOTOX® contém aproximadamente 100 unidades (U) da
neurotoxina do complexo purificado da toxina do tipo A do clostridium botuli-

nico, 0,5 miligramas de albumina do soro humano e 0,9 miligramas do clore-

~ to de sodio em uma forma estéril liofilizada sem um conservante.

Para reconstituir o BOTOX® liofilizado, é usada uma solugao sa-
lina normal estéril e sem conservante (inje¢do do cloreto de sédiQ a 0,9%)
extraindo acima da quantidade apropriada de diluente em uma seringa de
tamanho adequado. Como o BOTOX® pode ser desnaturado por borbulhas
ou por agitacdo violenta, o diluente é injétado delicadamente dentro do fras- .
co. Por razbes de esterilidade, BOTOX® é administrado preferivelmente den-
tro de quatro horas depois que o frasco é removido do freezer e reconstitui-
do. Durante essas quatro horas, 0 BOTOX® reconstituido pode ser armaze-
nado em um refrigerador de aproximadamente 2°C a aproximadamente 8°C.
O BOTOX® reconstituido, refrigerado foi relatado como retendo sua poténcia
por pelo menos aproximadamente duas semanas. Neurology, 48:249-
53:1997. | - |

Foi relatado que a toxina botulinica do tipo A foi usada em apli-
cacoes clinicas como se segue:

(1) de aproximadamente 75 a 125 unidades de BOTOX® por in-

jecdo intramuscular (multiplos musculos) para tratar a distonia cervical;
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(2) de 5 a 10 unidades de BOTOX® por injecdo intramuscular
para tratar linhas glabelares (ruga) da testa (5 unidades injetadas intramus-
cularmente no musculo procerus e 10 unidades injetadas intramuscularmen-
te em cada musculo supercilii ondulador);

(3) de aproximadamente 30 a 80 unidades de BOTOX® para tra-
tar a constipagao pela inje¢ao intra-esfincter do musculo puborectalis;

(4) de aproximadamente 1 a 5 unidades de BOTOX® por muscu-
lo, intramuscularmente . injetado, para tratar o blefaroespasmo injetando o]

musculo lateral pre-tarsal orbicularis oculi da tampa superior e o musculo

lateral pre-tarsal orbicularis oculi da tampa inferior;

(5) para tratar o estrabismo, os musculos extra-oculares foram
injetados intramuscularmente com entre aproximadamente 1 e aproximada-
mene 5 unidades de BOTOX®, variando a quantidade injetada com base tan-

to no tamanho do musculo a ser injetado como na extensao da paralisia de-

sejada do musculo (isto €, uma quantidade de corre¢do desejada do diop-
tory, - |

(6) para tratar a espasticidade dos membros superiores apos
derrame por inje¢des intramusculares de BOTOX® em cinco musculos flexo-
res diferenteé dos membros superiofes, tal como segue:

(a) flexor do digitorum brofundus: 75Ua 30 U;

(b) flexor do digitorum sublimus: 7,5 U a 30;

(c) flexor do carpi ulnaris: 10 U a 40 U;

(d) flexor do carpi radialis: 15 U a 60 U;

(e) biceps brachii: 50 U a 200 U. Cada um dos cinco musculos
indicados foi injetado na mesma sesséo de tratamento, de modo que o paci-
ente recebeu de 90 U a 360 U de BOTOX® no musculo flexor do membro
superior por inje¢do intramuscular em cada sessao do tratamento;

(7) para tratar a enxaqueca, uma inje¢do injetada pericranial-'
mente (simetricamente nos musculos glabelar, frontal e temporal) de 25 U de
BOTOX® mostraram um beneficio significativo como um tratamento profilati-
co da enxaqueca em comparagao ao veiculo tal como medido pelas medidas

diminuidas da freqiiéncia da enxaqueca, diminuicdo da severidade maxima,
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associada ao vémito e ao uso de medicagdo aguda por um periodo de trés
meses que se seguiu a inje¢do de 25 U.

Estudos recentes demonstraram que a neurotoxina botulinica
pode inibir a secregdo da insulina, e assim pode desempenhar algum papel
no controle da exocitose da insulina e no controle metabdlico (Huang et al.,
Mol. Endocrinol. 12(7): 1060-70, 1998).

Sabe-se que a toxina botulinica do tipo A pode ter uma eficécia.
de até.12 meses (J. europeu Neurology 6 (4) supl.: S111-S1 150:1999), eem

algumas condigbes pode agir por tanto tempo quanto 27 meses, quando u-

sado tratar glandulas, tal como no tratamento da hiperidrose. Vide, por

exemplo, Bushara K., Botulinum toxin and rhinorrhea, Otolaryngol Head
Neck Surg 1996;114(3):507, e The Laryngoscope 109:1344- 1346:1999. En-
tretanto, a duragdo usual de uma injegdo intramuscular de Botox® é tipica-
mente de aproximadamente 3 a 4 meses.

O sucesso da toxina botulinica do tipo A para tratar diversas

~ condigdes clinicas conduziu ao interesse em outros sorotipos da toxina botu-

linica. Duas preparagdes botulinicas do tipo A comercialmente disponiveis
para 0 uUso em seres humanos é o BOTOX® disponivel pela Allergan, Inc.,
Irvine, Califérnia, e 0 Dysport® disponivel pela Beaufour Ipsen, Porton Down,
Inglaterra. Uma preparagédo da toxina botulinica do tipo B (MyoBIoc®) esta
disponivel pela Elan Pharmaceuticals, San Francisco, Califc’)rni'a_.

Além de ter acdes farmacoldgicas em locais periféricos, as toxi-
nas botulinicas também podem ter efeitos inibidores sobre o sistema nervo-
so central. Os trabalhos de Weigand et al, Nauny-Schmiedeberg's Arch.
Pharmacol. 1976; 292, 161- 165, e Habermann, Nauny-Schmiedeberg's Ar-
ch. Pharmacol. 1974; 281, 47-56 mostraram que a toxina botulinica é capaz
de ascender para a area da medula espinhal por transporte retrégrado. Tal
como esta, uma toxina botulinica injetada em uma posigéo periférica, por
exemplo, intramuscularmente, dee ser retrogradamente transportada até a
medula espinhal. |

" A Patente Americana N2 US 5.989.545 descreve que uma neu-

rotoxina clostridica modificada ou um fragmento da mesma, preferivelmente
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uma toxina botulinica, conjugada quimicamente ou recombinantemente fun-
dida a uma porgéo particularmente visada, pode ser usada para tratar a dor
pela administragdo do agente na medula espinhal.

Uma toxina botulinica também foi proposta para tratar a otite
média do ouvido (Patente Americana N° US 5.766.605), distlrbios do ouvido
interno (Patentes Americanas N° US 6.265.379, 6.358.926); dor de cabega
por tenséo (Patente Americéna N2 US 6.458.365), dor de cabeca tipo enxa-
queca (Patente Americana N2 US 5.714.468), dor pos-operatoria e dor visce-
ral (Patente Americana N2 US 6.464.986), crescimento de cabelo e retencéo
de cabelo (Patente Americana N® US }6.299.893), psoriase e dermatite (Pa- -
tente Americana N° US 5.670.484), musculos feridos (Patente Americana N°
US 6.423.319), vérios tipos de cancer (Patente Americana N2 US 6.139.845),
disturbios do musculo liso (Patente Americana N° US 5.437.291), e inflama-
¢do neurogénica (Patente Americana N® US 6.063.768). As toxinas implan-
tadas com liberagdo controlada sdo conhecidas (vide, por exemplo, as Pa-
tentes Americanas N° US 6.('306.423 e US 6.312.708) tal como na adminis-
tracdo botulinica transdérmica da toxina (Pedido de Depdsito de Patente
Americana N2 10/194805). |

Adicionalmente, uma toxina botulinica pode ter ufn efeito de re-
dugdo da dor induzida por um prdcesso inflamatério em um modelo de rato
em formalina. Aoki K., et al, Mechanisms Of The' Antinociceptive Effect Of |
Subcutaneous Botox: Inhibition Of Periphéra/ And Central Nociceptive Pro-
cessing, Cephalalgia, Setembro de 2003;23(7):649. Alem disso, relatou-se
que o bloqueio do nervo pela toxina botulinica pode causar uma redugéo da
espessuré epidérmica. Li Y, et al., Sensory And Motor Denervation Influen-
ces Epidermal Thickness In Rat Foot Glabrous Skin, Exp Neurol 1997,
147:452-462 (vide pagina 459). Finalmente, sabe-se da administracdao de
uma toxina botulinica no pé para tratar da sudorese excessiva dos pés (Kat-
sambas A., et al., Cutaneous Diseases Of The Foot: Unapproved Treat-
ments, Clin Dermatol 2002 Nov-Dez;20(6):689-699; Sevim, S., et al., Botuli-
num toxin-A therapy of palmar and plantar hyperhidrosis, Acta Neurol Belg,
Dez 2002; 102(4):167-70), dedos do pé espasticos (Suputtitada, A., Local
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Botulinum Toxin Type A Injections In The Treatment Of Spastic Toes, Am J
Phys Med Rehabil Out 2002, 81(10):770-5), andar idiopatico dos dedos dos
pés (Tacks L, et al., Idiopathic Toe Walking: Treatment With Botulinum Toxin
A Injection, Dev Med Child Neurol 2002;44(Supp! 91):6), e distonia do pé
(Rogers J., et al., Injections Of Botulinum Toxin A In Foot Dystonia, Neuro-
logy, Abr 1993:43(4 Suppl 2)). | '
A toxina tetanica, bem como seus derivados (isto é, com uma
porgdo de destinagdo ndo nativa), os fragmentos, os-hibrido e as chimeras
da mesma, podem também ter uma utilidade terapéutica. A toxina tetanica
carrega muitas similaridades com as toxinas botulinicas. Assim, a toxina te-
tanica e as toxinas botulinicas sdo polipeptideos produzidos por espécies
intimamente relacionadas de Clostridium. (Clostridium tetani e Clostridium

botulinum, respectivamente). Adicionalmente, tanto a toxina tetdnica como

as toxinas botulinicas sdo proteinas de dupla cadeia compostas de uma ca-
deia leve (peso molecular aproximadamente 50 kD) covélentemente ligada
por uma tnica ponte de dissulfeto a uma cadeia pesada (peso molecular
aproximadamente 100 kD). Desse modo, o peso molecular da toxina tetanica
e de cada uma das sete toxinas botulinicas (ndo complexadas) € de aproxi-
madamente 150 kD. Além disso, tanto para a toxina tetanica como para as
toxinas botulinicas, a cadeia leve carrega o dominio que exibe a atividade
bioldgica intracelular (protease), enquanto que a cadeia pesada compreende
o receptor de ligacdo (imunogénico) e os dominios translocacionais da
membrana celular. |

Além disso, a toxina teténica e as toxinas botulinicas exibem
uma elevada afinidade especifica para os receptores gangliocidas na super-
ficie dos neurdnios colinérgicos pré-sinapticos. A endocitose mediada por
receptor da toxina tetanica por resultados dos neurénios colinérgicos perifé-
ricos no transporte axénial retrogrado, na obstrugéo da liberagéo de neuro-
transmissores inibidores das sinapses centrais e na paralisia espastica. Con-
trariamente, a endbcitose mediada por receptor da toxina botulinica por neu-
rénios colinérgicos periféricos resulta em pouco, se houver algum, transporte

retrégrado, inibigdo da exocitose da acetilcolina dos neurénios motores peri-



10

15

20

25

30

19

féricos intoxicados e uma paralisia flacida.

Finalmente, a toxina tetanica e as to‘xinas botulinicas asseme-
lham-se umas as outras tanto na sintese bioldgica quanto na arquitetura mo-
lecular. Assim, ha uma identidade total de 34% entre as sequéncias da pro-
teina da toxina tetanica e a toxina botulinica do tipo A, e uma identidade da
sequéncia tdo elevada quanto 62% para alguns dominios funcionais. Binz
T. et al., The Complete Seqdence of Botulinum Neurotoxin Type A and Com-
parison with Other Clostridial Neurotoxins, J Bio/ogiba/ Chemistry 265(16);
9153-9158:1990. |

“Acetilcolina

Tipicamente somente um Unico tipo de neurotransmissor de mo-
lécula pequena é liberado por cada tipo de neurénio no sistema nervoso de
rhamiferos, embora haja a evidéncia que sugiram que diversos neuromodu-
ladores podem ser liberados pelo mesmo neurdnio. O neurotransmissor ace-
tilcolina é secretado pelos neurdnios em muitas areas do cerebro, mas es-
pecificamente pelas células piramidais grandes do cértex motor, por diversos
neurdnios diferentes no ganglio basal, pelos neurdnios motores que enervam
a musculatura do esqueleto, pelos neurbnios pré-gangli()nicos do sistema
nervoso auténomo (simpatico e parassimpético), pelas fibras intrafusais com
saco nuclear do fuso neuromuscular, pelos neurdnios pés-ganglidnicos do
sistema nervoso parassimpatico, e por alguns dos ‘neurdnios pos-
gangliénicos do sistema nervoso simpatico. Essencialmente, somente as
fibras nervosas simpaticas pds-gangliénicas das glandulas sudoriparas, aos
musculos piloeretores e uns poucos vasos sanguineos séo colineérgico como
a maioria dos neurdnios pos-ganglidnicos do sistema nervoso simpatico se-
cretam o neurotransmissor norepinefrina. Na maioria dos exemplos a acetil-
colina tem um efeito excitante. Entretanto, a acetilcolina é conhecida por ter
efeitos inibitdrios em algumas das extremidades periféricas do nervo paras-
simpatico, tais como a inibigéo da taxa cardiaca pelo nervo vagal.

Os sinais eferentes do sistema nervoso auténomo sao transmiti-
dos ao corpo através do sistema nervoso simpatico ou do sistema nervoso

parassimpético. Os neurénios pré-ganglidnicos do sistema nervoso simpati-
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co se estendem dos corpos da célula de neurdnio simpético pré-ganglidnicos
situados no chifre intermediolatefal da medula espinhal. As fibras nervosas
simpaticas pré-gangliénicas, se estendem do corpo da célula, da sinapse
com os neurdnios pés-gangliénicos posicionados em um ganglio simpatico
paravertebral ou em um ganglio pré-vertebral. Como 0s neurdnios pré-
ganglibnicos do sistema nervoso simpético e parassimpatico sdo colinérgi-
cos, a aplicacdo da acetilcolina aos génglios excitard os neurdnios pc’)s-'
gangliénicos simpaticos e parassimpaticos.

A acetilcolina ativa dois tipos de receptores, os muscarinicos e

os nicotinicos. Os receptores muscarinicos sdo encontrados em todas as

células efetoras estimuladas pelos neurdnios pés-gangliénicos do sistema
nervoso parassimpatico, bem como naqueles estimulados pelos neurdnios
colinérgicos pods-ganglibnicos do sistema nervoso simpatico. Os receptores
nicotinicos sdo encontrados na medula adrenal, bem como dentro dos gan-

glios auténomos, que estdo na superficie da célula dos neurdnios pos-

“gangliénicos na sinapse entre os neurdnios pré-ganglibnicos e pos-

gangliénicos dos sistemas simpatico e parassimpatico. Os receptores nicoti-
nicos também sdo encontrados em muitas extremidades nervosas nédo auto-
nomas, por exemplo, nas membranas das fibras da musculatura do esquele-
to na jungao neuromuscular.

A acetilcolina é liberada dos neurbnios colinérgicos quando as
pequenas e limpas vesiculas intracelulares se fundem com a membrana
neuronial pré-sinaptica da célula. Uma ampla variedade de células secreto-
ras Nao neuroniais, tais como, a medula adrenal (bem como a linha da célu-
las PC12) e as células das ilhotas pancreéticas liberam as catecolaminas e o
hormdnio paratiroidiano, respectivamente, das grandes vesiculas de nucleo
denso. A linhagem de células PC12 é um clone das células feocromocitomas

de rato usadas extensivamente como um modelo para cultura de tecido para

-estudos de desenvolvimento simpatoadrenal. A toxina botulinica inibe a libe-

racdo de ambos os tipos de compostos de ambos os tipos de células in vitro,
permeabilizadas (tal como por eletroporagao) ou por injecao direta da toxina

na célula ndo enervada. A toxina botulinica também é conhecida por obstruir
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a liberagdo do giutamato neurotransmissor das culturas de células corticais
de sinaptossomas. '

Uma jungdo neuromuscular é formada na musculatura do es-
queleto pela proximidade dos axdnios com as células musculares. Um sinal
transmitido através do sistema nervoso resulta em uma agédo potencial no
ax6nio terminal, com ativagdo dos canais ibnicos e a resultante liberagéo do
neurotransmissor acetilcolina das vesiculas sinapticas intraneuroniais, por

~ exemplo, na placa terminal motora da jungdo neuromuscular. A acetilcolina

cruza o alcance extracelular para se ligar com as proteinas receptoras da

‘acetilcolina na superficie da placa terminal do musculo. Uma vez que te- -

nham ocorrido suficientes ligagdes, um potencial de acdo da célula muscular
causa alteracdes especificas dos canais idonicos da membrana, resultando
n.a contracdo da célula muscular. A acetilcolina entédo é liberada das células
musculares e metabolizada pelas colinesterases no alcance extracellular. Os
metabdlitos sdo reciclados de volta para o axdnio terminal para reprocessa-
mento em acetilcolina adicional. _ _ |

A Patente Americana N2 US 6.585.993 descreve um sistema
controlado de Iibefagéo de neurotoxina. A Patente ‘Americana Ne US
6.506.399 descreve um implante biodegradével da toxina botulinica. A Pa-
tente Americana N° US 6.383.509 descreve um implante biodegradavel de
neurotoxina. A Patente Americana N2 US 6.312.708 descreve um implante
da toxina botulinica. A Patente Americana N° US 6.306.423 descreve um
implante de neurotoxina.

Assim, permanece uma necessidade para novas composi¢oes €

novos métodos que possam ser usados tratar distdrbios auto-imunes.

Sumario

A presente invencdo esta direcionada a essa necessidade e for-

nece as novas composi¢des e 0s novos métodos que proporcionam um ali-

vio eficaz de um ou mais disturbios auto-imunes.

‘Em uma modalidade, um método vpara tratamento de um distur-
bio auto-imune compreende uma etapa de administrar uma neurotoxina clos-

tridica, tal como uma toxina botulinica, em uma posi¢@o nas proximidades da
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glandula timo de um paciente que tenha um distdrbio auto-imune. Em deter-
minadas modalidades, a neurotoxina clostridica é a toxina botulinica do tipo
A que é injetada diretamente na glandula timo. Nessa modalidade, o método
pode também compreender uma etapa de administracéo de um inibidor de
citoquinas ao paciente.

Em uma outra modalidade, um método para tratamen{o de um
disturbio auto-imune compreende a administragéo de uma quantidade tera-
peuticamente eficaz de uma neurotoxina clostridica, tal como uma toxina
botulinica, e uma quantidade terapeuticamente eficaz de um inibidor de cito-
quinas a um paciente que tenha um distirbio auto-imune. A administragao
combinada fornece os efeitos sinergisticos ndo observados pela administra-
géo de um ou outro agente sozinho. Nessa modalidade, o método pode tam-
bém compreender uma etapa de administrar a neurotoxina a glandula timo
do paciente. '

As composi¢6es para tratamento de um disturbio auto-imune
também sdo descritas. Tais composicdes podem ser adequadas para a ad-
ministragdo na; ou préximo a, glandula timo de um paciente com um distur-
bio auto-imune. As composi¢cdes podem compreender uma combinagao de
uma ou mais neurotoxinas clostridicas com um ou mais inibidores das cito-
quinas. |

Cada caracteristica aqui descrita, € cada combinagdo de duas
ou mais de tais caracteristicas, sdo incluidas dentro do alcance de acordo
com a presente invengao contanto que as caracteristicas incluidas em tal
combinagdo nao sejam mutuamenté inconsistentes. Além disso, qualquer
caracteristica, ou combinacgéo de caracteristicas, podem especificamente ser
excluidas de quaisquer modalidades de acordo com a presente invengao.

Os aspectos e as vantagens adicionais de acordo com a presen-
te invencdo sdo determinados na descrigdo seguinte e nas reivindicagdes,
particularmente quando consideradas conjuntamente com os exemplos que
as acompanham.

Definicdes
As seguintes definicdes sdo aqui aplicaveis.
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"Aproximadamente" significa mais ou menos dez por cento do
valor que estiver sendo qualificado. _

"Biocompativel" significa que ndo ha nenhuma resposta inflama-
téria ou antigénica significativa apos a administragédo da composigao.

"Composto biologicamente ativo" significa um composto que po-
de realizar uma alteracdo benéfica no paciente ao qual € administrado. Por
exemplo, os "compostos blolog|camente ativos" incluem as neurotoxinas.

"Quantidade eficaz" quando aplicada a0 composto blologlca-

mente ativo significa aquela quantldade do composto que é geralmente sufi-

‘ciente realizar uma mudanga desejada no paciente. Por exemplo, onde o

efeito desejado seja uma redugdo de um sintoma de um distdrbio auto-
|mune uma quantidade eficaz do composto é essa quantidade que causa
pelo menos uma reducéo substancial do sintoma do disturbio autoimiune, e
sem resultar em uma toxicidade significativa.

A "quantidade eficaz" quando aplicada a um componente inativo
constituinte de uma composig&o injetavel (tal como um veiculo usado mistu-
rado com uma toxina botulinica) se refere a essa quantidade de componente
inativo constituinte que é suficiente para influenciar positiVamente a liberagao
e/ou a atividade do componente ativo, quando administrado a um individuo.
Essa "quantidade eficaz' pode ser determinada baseada nos ensinamentos
do presente relatério descritivo e no conhecimento geral da técnica.

"Neurotoxina" significa um agente que possa interromper a
transmissdo do impulso nervoso através de uma jungdo neuromuscular ou
neuroglandular, obstruir ou reduzir a exocitose neuronial de um neurotrans-
missor ou alterar o potencial de acdo de um portal de voltagem de um canal
de sodio de um neurdnio. Os eXempIos de neurotoxinas incluem toxinas bo-
tulinicas, toxina tetanica, saxitoxinas e a tetrodotoxina.

"Tratamento” significa todo o tratamento de uma doenga em um
mamifero, e inclui: (i) prevengdo que a doenga ocorra ou; (i) inibicao da do-
enga, isto é, impedindo seu desenvolvimento; (iii) alivio da doenga, isto é,

reduzindo a incidéncia dos sintomas da, ou causando a regressao da doen-

ca.
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"Implantes” se referem substancialmente dispositivos néo liqui-
dos de liberagdo do farmaco. Os implantes podem incluir um componente
polimérico, tal como um polimero biodegradavel ou nao biodegradavel, as-
sociado a uma neurotoxina. Os implantes podem ser sélidos, semi-solidos,
ou viscoelasticos. Os implantes sdo geralmente maiores do que as microes-
feras.

"Microesferas" se refere a um po'limero ou a combinagoes de‘
polimeros feitos em corpos ou em elementos de varios tamanhos. As micro-
esferas podem ser de todas as formas, embora estejam freqUentemente em
uma forma substancialmente esférica.

"Microesferas biodegradaveis" se refere as microesferas que
sdo capazes de ser absorvidas pelo corpo, quimica e fisiologicamente, ou
por outros meios biologicos, em um periodo de tempo.

"Agente terapéutico” tal como aqui uilizado se refere a qualquer

substancia que fornecer efeitos terapéuticos ao processo de tratamento do

~ disturbio autoimiune ou respostas bioldgicas ou fisiolégicas ao tratamento do

disturbio autoimiune. Um exemplo de agente terapéutico é uma neurotoxina
que seja eficaz no relaxamento dos musculos. Um exemplo de uma neuroto-
xina adequada é uma neurotoxina produzida pelas bactérias Clostridium, tais
como a Clostridium beratti, a Clostridium butyricum, a Clostridium tetani e a
C/osfridium botulinum. Tal como aqui descrito, as composi¢des preferidas
compreendem um componente da toxina botulinica. Um componente da to-
xina botulinica é uma parte da composi¢cdo que inclui um ou mais tipos de
toxina botulinica selecionados do grUpo consistindo na toxina botulinica dos
tipos A, B, C, D, E, F, e G. O componente da toxina botulinica pode compre-
ender uma toxina botulinica produzida por uma bactéria clostridica, ou pro-
duzido pela tecnologia recombinante. A toxina botulinica pode ser uma toxi- .
na botulinica recombinantemente produzida ou uma toxina botulinica hibrida.
Em composi¢des preferidas, o componente toxina botulinica compreende
uma toxina botulinica do tipo A, tél como a toxina botulinica comercialmente

disponivel vendida sob a marca registrada BOTOX® (Allergan, Inc., CA).
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Descricéo
Foram inventados novos métodos para tratar disturbios auto-

imunes, bem como composi¢cdes para o tratamento de disturbios auto-
imunes. Os presentes métodos e composigbes incluem uma neurotoxina
clostridica que seja administrada a um paciente, tal como um paciente hu-
mano ou animal, que esteja sofrendo de um disturbio auto-imune. Tal como
aqui utilizado, um disturbio éuto-imune se refere as doencas causadas por
uma resposta imune contra células ou tecidos do proprio corpo. Os pfesen-

tes métodos e composicdes fornecem novos modos de tratamento de um

“disturbio auto-imune que podem fornecer efeitos colaterais reduzidos e as

duragdes melhoradas do alivio quando comparados as aproximagoes tera-

péuticas existentes. | _
Em uma modalidade, um método para tratamento de um distar-

'bio auto-imune, compreende a administragdo de uma quantidade eficaz de

uma neurotoxina clostridica em uma posi¢cdo nas proximidades da glandula
timo de um paciente para aliviar pelo menos um sintoma de um distdrbio au- -
to-imune. Em determinadas situa¢des, a administragdo da neurotoxina clos-
tridica e completamente eficaz para tratar o disturbio auto-imune. Adminis-
trando a neufotoxina clostridica a uma posig¢éo nas proximidades da glandu-
la timo, acredita-se que a neurotoxina possa eﬁcazmehte reduzir a atividade
das células epiteliais do timo, e interferir desse modo com a maturagdo da
célula T, a fungdo imune, e a disfungéo imune.

A neurotoxina clostridica é administrada a uma regido préxima
da glandula timo. Por exemplo, a neurotoxina pode ser administrada em uma
regiao espagada afastada do tecido da glandula timo, mas proéxima o bastan-
te para causar o alivio desejado pelo menos de um sintoma do disturbio au-
toimiune associado a atividade da glandula timo. Enquanto ndo se desejan-
do estar limitado pela teoria ou por um mecanismo particular da agéo, a ad-
ministracdo da neurotoxina clostridica em uma posi¢édo proxima da glandula
timo pode resultar na neurotoxina inibir a liberagdo da acetilcolina dos neu-
rénios colinérgicos que enervam a glandula timo. A inibicdo da liberagéo da

acetilcolina pode assim interferir com o maturagéo da célula T, tal como des-
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crito acima. Assim, em uma modalidade, a neurotoxina clostridica € adminis-
trada em uma posigao proxima da glandula timo que contenha os neurdnios
colinérgicos que enervam a glandula timo. Em uma outra modalidade, a neu-
rotoxina clostridica é administrada diretamente na glandula timo. Por exem-
plo, tal como aqui referido a neurotoxina clostridica, tal como uma toxina bo-
tulinica, pode ser injetada diretamente na glandula timo introduzindo uma
agulha no paciente de modo que a ponta da agulha contate o tecido da
glandula timo. Quando a neurotoxina ndo é administrada diretamente na
glandula timo, a neurotoxina pode ser administrada em uma posi¢ao espa-
cada afastada da glandula timo por uma distancia que varie de aproximada-
mente 5 milimetros a aproximadamente 50 milimetros da superficie da glan-
dula timo. Em determinadas modalidades, pode ser desejavel administrar a

neurotoxina em uma regido ndo sistémica, ndo muscular, do corpo, que seja

‘préxima da glandula timo.

A administragdo local da neurotoxina clostridica em uma posi¢ao

préxima da glandula timo pode fornecer uma terapia eficaz para o disturbio

auto-imune com a redugéo dos efeitos colaterais associados as terapias con-
vencionais. Por exemplo, tal como aqui referido, as terapias que usam inibido-
res da colinesterase podem estar associadas a atividade da hipertensao mus-
cular aumentada e com a atividade sistema nervoso periférico e central devido
as quantidades aumentadas da acetilcolina residente nos alcances sinapticos.
A utilizagdo de esterdides por um longo prazo e o uso de agentes imunossu-
pressores pode resultar em efeitos colaterais indesejaveis ja que tais agentes
s50 administrados sistemicamente. Assim, essa modalidade pode fornecer um
tratamento eficaz do disturbio auto-imune fornecendo a inibi¢&o local da libe-
ragdo do neurotransmissor ou do peptideo proxima da glandula timo.

Em determinadas modalidades, o método compreende uma ou
mais etapas para facilitar a localizagdo da glandula timo pelo médico que
tealiza a administragdo. Por exemplo, uma incisdo pode ser feita na regiao
do peito que recobre a glandula timo para fornecer um acesso fisico direto a
glandula timo por um dispositivo de liberagéo da neurotoxina, tal como uma

agulha ou uma céanula configurada para passar a neurotoxina contendo a
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composi¢do através da mesma. Um outro método pode compreender 0 uso
de um dispositivo de visualizagdo do timo, que n&o possa requerer fazer
uma incisdo em uma regido do peito do paciente. Em determinados méto-
dos, a neurotoxina ¢ administrada sem o uso de um eletrodo, tal como os
eletrodos que sao usados administrar BOTOX® para tratar condigdes neu-
romusculares. Outros métodos para identificar um local apropriado de admi-
nistracdo ou o local do alvo podem ser praticados usando os métodos roti-
'neiros conhecidos por pessoas com habilidade normal na técnica.

Em uma outra modalidade de acordo com a presente invengéao,

“um método para tratamento de um disturbio auto-imune compreende a ad-

ministragdo de uma quantidade eficaz de uma neurotoxina clostridica e de
uma quantidade eficaz de um inibidor de citoquinas a um paciente que sofra
de um disturbio auto-imune. Esse tratamento terapéutico combinado pode

aliviar um ou mais sintomas do distarbio auto-imune ou tratar completamente

o disturbio auto-imune.

Na pratica do método anterior a neurotoxina clostridica e o inibi-
dor de citoquinas podem ser administrados em quantidades que proporcio- -
nem um maior alivio do sintoma ou dos sintomas em 'comparagéo com a
administragéb da neurotoxina clostridica ou do inibidor de citoquinas, mas
nio de ambos. Assim, a presente terapia de combina(;éo fornece um resul-
tado terapéutico inesperado n&o atingido pela administragdo da neurotoxina
clostridica e do inibidor de citoquinas separadamente. Em determinadas mo- |
dalidades, a neurotoxina clostridica é administrada a glandula timo do paci-
ente, tal como aqui referido. Em outras modalidades, a neurotoxina clostridi-
ca é administrada a uma regido eficaz para a inibicdo da liberagao do neuro-
peptideo, tal como a liberagao do peptideo relacionado com o gene da calci-
tonina (CGRP), do glutamato e da substancia P, ou para a inibicao da dor
relacionada com a inflamacdo. Em modalidades adicionais, a neurotoxina

_clostridica € administrada a um paciente em uma quantidade eficaz para ini-

bir a inflamacdo mediada por um neuropeptideo e o inibidor de citoquinas é
administrado em uma quantidade eficaz para inibir a inflamagao mediada por

citoquinas.
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O inibidor de citoquinas que pode ser administrado aos pacien-
tes inclui, sem limitagéao, neutraliiantes de citoquina, bloqueadores do recep-
tor de citoquinas e citoquinas antinflamatérias, ou combinagdes das mes-
mas. |

Neutralizantes de citoquina bloqueiam ou reduzem a atividade
da citoquina inflamatéria impedindo a citoquina inflamatéria de interagir ou

de se ligar a seu receptor da superficie celular. Assim, um neutralizador de

~ citoquinas, de acordo com a presente descri¢éo inclui, sem limitagdo, uma

proteina de fus&o soluvel receptora que possa ser administrada para se ligar
com a citoquina inflamatéria, um antagonista natural das citoquinas, ou um
anticorpo, tal como um anticorpo monoclonal, ou fragmento do mesmo, que
reconheca e se ligue com as citoquinas inflamatérias. Exemplos de bloquea-
dores do receptor do citoquinas incluem antagonistas e anticorpos do recep-
tor do citoquinas, tais como anticorpos monoclonais, ou fragmentos dos

mesmos, que reconhecem e se ligam ao receptor de citoquinas. As citoqui-

" nas antinflamatérias podem ser administradas para inibir a expressao das

citoquinas inflamatorias nas células expressando as citoquinas.

Alguns exemplos especificos de inibidores das citoquinas inclu-
em imidazéis da piridinila, imidazéis biciclicos, oxipentifilina, talidomida, e
mesilato de gabexato. Os inibidores adicionais de citoquinas podem ser obti-
dos ou identificados usando os métodos rotineiros conhecidos das pessoas .
normalmente versadas na técnica. Por exemplo, inibidores potenciais de ci-
toquinas podem ser identificados usando ensaios de avaliacdo e comparan-
do a atividade do inibidor em potencial de citoquinas com os inibidores exis-
tentes de citoquinas.

Para os disturbios auto-imunes que estdo associados a uma
resposta inflamatéria, tal como a asma, a combinag@o da neurotoxina clos-
tridica e anticorpos monoclonais para citoquinas ou receptores de citoquinas
pode fornecer uma redugao sinergistica na inflamagao associada ao distur-
bio auto-imune. Efeitos sinergisticos similares podem ser observados no tra-
tamento da diabetes. Além disso, nas situagdes em que o inibidor de citoqui-

nas, tal como um anticorpo, esteja ligado ou unido a neurotoxina, a liberagao
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direcionada da neurotoxina pode ser conseguida de modo a se atingirem
efeitos sinergisticos melhorados para tratar um disturbio auto-imune.

Nas terapias de combinagéo aqui descritas, o local para adminis-
tracdo da neurotoxina e do inibidor de citoquinas pode variar. Por exemplo, a
neurotoxina e o inibidor de citoquinas podem ser administrados no mesmo
local, ou em locais diferentes. Além disso, as modalidades de administracao
podem ser as mesmas ou diférentes. Em determinadas modalidades, a neuro-
toxina pode ser administrada em um local em que o paciente esteja éxperi-
mentando a dor da inflamagédo. Por exemplo, a neurotoxina pode ser injetada

“préximo ou em uma articulagéo. Ou, a neurotoxina pode ser administrada em -

um local eficaz no controle da liberagdo da insulina. A neurotoxina pode ser
administrada tépica, transdérmica, intradérmica, subcutanea, intraglandular ou

intramuscularmente. O inibidor de citoquinas, quando administrado separado

da neurotoxina, pode ser administrado de uma maneira eficaz para fornecer a

liberagdo sistémica do inibidor. Pode ser desejavel administrar intramuscular
ou intraperitonealmente o inibidor de citoquinas, entretanto, as administra¢des
oral e subcutanea também podem ser eficazes. |

Na pratica dos métodos anteriores, a neurofoxina clostridica po-
de ser qualquer neurotoxina produzida pelas bactérias clostridicas ou qual-
quer neurotoxina tenha uma seqi]'éncia dos aminoacidos substancialmente
idéntica ou exatamente idéntica a uma neurotoxina produzida pelas bacté-
rias clostridicas. Em determinadas modalidades, a neurotoxina clostridica
administrada ao paciente é selecionada do grupo consistindo nas toxinas
botulinica dos tipos A, B, C, D, E, F, e G. Em determinados métodos preferi-
dos, a neurotoxina clostridica é toxina botulinica do tipo A. A toxina botulini-
ca do tipo A é desejavel devido a sua alta poténcia nos seres humanos,
pronta disponibilidade e uso conhecido para inibi¢éo da liberagao do neuro-
transmissor.

Embora os presentes métodos e composi¢des sejam descritos
com referéncia particular as toxinas botulinicas, outras neurotoxinas podem
ser eficazes nas presentes composicdes com ou sem as toxinas botulinicas,
e tais outras neurotoxinas estdo incluidas dentro do alcance de acordo com
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a presente invencao. Exemplos de outras neurotoxinas clostridicas dentro do
alcance de acordo com a presente invencgéo incluem as neurotoxinas produ-
zidas pelas espécies Clostridium butyricum e Clostridium beratti. A presente
invengdo também inclui o uso de (a) neurotoxinas clostridicas obtidas ou
processadas de culturas bacterianas, por extragao da toxina, por concentra-
¢&o, por preservagao, por liofilizag@o e/ou por reconstituicao; e/ou (b) neuro-
toxinas modificadas ou recombinantes, que séé as neurotoxinas que tiveram |
um ou mais aminoacidos ou seqiéncias de aminoacidos deliberadamente
suprimidas, modificadas ou substituidas por procedimentos conhecidos de
modificagdo quimica/bioquimica dos aminodcidos ou pelo uso de tecnologias
recombinantes conhecidas da célula hospedeira/vetor recombinante, bem

como dos derivados ou dos fragmentos das neurotoxinas assim produzidas.

Essas variantes da neurotoxina retém a habilidade para inibir o neurotrans-

missdo entre dois ou mais neurdnios, e algumas dessas variantes podem

fornecer duragbes aumentadas dos efeitos inibidores em comparagéo com

~ as neurotoxinas nativas, ou podem fornecer uma especificidade de ligagao

melhorada aos neurdnios expostos as neurotoxinas. Essas variantes da neu-
rotoxina podem ser selecionadas pela avaliagdo da variantes usando ensai-
0s convencionais para identificar as neurotoxinas possuindo os efeitos fisio-
l6gicos desejados para inibir a neurotransmissao.

As neurotoxinas usadas nos presentes métodos podem ser ad-
ministradas ao paciente em diversas formas. Por exemplo, em determinadas
modalidades, as neurotoxinas sdo administradas em uma composicgdo, tal
como uma solugao, que compreende‘ um componente com fungéo de veicu-
lo, tal como a solugédo salina e similares. Em outras modalidades, as neuro-

‘toxinas podem ser administradas por um dispositivo de implante. O dispositi-

vo de implante é um dispositivo ndo liquido que compreende tipicamente um
componente polimérico. Os implantes contendo neurotoxinas podem ser bi-
odegradaveis ou nao biodegradaveis. Ou seja, o implante pode compreender
um polimero biodegradavel, um polimero néo biodegradavel, e combinagées
dos mesmos. Em determinadas modalidades, a neurotoxina € administrada

na forma de microesferas poliméricas, tais como microesferas biodegrada-
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veis. Os implantes também podem incluir um mecanismo de bombeamento
para fornecer a liberagdo controlada da neurotoxina, ou os implantes podem
fornecer uma liberagao controlada baseada nas propriedades fisicoquimicas
dos implantes. Exemplos de implantes em pootencial contendo neurotoxinas,
incluem aqueles implantes descritos nas patentes identificadas anteriormente.

Os presentes métodos podem assim compreender uma etapa
de injetar no paciente uma cbmposigéo que compreende um componente de
toxina botulinica e um .componente com funcdo de 'vel’culo, colocando um

dispositivo de implante compreendendo uma toxina botulinica no paciente,

“ou uma combinagdo dos mesmos. Em determinadas modalidades, a neuro- -

toxina clostridica é administrada em uma unica composi¢do com o inibidor
de citoquinas. Por exemplo, uma composicéo liquida ou polimérica contendo
uma quantidade terapeuticamente eficaz de uma.neurotoxina botulinica e de
um inibidor de citoquinas pode ser administrada a um paciente em uma ani-
ca etapa. Em outras modalidades, a neurotoxina e o inibidor de citoquinas
sdo administrados em composi¢des separadas, que podem ser administra-
das ao paciente ao mesmo tempo ou em horarios diferentes. Assim, a pre-
sente invengao abrange também as composigoes farmécéuticas compreen-
dendo uma neurotoxina clostridica e um ou mais inibidores de citoquinas
presentes em uma unica composicao. -

As toxinas botulinicas para uso de acordo com a presente inven-
cdo podem ser armazenadas na forma liofilizada em reservatorios sob a pres-
sdo de vacuo ou como liquidos estaveis. Antes da liofilizagao a toxina botulini-
ca pode ser combinada com os excipientes, estabilizadores e/ou veiculos,
farmaceuticamente aceitaveis tais como a albumina. O material liofilizado po-
de reconstituido com a solugéo salina ou agua para criar uma solugéo ou uma
composigéo contendo a toxina botulinica a ser administrada ao paciente.

A quantidade de neurotoxina clostridica nas composigcoes ou
administrada de acordo com os presentes métodos pode variar de acordo
com as caracteristicas particulares do disturbio que estiver sendo tratado,
incluindo sua severidade e outras diversas varidveis do pacientes incluindo o

tamanho, o peso, a idade, e a repsosta a terapia. Para guiar o profissional,
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tipicamente, ndo se administra nem menos do que aproximadamente 1 uni-
dade e nem mais do que aproxirhadamente 50 unidades da toxina botulinica
do tipo A (tal como BOTOX®) por cada local de injegdo (isto é, na glandula
timo ou ao outro local de inflamagao), por cada sessdo de tratamento do pa-
ciente. Para a toxina botulinica do tipo A tal como a DYSPORT®, ndo sdo
administrados nem menos do que aproximadamente 2 unidades e nem mais

do que aproximadamente 200 unidades da toxina botulinica do tipo A por

‘cada local de administracdo ou de inje¢ao, por cada sessao de tratamento

do paciente. Para a toxina botulinica do tipo B tal como a MYOBLOC®, ndo

sdo administrados nem menos do que aproximadamente 40 unidades e nem

mais do que aproximadamente 2500 unidades da toxina botulinica do tipo B
por cada local de inje¢do, por cada sessdo de tratamento do paciente. Me-
nos do que aproximadamente 1, 2 ou 40 unidades (de BOTOX®, DYSPORT®
e MYOBLOC®, respectivamente) podem falhar em conseguir um efeito tera-
péutico desejado, enquahto que mais do que aproximadamente 50, 200 ou
2500 unidades (de BOTOX®, DYSPORT® e MYOBLOC®, respectivamente)
podem resultar na hipotonicidade muscular, fraqueza e/ou paralisia, indese-
javeis e clinicamente observaveis.

Mais preferivelmente: para o BOTOX® ndo menos do que apro-
ximadamente duas unidades e ndo mais do que aproximadamente 20 unida-
des de uma toxina botulinica do tipo A; para o DYSPORT® ndo menos do
que aproximadamente 4 unidades e ndo mais do que aproximadamente 100
unidades, e; para o MYOBLOC®, ndao menos do que aproximadamente 80
unidades e nao mais do que aproximadamente 1.000 unidades, respectiva-
mente, sdo administradas por local de inje¢do, por cada sessao de tratamen-
to do paciente. '

AMais preferivelmente: para o BOTOX® ndo menos do que apro-
ximadamente 5 unidades e ndo mais do que aproximadamente 15 unidades
de uma toxina botulinica do tipo A; para o DYSPORT® ndo menos do que
aproximadamente 20 unidades e ndo mais do que aproximadamente 75 uni-
dades, e; para o MYOBLOC®, ndo menos do que aproximadamente 200 uni-
dades e nao mais do que aproximadamente 750 unidades, respectivamente,
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sao administradas por o local da injegéo, por cada sessdo de tratamento do
paciente. E importante notar que pode haver multiplos locais de injegéo (isto
é, um padréo de injegdes) para cada sessdo de tratamento do paciente.
Assim, os presentes métodos podem compreender a adminis-
tragdo de uma quantidade de uma toxina botulinica em uma faixa de aproxi-
madamente 1 unidade a aproximadamente 50.000 unidades. A quantidade
de toxina botulinica variara dependendo do tipo de toxina botulinica, tal co-
mo o sorotipo ou da cepa da toxina botulinica, e da quantidade da composi-

¢do a ser administrada a um paciente. Em determinados metodos, a toxina

“botulinica A é administrada em uma quantidade que varia de aproximada-

mente 10 unidades a aproximadamente 2.000 unidades. Em outros métodos,
a toxina botulinica do tipo B é administrada em uma quantidade que varia de

aproximadamente 100 unidades a aproximadamente 30.000 unidades. Pre-

ferivelmente, os presentes métodos compreendem a administragao de toxi-

nas botulinicas biologicamente ativas na forma de um agente terapéutica.
Por exemplo, os presentes métodos n&o incluem a administragdo de um to-
x6ide botulinico ao paciente.

Os presentes métodos podem ser praticadds para tratar um ou
mais disturbios auto-imunes. Os disturbios auto-imunes trataveis pelos pre-
sentes métodos incluem uma ou oUtra, ou ambas, doencgas auto-imunes sis-
témicas ou doengas auto-imunes localizadas. Os exemplos de disturbios

auto-imunes tratados pelos presentes métodos incluem um ou mais de al-

~ guns dos seguintes: artrite reumatdide que pode afetar articulacdes, e possi--

velmente o pulm&o e a pele; lupus, incluindo o lUpus eritematoso sistémico
(SLE), qué pode afetar a pele, articulagdes, rins, coragéo, cerebro, células
vermelhas do sangue, bem como outros tecidos e 6rgéos; esclerodermia,
que pode afetar a pele, o intestino, e os pulmdes; sindrome de Sjogren, que
pode afetar as glandulas salivares, as glandulas lacrimais, e as articulagodes;

‘sindrome de Goodpasture, que pode afetar os pulmdes e os rins; granuloma-

tose de Wegener, que pode afetar os sinus, pulmdes, e rins; polimialgia
reumatica, que pode afetar grupos de grandes musculos; arterite temporal /
arterite da célula gigante, que pode afetar as artérias da cabeca e da gar-
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ganta; diabete melito do tipo 1, que afeta as ilhotas do pancreas; tireoidite de
Hashimoto e doenca de Graves, que afetam a tirGide; doenga celiaca, doen-
cas de Crohn, e colite ulcerativa, que afetam o trato gastrointestinal; esclero-
se multipla (MS) e sindrome de Guillain-Barre, que afetam o sistema nervoso
central; Doenga de Addison, que afeta as glandulas adrenais; esclerose biliar
primaria, colangite esclerosante e hepatite auto-imune, que afeta o figado;
fendmeno de Raynaud, que pode afetar os dedos das maos, dedos dos pés,'
nariz, orelhas; anemia perniciosa; doenga de Addison; dermatomiosite;
myasthenia gravis (MG); sindrome de Reiter; Pemphigus vulgaris; esclero-
dermia ou sindrome da CREST; anemia hemolitica auto-imune; purpura tro-
bocitopénica auto-imune; espondilite anquilosante; vasculite; e esclerose
lateral amiotréfica (doenga de Lou Gebhrig).

Em determinadas modalidades, os métodos sdo praticados pela
administracao de uma neurotoxina clostridica nas proximidades da glandula
timo para tratar a esclerose multiplo, a myasthenia gravis ou o lupus eritema-
toso sistémico. _

Os presentes métodos s&o eficazes no tratamento de pelo me-
nos um sintoma de um distarbio auto-imune, incluindo pelo menos um sin-
toma selecionado do grupo consistindo em: fadiga, vertigem, indisposicao,
febre, calafrios, perda de peso, erupgdes da pele, vasculite, poliartralgia,
perda de cabelo localizada, ulceragbes orais e nasais, dilatacédo do linfono-
do, problemas géastricos, dor generalizada, que pode estar situada nas arti-
culagdes no caso da artrite, dilatagdo das glandulas, tal como da tiréide co-
mo no caso da doenca de Graves, pélpitagées cardiacas, as bolhas e lesoes

‘dérmicas, fraqueza muscular e combinagdes das mesmas.

Além disso, os presentes metodos 'podem ser eficazes no trata-
mento da causa do disturbio auto-imune pelo controle ou pela regulagéo da
maturacdo das células T, baseado na atividade da glandula timo.

Embora sejam fornecidos exemplos de vias de administracao e
de dosagens, a via de administragdo adequada e a dosagem séo determina-
das geralmente caso a caso com base na anamnese do médico atendente.
Tais determinagdes sdo rotineiras para uma pessoal normalmente versada
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na técnica (vide por exemplo, Harrison’s Principles of Internal Medicine
(1998), editado por Anthony Fauci et al., 142 edigéo, publicado por McGraw
Hill). Por exemplo, a rota e a dosagem para administragao de uma neuroto-
xina clostridica de acordo com a presente invengdo descrita podem ser sele-
cionadas com base em critérios tais como as caracteristicas de solubilidade
da neurotoxina escolhida, assim como na intensidade e no alcance do dis-
tt]rbio auto-imune que estiver sendo tratado.

A injecéo das composi¢des pode ser realizada por seringas, por

catéteres, por agulhas e por outros meios para injetar ou infundir composi-

“¢cdes que contenham a neurotoxina e/ou o inibidor de citoquinas. Tal como

aqui tratado, a injecdo pode ser realizada em uma ou mais etapas de identi-

ficacdo do local do alvo para a injegéo.
A freqiéncia e a quantidade injetadas s&o determinadas com

base na natureza e na posicdo do disturbio auto-imune em particular que

estiver sendo tratado. _Geralmente, devido ao carater estavel e de longa du-
ragdo da composicao injetavel da neurotoxina, nao sao necessérias injecoes
multiplas. Em determinados casos, entretanto, uma inje¢éo repetida pode
ser desejada para se conseguirefn resultados 6timos. A freqﬂéncia e a quan-
tidade de inje¢cdes para cada caso em particular séo -determinadas pela pes-
soa normalmente versada na técnica. |

A administracdo da neurotoxina na glandula timo, ou a adminis-
tragdo da neurotoxina em combinagdo com o inibidor de citoquinas, propor-
cionam um alivio inicial ou uma diminuigdo de pelo menos um sintoma de
um distarbio auto-imune dentro de aproximadamente sete dias apés a admi-
nistracdo ao paciente. O alivio pode ser obtido por diversos meses ou anos
dependendo da modalidade de administragdo. Por exemplo, uma composi-
¢do liquida que contém a toxina botulinica do tipo A, tal como o BOTOX®,
pode fornecer um alivio por aproximadamente quatro até aproximadamente
6 meses apos a administracdo. Um implante que libere a toxina botulinica do
tipo A pode fornecer um alivio terapéutico por pelo menos seis meses, ou
mesmo por mais do que um ano, tal como por trés ou cinco anos. Os efeitos

sinergisticos fornecidos pela terapia da combinagdo da neurotoxina e dos
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inibidores das citoquinas podem ser observados por diversos meses, por
exemplo, entre aproximadamente um e aproximadamente 12 meses. Em
determinadas situagdes, os efeitos da neurotoxina persistem além dos efei-
tos mediados pelos inibidores das citoquinas.

Assim, em uma modalidade especifica de acordo com a presen-
te invengdo, um método para tratamento de um disturbio auto-imune, tal co-
mo o lupus eritematoso sistémico, a myasthenia gravis ou a esclerose multi-‘
pla, compreende uma etapa de injetar uma quantidade terapeuticamente
eficaz de uma toxina botulinica do tipo A, tal como nas composigoes dispo-
niveis sob as marcas registradas BOTOX® ou DYSPORT®, na glandula timo
de um paciente que esteja sofrendo de um distarbio auto-imune. A injecao
da toxina botulinica na glandula timo é eficaz em reduzir a atividade das ceé-
lulas epiteliais do timo, reduzindo a maturagédo da célula T, a fungao imune e

a disfuncao imune.
Em uma outra modalidade especifica de acordo com a presente

“invencdo, um método para tratamento de um disturbio auto-imune, tal como

o lupus eritematoso sistémico, a artrite, a asma e a diabete, compreende
uma etapa de administragdo de uma quantidade terapeuticamente eficaz de
uma toxina botulinica do tipo A, tal como as composi¢ées disponiveis sob as
marcas registradas de BOTOX® ou DYSPORT®, e uma quantidade terapeu-

“ticamente eficaz de um inibidor de citoquinas, a um paciente que tenha um

disturbio auto-imune. A administragdo da toxina botulinica e do inibidor de
citoquinas fornece efeitos realgados ou sinergisticos para o tratamento do

disturbio auto-imune.

Exemplos _
Os seguintes exemplos ndo limitantes capacitam aquelas pes-

soas normalmente versadas na técnica com os métodos preferidos especifi-
cos para tratar as condi¢des dentro do alcance de acordo com a presente
invengdo e ndo possuem a intengao de limitar o alcance da presente inven-
cdo. Nos seguintes exemplos varios modos de administragao nao sistémica

podem ser realizados de uma neurotoxina clostridica.
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Exemplo 1
Tratamento de Lupus Eritematoso Sistémico com uma Neurotoxina Botulinica

Um homem de 42 anos diagnosticado com o lupus eritematoso

sistémico é tratado pela injecdo de 10 unidades de BOTOX® na glandula
timo (5 unidades sdo injetadas em cada I6bulo do timo). Apos aproximada-
mente uma semana, o paciente mostra reducdo da febre, da dor de cabeca,
da dor nas articulagbes e dés erupcdes da pele. No total, o paciente geral-
mente sente menos fadiga e mostra um aspectd geral positivo. O alivio per-
siste por aproximadamente 4 meses.

_ Seis meses apos seu tratamento inicial, o paciente se submete &
cirurgia para receber um implante biodegradavel que contém a toxina botuli-
nica do tipo A. Um implante de 1 mg é co‘Iocado a 5 milimetros do timo.
O implante contém aproximadamente 200 unidades da toxina botulinica do
tipo A e de polimero poli(lactideo-co-glicolideo) (PLGA). O implante libera a
toxina botulinica em uma taxa de aproximadamente 2 unidades por dia.
O paciente relata uma melhdra similar a inje¢ao de BOTOX® no timo apés
aproximadamente 10 dias. Entretanto, o alivio dos sintomas persiste por 18
meses apos o procedimento cirurgico. |
Exemplo 2 | |
Tratamento de Myasthenia Gravis com uma Neurotoxina Botulinica

Os procedimentos do Exemplo 1 séo' seguidos para tratar um

paciente do sexo feminino diagnosticado com Myasthenia Gravis. O paciente
apresenta-se com ptose, visdo distorcida, e imobilidade ocular total. Os tra-
tamentos evitam com sucesso o desenvolvimento adicional dos disturbios e
do enfraquecimento muscular associado aos musculos dos bragos, das .
maos, e do sistema respiratério;

Exemplo 3 '

Tratamento Da Esclerose Multipla Com Uma Neurotoxina Botulinica

Os procedimentos do Exemplo 1 s&o seguidos para tratar um

paciente do sexo feminino diagnosticado com esclerose mdltipla. O paciente
apresenta-se com visdo distorcida e dor ocular, bem como espasticidade dos
membros. Apds ter administrado a toxina botulinica do tipo A ao timo, sem
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administracdo da toxina botulinica a um musculo, os sintomas sao aliviados
dentro de aproximadamente 14 dias. O alivio dos sintomas persiste por di-
versos meses.

Exemplos de 4 a 6
Os procedimentos dos Exemplos de 1 a 3 s&o repetidos para di-

ferentes pacientes que estejam sofrendo das mesmas condi¢des, mas admi-
nistrando uma quantidade quatro vezes maior de DYSPORT, disponivel pela

‘Ipsen Pharmaceuticals, Paris, Franga.

Exemplosde 7.a 9
' Os procedimentos dos Exemplos de 1 a 3 séo repetidos para di-

ferentes pacientes que estejam sofrendo das mesmas condi¢des, mas admi-

nistrando uma quantidade igual da toxina botulinica purificada do tipo A (por

exemplo, uma preparagao da proteina da toxina botulinica do tipo A sem

proteinas complexantes) disponivel sob o nome de NT 201 pela Mertz Phar-

cameuticals (Frankfurt, Alemanha).

Exemplos de 10 a- 12
Os procedimentos dos Exemplos de 1 a 3 séo repetidos para dife-

rentes pacientes que estejam sofrendo das mesmas condiges, mas adminis-
trando uma quantidade maior do que cinqlienta vezes da toxina botulinica do
tipo B (ou seja, MyoBloc disponivel da Solstice Neuroscience, San Diego, CA).

Exemplos de 13 a 15

Os procedimentos dos Exemplos de 1 a 3 sao repetidos para di-
ferentes pacientes que estejam sofrendo das mesmas condigoes, mas admi-
nistrando quantidades terapeuticamehte eficazes da toxina botulinica do tipo
C em vez da toxina botulinica do tipo A.

Exemplos de 16 a 18

Os procedimentos dos exemplos de 1 a 3 séo repetidos para
diferentes pacientes que estejam sofrendo das mesmas condi¢des, mas ad-
ministrando quantidades terapeuticamente eficazes da toxina botulinica do
tipo C em vez da toxina botulinica do tipo A. |

Exemplos de 19 a 21

Os procedimentos dos Exemplos de 1 a 3 sao repetidos para di-
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ferentes pacientes que estejam sofrendo das mesmas condi¢bes, mas admi-
nistrando quantidades terapeuticamente eficazes da toxina botulinica do tipo
D em vez da toxina botulinica do tipo A.

Exemplos de 22 a 24 _
Os procedimentos dos Exemplos de 1 a 3 s&o repetidos para di-

ferentes pacientes que estejam sofrendo das mesmas condi¢cdes, mas admi-
nistrando vquantidades terapeuticamente eficazes da toxina botulinica do tipo
E em vez da toxina botulinica do tipo A.

Exemplos de 25 a 27
Os procedimentos dos Exemplbos de 1 a 3 sdo repetidos para di- -

ferentes pacientes que estejam sofrendo das mesmas condigbes, mas admi-
nistrando quantidades terapeuticamente eficazes da toxina botulinica do tipo
F em vez da toxina botulinica do tipo A.

Exemplos de 28 a 30
Os procedimentos dos Exemplos de 1 a 3 séo repetidos para di-

ferentes pacientes que estejam sofrendo das mesmas condi¢oes, mas admi-
nistrando quantidades terapeuticamente eficazes da toxina botulinica do tipo

G em vez da toxina botulinica do tipo A.

Exemplo 31
Tratamento da Asma com uma Neurotoxina Botulinica .e um Anticorpo Mo-

noclonal Humanizado
Um homem de 38 anos sofrendo de asma é tratado por uma tera-

pia da corhbinagéo baseada na administragdo de BOTOX® e do anticorpo mo-
noclonal, omalizumab (Xolair®). O homem ¢ tratado injetando-se 5 unidades de
BOTOX® nas fibras nervosas responsaveis pela broncoconstricéo e injetando
150 mg de Xolair® em uma Unica inje¢do subcutanea na forma de bolus. O ali-

vio imediatb é proporcionado pelo inalador do paciente. O paciente relata um
numero reduzido de episddios asmaticos durante os seis meses seguintes.

Exemplo 32
Tratamento do Diabetes com uma Neurotoxina Botulinica e um Anticorpo

Monoclonal Humanizado
Um paciente do sexo masculino com 22 anos com diabete meli-
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to do tipo 1 é tratado por uma terapia de combinagdo com a administracéo
de uma neurotoxina botulinica e do anticorpo monoclonal humanized anti-

CD3 hOKT3gamal (Ala-Ala). Ao paciente sdo administradas aproximada-

‘mente 20 unidades de BOTOX® e de injecdes do anticorpo uma vez uma

semana por seis semanas. Ap6s aproximadamente 3 semanas, os sintomas
do diabetes sdo reduzidos. O alivio persiste por aproximadamente 6 meses

apos o tratamento inicial.

Exemplo 33 ,
Tratamento da Artrite com uma Neurotoxina Botulinica e um Receptor Blo-

gueador da Citoquina
Um paciente do sexo masculino de 62 anos que sofre de artrite

reumatoide é tratado por uma terapia de combinagdo de uma neurotoxina
botulinica e de um antagoniéta do receptor da interleucina 1. Ao paciente
sdo administradas 2 unidades de BOTOX® em cada uma das articulagdes de
sua mao esquerda e recebe uma injecdo subcutanea do»antagonista. O pa-
ciente experimenta uma reducdo total na dor das juntas. A redugao da dor
em sua mao esquerda persiste por aproximadamente 4 meses enquanto que
a redugdo na dor das juntas em outras regides de seu corpo dura menos do
que 4 meses.

Exemplos de 34 a 36
Os procedimentos dos Exemplos de 31 a 33 sao repetidos para

diferentes pacientes que estejam sofrendo das mesmas condi¢cbes, mas ad-
ministrando uma quantidade quatro vezes maior de DYSPORT, disponivel
pela Ipsen Pharmaceuticals, Paris, Ffanga,

Exemplos de 37 a 39

Os procedimentos dos Exemplos de 31 a 33 s@o repetidos para
diferentes pacientes que estejam sofrendo das mesmas condigbes, mas ad- .
ministrando uma quantidade igual da toxina botulinica purificada (por exem-
plo, uma preparagao botulinica da proteina da toxina sem proteinas comple-
xantes) disponivel sob o nome NT 201 pela Merz (Frankfurt, AIeménha).

Exemplos de 40 a 42
Os procedimentos dos Exemplos de 31 a 33 sao repetidos para
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diferentes pacientes que estejam sofrendo das mesmas condigoes, mas
administrando uma quantidade maior do que cinqlenta vezes da toxina botu-
linica do tipo B (ou seja, MyoBloc disponivel da Solstice Neuroscience, San
Diego, CA).
Exemplos de 43 a 45

Os procedimentos dos Exemplos de 31 a 33 sdo repetidos para

diferentes pacientes que estejam sofrendo das mesmas condi¢des, mas ad-
ministrando quantidades terapeuticamente eficazes da toxina botulinica do

tipo C em vez da toxina botulinica do tipo A.

" Exemplos de 46 a 48

Os procedimentos dos Exemplos de 31 a 33 séo repetidos para
diferentes pacientes que estejam so_frendo das mesmas condigc”)_es, mas ad-

ministrando quantidades terapeuticamente eficazes da toxina botulinica do

'tipo C em vez da toxina botulinica do tipo A.

Exemplos de 49 a 51
Os procedimentos dos Exemplos de 31 a 33 sao repetidos para

diferentes pacientes que estejam sofrendo das mesmas condi¢des, mas ad-
ministrando quantidades terapeuticamente eficazes da toxina'-botulinica do
tipo D em vez da toxina botulinica do tipo A.

Exemplos de 52 a 54 v
Os procedimentos dos Exemplos de 31 a 33 s&o repetidos para

diferentes pacientes que estejam sofrendo das mesmas condicdes, mas ad-
ministrando quantidades terapeuticamente eficazes da toxina botulinica do
tipo E em vez da toxina botulinica do tipo A.

Exemplos de 55 a 57 .
Os procedimentos dos Exemplos de 31 a 33 s&o repetidos para

diferentes pacientes que estejam sofrendo das mesmas condigdes, mas ad-

ministrando quantidades terapeuticamente eficazes da toxina botulinica do

‘tipo F em vez da toxina botulinica do tipo A.

Exemplos de 56 a 60 .
Os procedimentos dos Exemplos de 1 a 3 s&o repetidos para di-

ferentes pacientes que estejam sofrendo das mesmas condi¢des, mas admi-



10

- 15

20

25

30

42

nistrando quantidades terapeuticamente eficazes da toxina botulinica do tipo
G em vez da toxina botulinica do 'tipo A.

Embora a presente invengéo tenha sido descrita em detalhes no
que diz respeito a determinadas composi¢cdes e métodos preferidos, sao pos-
siveis outras modalidades, versdes, e maodificagdes dentro do alcance de a-
cordo com a presente invengdo. Por exemplo, uma grande variedade de neu-
rotoxinas pode eficazmente ser usada nos métodos de acordo com a presente'
invengao. Adicionalmente, a presente inveng&o inclui métodos de administra-
cdo local para aliviar um ou mais sintomas de um disturbio auto-imune em que
duas ou mais neurotoxinas, tais como duas ou mais toxinas botulinica, sdo
administradas simultaneamente ou consecutivamente. Por exemplo, a toxina
botulinica do tipo A pode ser administrada até uma perda da resposta clinica
ou neutralizando o desenvolvimento dos anticorpos, seguida pela administra-
¢ao da toxina botulinica do tipo B. Alternadamente, uma combinagdo de
quaisquer duas ou mais toxinas botulinicas dos sorotipos de AaG pode ser
localmente administrada para controlar o inicio e a duragdo do resultado dese-
jado. Além disso, os compostos que nio sdo neurotoxinas podem ser admi-
nistrados antes, simuitaneamente com ou subsequientemente & administracao
da neurotoxina para fornecer um efeito adjunto tal como a melhoria ou um
inicio mais rapido da desenervagdo antes que a neurotoxina, tal como uma
toxina botulinica, comece a exercer seu efeito terapéutico.

Nossa invengdo inclui também dentro de seu alcance o uso de
uma neurotoxina, tal como uma toxina botulinica, na prepara¢do de um me-
dicamento para o tratamento de um disturbio auto-imune.

Todas as referéncias, artigos, patentes, aplicagdes e publica-
coes descritos acima sdo aqui incorporados pela referéncia em suas totali-
dades. |

Conseqiientemente, o espirito e o alcance das seguintes reivin-
dicacoes ndo devem estar limitados as descrigées das modalidades preferi-

das determinadas acima.
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REIVINDICAGOES

1. Uso de neurotoxina clostridica para a fabricagdo de um medi-
camento para uso no tratamento de um disturbio auto-imune pela adminis-
tracdo em uma posi¢do contendo neurdnios colinérgicos que enervam a
glandula timo ou diretamente a glandula timo para aliviar pelo menos um
sintoma do disturbio auto-imune. '

2. Uso de acordo com a reivindicag:éo 1, no qual a neurotoxina
clostridica ¢ selecionada do grupo consistindo nas toxinas botulinicas dos
tipos A, B, C, D, E, F, e G. | |

3. Uso de acordo com a reivindicagao 1, no qual a neurotoxina
clostridica é a toxina botulinica do tipo A.

_ 4. Uso de acordo com a reivindicagdo 1, no qual o medicamento
é para a administragcdo de uma quantidade de toxina botulinica em uma faixa
de aproximad.amente 1 unidade a aproximadamente 50.000 unidades.

5. Uso de acordo com a reivindicagao 1, no qual o medicamento
é para a administragdo de uma quantidade da toxina botulinica do tipo A em |
uma faixa de aproximadamente 10 unidades a aproximadamente 2.000 uni-
dades.

6. Uso de acordo com a reivindicagdo 1, no qual o medicamento
é para a administracdo de uma quantidade da toxina botulinica do tipo B em
uma faixa de aproximadamente 100 unidades a aproximadamente 30.000
unidades. |

7. Uso de acordo com a reivindicagao 1, no qual o medicamento
é para a administragdo por (i) injegdo de uma composi¢do compreendendo
um componente de toxina botulinica e um componente veiculo em um paci-
ente ou (i) insergdo de um dispositivo de implante compreendendo uma to-
xina botulinica no paciente, ou um combinagao de (i) e (ii).

8. Uso de acordo com qualquer uma das reivindicagdes anterio-
res, no qual o medicamento é para a administracdo de uma neurotoxina
clostridica para co-administragdo com um inibidor de citocina ao paciente em
uma quantidade eficaz para aliviar pelo menos um sintoma do disturbio auto-

imune.
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9. Uso de acordo com a reivindicagdo 1, no qual o disturbio auto-
imune & tratado pela administragdo da neurotoxina clostridica e é seleciona-
do do grupo consistindo em esclerose multipla, myasthenia gravis, e lupus
eritematoso sistémico. |

10. Uso de acordo com a reivindicagdo 8, no qual a neurotoxina
clostridica e o inibidor de citocina sdo para administragdo em quantidades

que fornecem um alivio maior de pelo menos um sintoma do disturbio auto-

imune comparado & administragdo de somente um de neurotoxina clostridica

e inibidor de citocina a um paciente para tratar o mesmo disturbio auto-
imune.

11. Uso de acordo com a reivindicagao 8, no qual a neurotoxina
clostridica e o inibidor de citocina sdo para administragdo ao paciente em
uma unica composi¢ao. o

12. Uso de acordo com a reivindicagao 8, no qual a neurotoxina
clostridica é a toxina botulinica do tipo A e o inibidor de citocina é seleciona-
do do grupo consistindo em neutralizadores de citocina, bloqueadores do
receptor de citocina, citocina antinflamatérias e combinagdes dos mesmos.

13. Uso de acordo com a reivindicagao 8, no qual a neurotoxina
clostridica é para administragdo em uma quantidade eficaz para a inibigao
da inflamagcado mediada por neUropeptideo, e o inibidor de citocina é para
administragdo em uma quantidade eficaz para inibicao da inflamagao media-
da por citocina. '

14. Composigdo farmacéutica, compreendendo uma neurotoxina
clostridica e pelo menos um inibidor de citocina presentes em quantidades

eficazes para tratar um disturbio auto-imune.



10.

Woerirg-<s

RESUMO
Patente de Invengéo: "TRATAMENTO DE DISTURBIOS AUTO-IMUNES
COM UMA NEUROTOXINA".

A presente invengdo refere-se a métodos de tratamento de um
ou mais distirbios auto-imunes incluindo uma etapa de administrar uma neu-
rotoxina clostridica, tal como uma toxina botulinica, a um paciente que tenha
um disturbio auto-imune. Em um aspecto, um método inclui uma etapa de‘
administrar a neurotoxina a glandula timo ou préxima da glandula timo do
paciente. Em um outro aspecto, um método inclui uma etapa de administrar
a heurotox\ina em combinacdo com a administragdo de um inibidor de cito-

quinas ao paciente. As composigoes também s&o descritas.
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