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(57) Resumo: A invengao atual refere-se ao uso de composigdes
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de incontinéncia urinaria. A invengao atual se refere ainda a usos de
composi¢des compreendendo vacina anti-LHRH na preparagéo de um
medicamento para tratamento ou controle de incontinéncia urinaria em
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“COMPOSIGOES DE VACINA E METODOS PARA O TRATAMENTO
DE INCONTINENCIA URINARIA”

Campo da invengao

A invengdo atual refere-se ao uso de composicdes
compostas de uma vacina anti-LHRH para o controle ou o tra-

tamento de incontinéncia urindria. A invencdo atual refere-

" se ainda a métodos para o tratamento ou controle de inconti-

néncia urinaria em mamiferos, e especialmente, naqueles que
foram cirurgicamente capados, como por exemplo, cadelas cas-
tradas.

Antecedentes da invencéo

A incontinéncia urinaria é a perda involuntdria ou
a passagem de urina conseqliente para a bexiga, ou disfuncgéo
do esfincter uretral. Durante a estocagem normal de urina,
quando a bexiga fica cheia, o esfincter uretral é firmemente
fechado para evitar a o vazamento. Entdo, quando a urina de-
ve ser descarregada, o esfincter uretral relaxa e permite
gque a urina passe através da uretra. A incontinéncia urinéa-
ria, com freqiéncia, é o resultado da perda de ténus do es-
fincter uretral, que diminui a habilidade de manter-se fe-
chado. Em tais casos, ocorre a incontinéncia urindria de uma
forma ndo controlada sempre que a pressdo dentro da bexiga
excede a pressdo requerida para fechar a uretra. Este pro-
blema, com freqiéncia, é mais notado quando o mamifero esté
relaxado, como durante o sono profundo ou quando a presséo
sobre bexiga momentaneamente é aumentada, como quando o ma-
mifero tosse ou espirra.

Aqueles familiarizados com a condicdo, verificaréo
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que a incontinéncia urinadria prevalece entre mulheres adul-
tas. Por causa do estigma social associado com a incontinén-
cia urindria, muitos que sofrem do mal nem mesmo relatam o
problema a um profissional de saude. Como resultado, este
problema médico é muito pouco diagnosticado e muito pouco
relatado.

A incontinéncia urinaria é também muito comum em
cachorros. Usualmente, ela ocorre em cadelas, e muito fre-
guentemente nas cadelas castradas. Os cachorros machos sé&o
tendentes témbém a esta condigdo, mas menos comumente do que
a contraparte feminina. Anteriormente, foi explicado que o
mecanismo que causa a incontinéncia em cachorros capados ou
castrados é relacionado com concentrag¢des pds-cirurgicas de
estrogénio ou testosterona apds a remocdo dos ovarios ou
testiculos. No caso de cadelas, acredita-se que o hormdénio
estrogénio seja responsavel para produzir o tdénus para o
musculo do esfincter uretral. Apds a castracdo, o horménio
estrogénio é produzido em quantidades significativamente me-
nores do que era antes da remoc¢do dos ovarios. Embora as
glandulas adrenais produzam pequenas quantidades de horménio
estrogénio, acreditava-se que os niveis produzidos s&o insu-
ficientes para produzir o tdénus do esfincter. Em tais casos,
pode ocorrer a incontinéncia, e algum tipo de tratamento ¢é
entdo requerido para manter o ténus do esfincter. Da mesma
forma, os cachorros machos podem desenvolver incontinéncia
urindria apdés serem capados, porque os testiculos, a fonte
principal de testosterona, sdo removidos.

O tratamento de incontinéncia urinéaria, tradicio-
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nalmente, tem sido direcionado para melhorar a pressdo de
fechamento uretral. A este respeito, tem sido prescritas
substdncias que aumentam a resisténcia da uretra ou do colo
do uUtero da bexiga. Especialmente, estes medicamentos inclu-
em substédncias alfa-adrenérgicas, tais como a efedrina e ou
a fenilpropanolamina ("PPA"). O tratamento com o acima tipi-
camente envolve o uso a longo prazo dos medicamentos e mos-
trou causar severos efeitos colaterais eletro-fisioldgicos
cardiacos em seres humanos. Os efeitos colaterais adversos
podem incluir, mas ndo sdo limitados a, fibrilacdo ventricu-
lar e arritmias cardiacas. Tais efeitos colaterais cardiacos
potencialmente letais levaram a retirada de varias medica-
¢bes para seres humanos do mercado, incluindo PPA, que re-
centemente foi proibido pela “U.S. Food and Drug Administra-
tion” ("FDA"). As substincias alfa-adrenérgicas sdo também
contra-indicadas em casos de glaucoma e neuropatia progres-
siva.

Como uma terapia alternativa, formas de terapia de
substituigcdo de estrogéno ou oestradiol, como por exemplo,
dietilestilbestrol (ou testosterona no caso de cachorros ma-
chos) poderdo ser usadas, que melhoram a resposta dos recep-
tores de catecolamina da uretra. No entanto, a terapia de
estrogénio é largamente considerada menos segura do que o
uso de substéncias alfa-adrenérgicas porque ela pode levar a
supressdao da medula do osso em cachorros machos, o que pode
ser fatal.

Mais recentemente, foi feita a hipdtese de que o

aumento das concentracdes de soro do hormédnio estimulante de
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foliculo de gonadotropina ("FSH") e o horménio Luteinising
("LH"), em vez de ter baixos niveis de estrogénio por si
préprios, s&o a causa da incontinéncia urindria em mulheres
adultas e emAcadelas castradas. Reichier, I.M. et al., The
effect of GnRH Analogs on Urinary incontinence after Ablati-
on of the Ovaries in Dogs, Theriogenology, 50: pp, 1207 -
1216 (2003); a publicagdo da solicitacdo de patente america-
na de numero US 2005/0043342 (coletivamente, daqui por dian-
te, referida como "Reichier et al"). Conforme é informado, a
gléndula pituitédria libera LH e FSH no sistema em resposta a
producdo do hormdénio de liberacdo Luteinizing ("LHRH" também
comumente referido como o horménio de liberac&o de gonado-
tropina, ou "GnRH" ou fator de liberacdo de gonadotropina
"GnRF"). O LHRH é liberado do hipotdlamo na corrente sangui-
nea de uma forma pulsativa, em resposta a uma faixa de fato-
res, e o seu controle geralmente é considerado complexo. A
sua liberacdo é influenciada positivamente pela atividade
neuronal do hipotdlamo e negativamente controlada pelos bai-
x0s niveis de estrogénio e outros esterdides e hormdnios
gonadais, tais como inhibin A e B. O LHRH viaja através do
sangue para a pituitdria. As células receptoras na glandula
pituitédria anterior, respondem a elevacdo de LHRH através da
liberagcdo de gonadotropinas, FSH e LH. Os niveis relativos
de FSH e LH que variam durante o ciclo, por seu lado, esti-
mulam a producdo de estrogénio pelos ovarios. Nas cadelas
castradas, apdés a remogdo dos ovarios (i.e., a fonte princi—
pal de estrogénio), o estrogénio é mensuravel somente em

concentracdes de soro muito baixas. Outros hormdénios que u-
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sualmente se formam nas gbnadas, tais como os inhibins que
sdo secretados no ovario pelas células granulosas, inibem
seletivamente a secrecdo de FSH da pituitdria. Em conseqién-
cia, como ndo existe mais um mecanismo de resposta, o FSH e
0 LH sdao secretados sem obstrucdo, resultando em concentra-
¢8es aumentadas das duas gonadotropinas. Reichier et al. ar-
gumenta que tanto em mulheres apdés a menopausa como nas ca-
delas castradas que sofrem de incontinéncia urindria, os ni-
vels de FSH e de LH s&o elevados acima dos niveils normais.
Assim sendo, Reicher et al propuseram o uso de andlogos de
LHRH, como agonistas, antagonistas, ou anticorpos em medica-
mentos para o controle ou o tratamento de incontinéncia uri-
naria.

Existem, no entanto, desvantagens distintas asso-
ciadas com esta abordagem. Especialmente, tipicamente doses
elevadas de antagonistas ou agonistas de LHRH sdo requeridos
para se conseguir os efeitos anti-gonadotrdépicos desejados.
Além disso, embora os efeitos da utilizacdo de tais andlogos
sejam imediatos, eles s&o de curta duracdo e portanto, re-
querem uma administragdo freqliente. Além disso, em alguns
casos, grandes quantidades destes andlogos poderdo provocar
efeitos colaterais adversos ou indesejaveis. Eles também s&o
muito dispendiosos porque o seu uso, e portanto a sua dispo-
nibilidade, usualmente é limitada ao tratamento de tumores
dependentes de horménios. Da mesma forma, os anticorpos de
LHRH, além de serem muito dispendiosos, tem a desvantagem de
ter meias vidas bastante curtas, o que resultam em periodos

curtos do tratamento e o requisito potencial de doses multi-
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plas. Assim sendo, a administrag@o necessdria freqgiiente e
continua de anticorpos de LHRH utilizando esta abordagem se-
ria tanto dispendiosa como inconveniente para os donos de
cachorros. Assim sendo, os andlogos de LHRH ndo sao de uso
pratico para aplicac¢des veterindrias como tal.

Assim sendo, apesar dos relatos de alguns trata-
mentos de incontinéncia urindria que sdo disponiveis atual-
mente, com freqiéncia, respostas completas a estes tratamen-
tos ndo sdo observadas, apresentam sérios efeitos colate-
rais, ndo apresentam um efeito de longo prazo, ou sdo muito
dispendiosos ou inconvenientes para manutencdo. O desenvol-
vimento de novos regimes terapéuticos, especialmente aqueles
capazes de controle e tratamento de incontinéncia urinaria a
longo prazo de uma forma efetiva em custo, ao mesmo tempo
reduzindo os efeitos colaterais potencialmente letais das
terapéuticas atuais (tais como arritmias cardiacas ou su-
pressdo da medula do osso) permanecem sendo necessarios. A
invencdo atual atende a estas necessidades.

Resumo da invencéo

Uma alternativa e/ou uma abordagem adicional para
a terapia de incontinéncia urindria anteriormente ndo reco-
nhecida é ser direcionada para o sistema imunoldgico através
do uso de composig¢des de vacinas. Um beneficio potencial da
imuno-terapia ativa é fornecer uma eficédcia melhorada atra-
vés da melhoria da resposta de imunizacdo do préprio indi-
viduo ao controle efetivo e de longa duracdo da producdo e
liberagdo irrestrita de gonadotropinas, FSH e LH.

Assim sendo, a invencdo atual refere-se a vacinas

‘
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anti-LHRH e ao uso da mesma para o tratamento ou controle de
incontinéncia urindria em mamiferos. Especialmente, a inven-
¢cdo atual apresenta um método para o tratamento de inconti-
néncia urinaria em um mamifero necessitando de tal tratamen-
to, onde o método é composto da administracdo ao mamifero de
uma quantidade terapeuticamente efetiva de uma vacina anti-
LHRH. Em um aspecto da invencdo, o mamifero necessitando do
tratamento para incontinéncia urindria é do sexo feminino;
de preferéncia, do sexo feminino, tendo concentrag¢des eleva-
das de soro do horménio luteinizing ou do horménio de esti-
mulacdo de foliculo. Em outro aspecto, o mamifero necessi-
tando do tratamento para incontinéncia urindria é uma cade-
la. Em uma realizacgdo preferida, o mamifero é aquele que foi
cirurgicamente capado, como por exémplo, uma cadela castra-
da.

Em um aspecto da invengdo atual, a vacina anti-
LHRH é composta de um conjugado imunogénico entre um veiculo
e LHRH. De preferéncia, o veiculo é composto de uma proteina
escolhida das grande faixas de proteinas de veiculo conheci-
das, incluindo mas ndo limitadas a toxoides bacterianos.
Mais de preferéncia, o veiculo é composto de toxoide de dif-
teria. Em outro aspecto, o veiculo poderd ser um peptideo
sintético composto de um epitopo auxiliar de célula T. Em
outro aspecto, uma forma efetiva do peptideo LHRH é unida ao
veiculo, através de conjugagdo, ou durante a sintese de um
peptideo contiguo ao LHRH-auxiliar-T. Em outro aspecto da
invengdo, a vacina anti-LHRH é ainda composta de um auxili-

ar. De preferéncia, o auxiliar é composto de um polissacari-
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deo 1idénico; mais de preferéncia, dietil aminoetil dextrano
("DEAE dextrano"). Em uma realizag¢do especialmente preferi-
da, o auxiliar é um dextrano DEAE em combinacdo com um com-
plexo imuno- estimulante que é composto de uma saponina e
colesterol.

Ainda em outro aspecto, a invencdo se refere a um
método para o tratamento ou controle de incontinéncia urinéa-
ria em um mamifero, composta da administracdo ao mamifero de
uma composigdo que é composta de uma quantidade terapeutica-
mente efetiva de um conjugado imunogénico entre um veiculo e
LHRH. Para uma vacina baseada em um conjugado de peptideo
LHRH-proteina, a quantidade efetiva estd na faixa de cerca
de 100 a cerca de 300 ug, e para a vacina baseada em pepti-
deo LHRH-auxiliar-T estd na faixa de cerca de 20 a cerca de
200 ng.

Descricdo detalhada da invencédo

A invengdo refere-se a composicdes e vacinas imu-
nogénicas que sao adequadas para provocarem uma resposta i-
munolégica contra o horménio de liberacdo de horménio Lutei-
nizing ("LHRH", o horménio de liberacdo de gonadotropina, ou
"GnRH"). A invencdo se refere ainda ao uso de tal vacina an-
ti-LHRH ou de composicdo psico-quimicamente estavel em um
método de imunizacdo de um mamifero contra LHRH para contro-
lar ou tratar a incontinéncia urinaria.

O termo "vacina anti-LHRH" inclui qualquer vacina,
composigdo, ou preparagdo farmacéutica que seja capaz de
provocar uma resposta imune ao LHRH em um hospedeiro. Mais

especificamente, as vacinas anti-LHRH da invencdo atual séo
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compostas, pelo menos, de um antigeno ou imunogene de LHRH
em um veiculo farmaceuticamente aceitédvel e util para a in-
dugdo de uma resposta imune do referido hospedeiro. Para
fins de exemplo somente, as vacinas anti-LHRH que podem ser
usadas em conexdo com a invengdo atual, e os métodos de pro-
dugdo das mesmas, incluem, mas ndo sdo limitados, aquelas
que sdo descritas na solicitag¢do internacional de numero PCT
/AU 99/01167, publicada em 21 de janeiro de 1999 como WO
99/02180, solicitacdo internacional numero PCT /AU 98/00532,
publicada em 20 de julho de 2000 como WO 99/41.720, e a pa-
tente americana de numero 6.685.947, que sdo incorporadas
aqui como referéncia.

O termo "LHRH" deve ser lido como incluindo refe-
réncia a todas as formas de LHRH e derivados da mesma, in-
cluindo, mas ndo limitado a, todos os peptideos tendo imuno-
genicidade a LHRH. O termo "derivados" inclui fragmentos,
partes, porgdes, equivalentes quimicos, mutantes, homdélogos
e anadlogos de fontes naturais, sintéticas ou recombinantes,
incluindo proteinas de fusdo. O LHRH pode ser obtido de
qgalquer fonte adequada e os métodos para a producdo, isola-
mento, e purificagcdo do LHRH nativo e sintético s&o bem co-
nhecidos na arte. Em uma realizagd&o preferida, o LHRH é com-
posto de um fragmento de terminal C de LHRH com pelo menos
cinco aminoéacidos.

Como o LHRH, ele préprio, é muito pequeno para ser
imunogénico, o LHRH usado no contexto da invencdo atual deve

ser colocado em uma forma imunogénica. E bem conhecido por

aqueles com conhecimento normal na arte que existem métodos
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diferentes de produgdo de uma forma imunogénica de uma subs-
téncia que é, ela prépria, ndo imunogénica. Um método ade-
quado é unir o LHRH a um veiculo imunogénico. Assim sendo,
no contexto da invenc&o atual, o LHRH pode ser administrado
apbds a conjugacdo com um veiculo imunogénico em um mamifero
e um antigeno para induzir a formag¢do de anticorpos hospe-
deiros do LHRH. O veiculo funciona para estimular as células
auxiliares T que sdo requeridas para uma resposta efetiva de
anticorpos. Assim Ssendo, o© veiculo poderd ser composto de
pequenos peptideos com pelo menos nove aminodcidos de com-
primento gque formam um epitopo auxiliar de célula T. tais
epitopos de auxiliar T poderdo ser derivados de virus Dis-
temper Canine (CDV), que sado especialmente adequados para a
utilizagdo em cachorros, porque a maioria dos cachorros ja
sdo vacinados contra CPV. Os anticorpos induzidos por tais
vacinas posteriormente irdo agir contra o préprio LHRH do
corpo, dessa forma produzindo um efeito anti-gonadotrdépico a
longo prazo. Em uma realizacdo preferida, o LHRH é adminis-
trado através de vacina apds a conjugacdo com.um veiculo i-
munogénico em um mamifero para estimular o sistema imunold-
gico para produzir anticorpos anti-LHRH que reajam com o
LHRH para reduzirem efetivamente a sua concentrac¢cdo no cor-
po. Os efeitos causados pela presenca de LHRH, incluindo
concentragdes elevadas de soro de FSH e LH, que acredita-se
que provocam a incontinéncia urindria, sdo assim reduzidos
ou eliminados.

Os veiculos imunogénicos usados na preparacdo dos

conjugados LHRH descritos acima, incluem quaisquer substén-
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cias que sejam capazes de aumentarem a imunogenicidade de
LHRH. Os veiculos imunogénicos usados nos conjugados da in-
vengdo atual podem ser naturais ou sintéticos. Em um aspec-
to, o veiculo imunogénico é uma proteina. Qualquer uma de
uma variedade de proteinas de veiculo imunogénico que sdo
bem conhecidas por aqueles com conhecimento normal na arte
poderd ser utilizada na vacina de conjugado da invencdo atu-
al. As classes adequadas de proteinas incluem pilulas, pro-
teinas de membrana externa e toxinas excretadas de bactérias
patogénicas, formas ndo tdéxicas ou " toxoides" de tais toxi-
nas excretadas, proteinas ndo tdéxicas anti-genicamente seme-
lhantes a toxinas bacterianas e outras proteinas. Exemplos
ndo limitantes de toxoides bacterianos considerados para uso
na invencdo atual incluem toxina/toxoide de tétano, toxi-
na/toxoide de difteria, toxina A P aeruginosa detoxificada,
toxina/toxoide de cdlera, toxina/toxoide partusais e toxi-
nas/toxoide de clostridium perfringens. As formas toxoides
destas toxinas bacterianas sdo preferidas. Mais de preferén-
cia, o veiculo imunogénico usado nos conjugados LHRH da in-
vencdo atual sdo toxoides de difteria. A referéncia a toxoi-
de de difteria deve ser entendido como incluindo todas as
formas de toxoide de difteria e derivados das mesmas. O ter-
mov"derivados" tem o mesmo significado definido aqui anteri-
ormente. Os derivados poderdo incluir, por exemplo, molécu-
las compostas do toxoide T de difteria e epitopos de células
T ou epitopos de células T em isoclamento.

Em outro aspecto da invengdo atual, o veiculo po-

derd ser um peptideo sintético composto pelo menos de um e-
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pitopo auxiliar de célula T. Os epitopos poderdo ser isola-
dos ou serem ligados em conjunto para formar um sé polipep-
tideo. Ficard entendido que onde os epitopos sdo ligados em
conjunto em um sé polipeptideo, os epitopos poderdo ser con-
tiguos ou separados através de aminodcidos adicionais que
ndo sdo, eles préoprios, parte dos epitopos de célula auxili-
ar T. Em uma realizacdo, o epitopo auxiliar de célula T esta
contido dentro de uma seqiéncia de peptideos que sdo esco-
lhidos entre aqueles descritos na patente americana de nume-
ro 6.685.947, que é incorporada aqui como referéncia. Em uma
realizagdo preferida, a vacina de peptideos sintéticos é a-
inda composta pelo menos de um epitopo de células B e/ou pe-
lo menos um epitopo CTL. Em uma realizacdo mais preferida,
a vacina de peptideo sintético é composta de cerca de 3 a
cerca de 10 epitopos auxiliares de célula T, cada um deles
em seqliéncia linear com 4 - 10 formas de LHRH, com o teor
total de peptideos sendo em torno de 120 pg de peptideo/dose
em combinagdo com cerca de 80 pg de um auxiliar. De prefe-
réncia, o auxiliar ¢é composto de um complexo imuno-
estimulante.

Métodos adequados de unido de LHRH a um veiculo
imunogénico s&o bem conhecidos por aqueles com conhecimento
normal na arte. Sem pretendemos limitar a invencdo a qual-
quer método, o LHRH podera, por exemplo, ser ligado a um ve-
iculo da forma descrita em Ladd et al., American J. Repro-
ductive immunology 22:55 - 63 (1990) ou em Bonneau et al.,
J. Animal Science 72:14 - 20 (1994). O conjugado resultante

pode ser processado para remover qualquer peptideo remanes-
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cente nao ligado ou outros subprodutos de conjugacdo. Tal
processamento podera ser obtido através de didlise conven-
cional ou através de ultrafiltracéo.

As vacinas da invengdo atual poderdo ser combina-
das ou poderdo ainda incluir um auxiliar. Os auxiliares sdao
incluidos ou adicionados nas vacinas e outras formulacdes
imunogénicas para aumentar e em alguns casos direcionar a
resposta imunoldgica. Aqueles com conhecimento normal na ar-
te verificardo que qualquer auxiliar standard bem conhecido
podera ser utilizado na invengdo atual. Auxiliares adequados
para uso nas vacinas da invengdo atual incluem, mas ndo sao
limitados a, sais insoluveis de aluminio, especialmente as
mas de hidréxido e fosfato (coletivamente, "alumem"), mu-
rabutide, auxiliar incompleto de Freund, auxiliar completo
de Freund, polissacarideos idnicos, tais como um grupo die-
til-aminoetil ("DEAE"), saponinos, complexos imunoestimulan-
tes, e combinagdes dos mesmos. Em uma realizagdo preferida,
sdo utilizados auxiliares que ndo provocam oOu provocam SoO-
mente reag¢des colaterails suaves. Outros auxiliares adequados
que podem ser usados com relagdo a invencdo atual incluem,
mas ndo sdo limitados, aqueles que s&do descritos na solici-
tagdo internacional de numero PCT/AU99/01167, publicada em
21 de janeiro de 1999 como WO 99/02180, e a solicitacdo in-
ternacional de numero PCT/AU 98/00532, publicada em 20 de
julho de 2000, como WO 99/41.720, que s&o incorporadas aqui
como referéncia.

Em uma realizagdo preferida, o auxiliar é um dex-

trano DEAE. Em uma realizacdo mais preferida, o auxiliar é
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um dextrano DEAE em combinagdo com um complexo imunoestimu-
lante composto de uma saponina e colesterol.

Sem limitarmos a invencdo atual a qualquer teoria
ou modo de acdo, a administracdo de uma quantidade efetiva
de uma vacina anti-LHRH da invencdo atual induz uma resposta

imunolégica ao LHRH, e portanto evita a liberacdo dos hormé-

nios LH e FSH da glandula pituitdria anterior. De preferén-

cia, a quantidade da referida vacina anti-LHRH é efetiva pa-
ra melhorar os efeitos colaterais associados com a ovarecto-
mia ou sintomas associados com aenescence reprodutivo, espe-
cialmente, incontinéncia wurinaria, através da reducdo da

concentragdo de soro do FSH e/ou LH circulante em um mamife-

C

ro fémea, a qual a vacina foi administrada. Deve ser enten-
dido que a eficdcia é uma medida funcional e ndo é definida
por referéncia a um anticorpo do anti -LHRH sézinho porque a
presenga do anticorpo circulante sozinho ndoc necessariamente
€ indicativa da capacidade do referido anticorpo circulante
controlar a incontinéncia urinédria. Assim sendo, assim Ccomo
com todas as composigdes imunogénicas para provocarem anti-
corpos, as quantidades imunologicamente efetivas de vacinas
da invengdo atual devem ser determinadas empiricamente. Os
fatores a serem considerados incluem a escolha de um auxili-
ar, a molécula imunogénica na qual é ligado o LHRH, a rota
de administragdo e a gquantidade de doses a serem administra-
das. Tais fatores s&o conhecidos na arte de vacina, e uma
pessoa com conhecimento normal na arte seria capaz de fazer

tais determina¢des sem experiéncias indevidas.

Assim sendo, através dos métodos da invencdo atu-



10

15

20

25

15

al, os efeitos colaterais ds ovaroctomia ou sintomas associ-
ados com a senescence reprodutiva, especialmente da inconti-
néncia urindria, em mamiferos femininos, tais como cadelas
castradas, podem ser tratados ou controlados. Em uma reali-
zagdo preferida, a invengdo atual refere-se a um método para
o tratamento ou controle da incontinéncia urindria em um
mamifero, o referido método sendo composto da administracdo
ao referido mamifero de uma quantidade efetiva de uma vacina
anti-LHRH. De preferéncia, a vacina anti-LHRH est& na forma
de um conjugado de veiculo imunogénico LHRH. Em uma realiza-
¢ao mais preferida, o conjugado é composto de um conjugado
toxoide de difteria-LHRH. Em uma realizacdo alternativa, a
vacina anti-LHRH esta na forma de um peptideo sintético que
€ composto de um epitopo auxiliar de célula T. De preferén-
cia, a vacina de peptideo sintético é composta de cerca de 3
a cerca de 10 epitopos auxiliares de célula T, cada um deles
em seqiiéncia linear com 4 - 10 formas de LHRH, com o teor
total de peptideos sendo em torno de 120 upg de pepti-
dios/dose em combinag¢do com cerca de 80 ug de um complexo
imunocestimulante. O mamifero preferido a ser tratado de a-
cordo com a vacina da invencdo atual é do sexo feminino;
mais de preferéncia, uma fémea tendo niveis elevados de so-

ro de PSH ou LH ou ambos. Em uma realizagdo mais preferida,

o mamifero é uma cadela, e especialmente, uma cadela que foi

‘cirurgicamente capada ou castrada. Em outra realizacdo, a

invencdo apresenta um método para evitar o inicio da incon-
tinéncia urindria em um cachorro castrado, através da admi-

nistragcdo ao cachorro de uma quantidade efetiva de uma vaci-
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na anti -LHRH apds as castracdao.

As vacinas da invencdo atual poderdo ser adminis-
tradas por qualquer método adequado conhecido na arte, in-
cluindo, mas ndo limitados a, administracdo oral ou por in-
jecdo. As formas farmacéuticas adequadas para uso injetavel
incluem solugdes aquosas estéreis (soluveis em &gua) ou dis-
persdes de pds estéreis para uma preparagdo extempordnea de
solugdes ou dispersdes injetdveis estéreis. Elas poderdo ser
estdveis, tanto fisicamente como quimicamente, nas condicdes
de produg¢do e estocagem e devem ser conservadas contra a a-
cdo de contaminacdo de microorganismos, tais como bactérias
e fungos. O veiculo pode ser um solvente ou um meio de dis-
persdo contendo, por exemplo, agua, etanol, poliol (por e-
xemplo, glicerol, propileno glicol e propileno glicol liqui-
do, e semelhantes), misturas adequadas dos mesmos, e &leos
vegetais. A fluidez apropriada pode ser mantida, por exem-
plo, através do uso de um revestimento como lecitina, atra-
vés da manutencdo do tamanho requerido de particula, no caso
de dispersdo, e através do uso de tensoativos. A prevencdo
da acdo de microorganismos pode ser avaliada por varios a-
gentes anti-bacterianos e anti- fungos, como por exemplo,
parabens, cloro butanol, fenol, &acido sérbico, timerosal e
semelhantes; em varios casos, serd preferivel incluir-se a-
gentes isotdénicos, como por exemplo, agucares ou cloreto de
sédio. A absorcdo prolongada ou a liberacdo retardada das
composigdes injetdveis pode ser avaliada pelo uso das compo-
si¢cles de agentes de retardo de absorcdo, como por exemplo(

mono-estearato de aluminio e gelatina.



10

15

20

25

17

As solugbes injetaveis estéreis sdo preparadas in-
corporando- se o0s compostos ativos na quantidade requerida
do solvente apropriado com varios dos outros ingredientes
enumerados acima, conforme requerido, seguido pela esterili-
zagao por filtracdo. Geralmente, as dispersdes sdo prepara-
das incorporando-se os vVAarios ingredientes ativos esterili-
zados em um veiculo estéril que contém o meio de disperséao
basico e os outros ingredientes requeridos daqueles enumera-
dos acima. No caso de pds estéreis para a preparacdo de so-
lugdes injetaveis estéreis, os métodos preferidos de prepa-
ragdao sdo secagem a vacuo, a técnica de secagem por congela-
mento e a técnica de secagem por aspersdo, que produz um pbd
de ingredientes ativos, mais qualquer ingrediente adicional
a partir de solucgdo previamente filtrada e estéril do mesmo.

Quando os ingredientes ativos sdo adequadamente
protegidos eles poderdo ser administrados oralmente, por e-
xemplo, com um diluente inerte ou com um veiculo comestivel
assimilavel, ou eles poderdo estar enclausgrados em uma cap-
sula de gelatina de casca dura ou macia, ou comprimidos em
tabletes, ou incorporados diretamente no alimento da dieta.
Para a administragéo oral, o composto ativo poderd ser in-
cofporado com excipientes e usado na forma de tabletes dige-
riveis, tabletes bucais, pastilhas, cépsulas, elixires, sus-
pensdes, xaropes, bolachas, e semelhantes. Tais composicdes
de preparagdes, devem conter pelo menos 1% em peso do com-
posto ativo. A percentagem das composicdes e preparacgdes po-
derd, ¢é claro, ser variada, e poderd convenientemente ser

entre cerca de 5 a cerca de 80% do peso da unidade. A quan-
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tidade de composto ativo em tais composigdes Uteis é tal que
serd obtida uma dosagem adequada. As composigdes ou prepara-
¢bes preferidas de acordo com a invengdo atual sdo prepara-
das de forma que uma forma de unidade de dosagem oral conte-
nha entre cerca de 0,5 nge 2000 pg de composto ativo.

Os tabletes, pastilhas, pilulas, cdpsulas e seme-
lhantes, poderdo tambéﬁ conter os componentes conforme lis-
tado aqui posteriormente: um aglutinante como uma goma, aca-
cia, amido ou gelatina de milho; excipientes, tais como
fosfato di-cdlcico; um agente desintegrante como amido de
milho, amido de batata, &acido alginico e semelhantes; e um
lubrificante, como estearato de magnésio. Quando a forma da
unidade de dosagem €& uma capsula, ela poderd conter, além
dos materiais do tipo acima, um veiculo liquido. Varios ou-
tros materiais poderdo estar presentes como revestimentos ou
para modificarem de outra forma forma fisica da unidade de
dosagem. Um xarope ou elixir poderd conter o composto ativo,
metil e propil parabens como conservante, e um corante. E
claro, qualquer material utilizado na preparacdo de qualquer
forma de unidade de dosagem deve ser veterinariamente puro e
substancialmente ndo téxico nas quantidades utilizadas. Além
disso, o composto ativo poderd ser incorporado nas prepara-
¢oes e formulagdes de liberacdo prolongada.

Veiculos farmaceuticamente aceitédveis e/ou diluen-
tes incluem qualquer e todos os solventes, meios de disper-
sdo, revestimentos, agentes anti-bacterianos e anti-fungos,
agentes isotdnicos e de retardo de absorcdo e semelhantes. O

uso de tais meios e agentes para substédncias veterinaria-
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mente ativas é bem conhecido na arte. Na medida em que qual-
quer meio ou agente convencional é incompativel com o ingre—
diente ativo, é considerado o uso do mesmo nas composicdes
terapéuticas. Os ingredientes ativos suplementares também
podem ser incorporados nas composicgdes.

E especialmente vantajoso formular-se composicdes
parenterais na forma de unidades de dosagem para a adminis-
tracdo facil e para a uniformidade da dosagem. Para a admi-
nistracdo em criacdo de animais, ¢é especialmente vantajoso
utilizar-se um recipiente de doses multiplas ligado a uma
pistola de vacinagdo de repeticdo. A forma unitdria de dosa-
gem, conforme usado aqui, refere-se a unidades fisicamente
distintas adequadas como dosagens unitdrias para os indivi-
duos a serem tratados; cada unidade contendo uma gquantidade
predeterminada de material ativo é calculada para produzir o
efeito terapéutico desejado em associacdo com o veiculo far-
macéutico requerido. A especificacdo para as formas novas de
unidades de dosagem da invengdo é ditada e é dependente di-
retamente (a) das caracteristicas Unicas do material ativo e
do efeito terapéutico especifico a ser obtido, e (b) das 1li-
mita¢des inerentes na arte de composicdo de tal material a-
tivo para o tratamento de doenga em individuos vivos tendo
uma condigdo de doeng¢a na qual a saude do corpo é prejudica-
da, conforme apresentado aqui em detalhes.

O ingrediente ativo principal é composto, para a
administracdo conveniente e efetiva, de quantidades efetivas
com um veiculo adequado farmaceuticamente aceitédvel na forma

de unidade de dosagem conforme apresentado aqui anteriormen-
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te. Uma forma de dosagem unitaria pode, por exemplo, conter
o composto ativo principal em quantidades variando de cerca
de 0,5 pg até 2000 npg. Expresso em proporcdes, O composto
ativo geralmente estd presente em torno de 0,5 pug a cerca de
2000 pg/ml de veiculo. As quantidades relativas do ingredi-
ente ativo, do veiculo farmaceuticamente aceitdvel, e quais-
quer ingredientes adicionais em uma composicdo farmacéutica
da invencgdo variard, dependendo da identidade, tamanho, e
condigcdo do individuo tratado e dependendo ainda da rota pe-
la qual a composicdo deve ser administrada.

A invengdo ¢é adicionalmente descrita em detalhes
por referéncia aos seguintes exemplos de experiéncias. Estes
exemplos sdo apresentados somente para fins de ilustracdo, e
nao se destinam a ser limitantes, a ndo ser que seja especi-
ficado de outra forma. Assim sendo, a invencdo, de forma al-
guma, deve ser considerada como sendo limitada aos exemplos
seguintes, mas ao contrario, deve ser considerada como en-
globando qualquer e todas as variac¢des que ficardo evidentes
como resultado dos ensinamentos apresentados aqui.

Embora a invencdo tenha sido apresentada com refe-
réncia a realizagdes especificas, fica aparente que outras
realizag¢des e variagdes desta invencdo poderdo ser previstas
por outros adestrados na arte, sem se afastarem do espirito
e do escopo verdadeiro da invenc¢do. As reivindicacgdes anexas
se destinam a ser consideradas como incluindo todas essas
realizagles e variacdes equivalentes.

Exemplo 1

Escopo do estudo clinico
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Cadelas que foram capadas ou castradas cirurgica-
mente, com freqliéncia, sofrem de incontinéncia urindria. A
incidéncia da doenga tem sido relatada como sendo tdo eleva-
da quanto 20%. Os tratamentos atuais sdo baseados na admi-
nistracdo diaria de farmacos, tais como oestrogenos sintéti-
cos, durante periodos prolongados, que sdo tanto dispendio-
sos como inconvenientes. O uso de uma vacina de ac¢do prolon-
gada seria uma melhoria significativa no tratamento desta
condicdo comum de cadelas castradas.

Consideracdes

Uma formulagcdo para o tratamento de incontinéncia
urinaria em cachorros inclui qualquer vacina efetivas anti-
LHRH. Véarias de tais de vacinas foram descritas na arte an-
terior, apesar da maioria destas falharem em produzir uma
eficadcia e seguranga suficientemente elevadas para serem co-
mercialmente viaveis. Tem havidos muito pouco exemplos de
vacihas efetivas descritas na literatura para cachorros. E-
xistem varios exemplos de vacinas LHRH atualmente disponi-
veis comercialmente, especialmente na Austrdlia e na Nova
Zelédndia. Estas incluem IMPROVAC® para o controle de manchas
em porcos machos, EQUITY® para o controle de comportamento
relacionado com oestrus em éguas e potros, ambos os produtos
obteniveis comercialmente da Pfizer Animal Health. Estas
formulagdes sao para aplicacgdo em grandes animais, e assim
sendo, ¢é esperado que sejam inseguras em animais menores,
tais como cachorros, e seria esperado requerer-se uma modi-
ficagcdo para o uso seguro e efetivo em cdes e outros animais

domésticos. Uma outra formulacdo foi registrada condicional-
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mente na USDA nos USA para tratamento de hiperplasia prostéa-
tica benigna em cachorros adultos machos intactos. Esta va-
cina demonstrou ser tanto segura como efetiva em cachorros
adultos machos e é considerada para uso na invencdo atual,
para controlar a incontinéncia urinaria canina (CUI), como
se segue:

Foi feito um estudo como um estudo duplo cego, com
dois grupos recebendo a vacina CUI ou placebo, o placebo
consistindo somente de auxiliares. Nem os donos, nem os ve-
terindrios clinicos, tinham conhecimento do tratamento que
estava sendo administrado.

Animais:

Cadelas (até um numero de 35) gque sdo mantidas co-
mo animais de estimacdo domésticos por membros da comunida-
de, sdo escolhidas de um registro clinico sem limitacdo, co-
mo por exemplo, o registro na universidade / <clinica vete-
rindria de Melbourne. Somente as cadelas castradas com mais
de dois anos de idade, tendo uma condigdo clinica a longo
prazo de incontinéncia urindria, e tendo sido tratadas ante-
riormente para esta condigdo (com outros tratamentos conhe-
cidos, como estilbestrol, uma forma sintética de estrogé-
nio), ou com um estimulador alfa-adrenérgico como PPA, séo
escolhidas para o estudo.

Vacinas

Em uma realizagdo, a vacina é composta daquela que
foi licenciada provisoriamente pela USDA para Pfizer Animal
Health para o tratamento de hiperplasia prosté&tica benigna,

que contém 200 pg/dose de conjugado de 2 - 10 formas de pep-
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tideo LHRH conjugado com toxoide de difteria como veiculo,
com um sistema auxiliar combinado de 10 mg de dextrano DEAE
e 80 mg de um complexo imuno-estimulante, conforme descrito
na solicitag¢do internacional de nﬁmero.PCT/AU 99/01167, pu-
blicada em 21 de janeiro de 1999 como WO 99/02180. Em outra
realizagdo, a vacina é composta de uma vacina de peptideo
sintético composto de cerca de 3 a cerca de 10 epitopos au-
xiliares de célula T, cada um deles em seqiiéncia linear com
4 - 10 formas de LHRH, o teor total de peptideos sendo de
120 pg de peptideo/dose em combinacgdo com 80 ug de complexo
imuno-estimulante.

A vacina é administrada para cada cachorro no es-
tudo em pelo menos duas ocasides, com um intervalo de 28 di-
as.

Os seguintes pardmetros sdo medidos diretamente
apds cada vacinagdo: temperatura do corpo, conduta, incluin-
do a letargia, dor no local da injec¢do, e o inchaco no local
da injegdo. Além disso, foram tomadas amostras do soro para
medir os niveis de LH e de respostas do anticorpo ao LHRH. A
avaliagdo da incontinéncia urindria em cada cadela é feita
pelos donos individuais, de acordo com um sistema de avalia-
¢do comum, come¢ando duas semanas antes da primeira vacina-
¢do. Desta forma, cada cachorro individual tem o seu préprio

controle em relagao a alteracdes apds o tratamento.
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REIVINDICACOES

1. Método para o tratamento de incontinéncia uri-
naria em um mamifero necessitando de tal tratamento,
CARACTERIZADO pelo fato do referido método ser composto da
administragdo ao referido animal de uma quantidade terapeu-
ticamente efetiva de uma vacina anti-LHRH.

2. Método, de acordo com a reivindicacdo 1,
CARACTERIZADO pelo fato do referido mamifero ser uma fémea.

3. Método, de acordo com a reivindicacdo 1,
CARACTERIZADO pelo fato do referido mamifero ser uma fémea
tendo concentracdes elevadas de soro e de uma gonadotropina.

4. Método, de acordo com a reivindicacdo 3,
CARACTERIZADO pelo fato da referida gonadotropina ser esco-
lhida do grupo consistindo de horménio de luteinizing e o
hormdénio estimulante de foliculos.

5. Método, de acordo com a reivindicagdo 1,
CARACTERIZADO pelo fato do referido mamifero ser castrado
cirurgicamente.

6. Método, de acordo com a reivindicacdo 5,
CARACTERIZADO pelo fato do referido mamifero ser uma cadela
castrada.

7. Método, de acordo com a reivindicacdo 1,
CARACTERIZADO pelo fato da vacina anti-LHRH ser composta de
um conjugado imunogénico entre um veiculo e LHRH.

8. Meétodo, de acordo com a reivindicacdo 7,
CARACTERIZADO pelo fato é do referido veiculo ser composto
de uma proteina.

9. Método, de acordo com a reivindicacado 8,
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CARACTERIZADO pelo fato da referida proteina ser composta de
um toxoide bacteriano.

10. Método, de acordo com a reivindicacdo 9,
CARACTERIZADO pelo fato do toxoide bacteriano ser um toxoide
de difteria.

11. Método, de acordo com a reivindicacdo 7,
CARACTERIZADO pelo fato do referido veiculo ser composto de
um peptideo sintético composto pelo menos de um epitopo au-
xiliar de célula T.

12. Método, de acordo com a reivindicacdo 1,
CARACTERIZADO pelo fato da referida wvacina incluir ainda um
auxiliar.

13. Método, de acordo com a reivindicacdo 12,
CARACTERIZADO pelo fato do referido auxiliar ser composto de
um dextrano DEAE,.

14. Método, de acordo com a reivindicacdo 13,
CARACTERIZADO pelo fato do referido auxiliar ser ainda com-
posto de um complexo imuno-estimulante, onde o referido com-
plexo imunoestimulante é composto de uma saponina e um com-
ponente de colesterol.

15. Método, de acordo com a reivindicacdo 7,
CARACTERIZADO pelo fato do conjugado imunogénico ser compos-
to de um conjugado toxoide de difteria-LHRH.

16. Método, para o tratamento ou controle de in-
continéncia urinadria em um mamifero, CARACTERIZADO pelo fato
de ser composto de: administragdo ao referido mamifero, de
uma composicdo que € composta de uma quantidade terapeutica-

mente efetiva de um conjugado imunogénico entre um veiculo e



10

15

20

25

LHRH.

17. Método, de acordo com a reivindicacao 16,
CARACTERIZADO pelo fato do referido veiculo ser composto de
uma proteina.

18. Método, de acordo com a reivindicacdo 17,
CARACTERIZADO pelo fato do referido veiculo ser composto de
um toxoide de difteria.

19. Método, de acordo com a reivindicacdo 16,
CARACTERIZADO pelo fato do referido veiculo ser composto de
um epitopo de célula T.

20. Método, de acordo com a reivindicacdo 16,
CARACTERIZADO pelo fato da referida composicdo incluir ainda
um auxiliar.

21. Vacina para o tratamento ou para controle de
incontinéncia urindria, em um mamifero fémea, a referida va-
cina sendo CARACTERIZADA pelo fato de ser composta de uma
quantidade terapeuticamente efetiva de LHRH.

22. Vacina, de acordo com a reivindicagdo 21,
CARACTERIZADA pelo fato de ser ainda composta de um auxili-
ar.

23. Vacina, de acordo com a reivindicacdo 21,
CARACTERIZADA pelo fato do LHRH ser conjugado com um veiculo
imunogénico.

24. Vacina, de acordo com a reivindicacdao 23,
CARACTERIZADA pelo fato do referido veiculo imunogénico ser
composto de uma proteina.

25. Vacina, de acordo com a reivindicacdo 23,

CARACTERIZADA pelo fato do referido veiculo imunogénico ser
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composto de um epitopo auxiliar de célula T.

26. Vacina, de acordo com a reivindicacdo 24,
CARACTERIZADA pelo fato da referida proteina ser composta de
toxoide de difteria.

27. Vacina, de acordo com a reivindicacao 21,
CARACTERIZADA pelo fato do referido mamifero fémea ser com-
posto de um cachorro cirurgicamente capado.

28. Método de aumento da resposta imunoldgica de
um mamifero sofrendo de incontinéncia urindria devido a pro-
dugdo e liberacdo irrestrita de gonadotropina, o referido
método, sendo CARACTERIZADO pelo fato de ser composto da ad-
ministracdo ao referido mamifero de uma quantidade terapeu-
ticamente efetiva de LHRH.

29. Método, de acordo com a reivindicacdo 28,
CARACTERIZADO pelo fato do referido LHRH ser administrado na
forma de um antigeno.

30. Método, de acordo com a reivindicacdo 28,
CARACTERIZADO pelo fato do referido LHRH ser administrado na
forma de uma vacina.

31. Método, para o tratamento de incontinéncia u-
rindria em um cachorro capado ou castrado cirurgicamente,
CARACTERIZADO pelo fato de ser composto da administragdo ao
cachorro de uma quantidade terapeuticamente efetiva de uma
vacina anti-LHRH.

32. Método, de acordo com a reivindicacdo 31,
CARACTERIZADO pelo fato do cachorro ser uma fémea.

33. Método de prevengdo do inicio de incontinéncia

urindria em uma cadela castrada, o referido método sendo



CARACTERIZADO pelo fato de ser composto da administragdo a
referida cadela castrada de uma quantidade efetiva de uma

vacina anti-LHRH apds a castracgdo.
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RESUMO

“COMPOSICOES DE VACINA E USO DE COMPOSICOES
COMPREENDENDO  VACINA ANTI-LHRH NA PREPARACAO DE UM
MEDICAMENTO PARA TRATAR INCONTINENCIA URINARIA”

A invengdo atual refere-se ao uso de composigdes
compreendendo uma vacina anti-LHRH para o controle ou trata-
mento de incontinéncia urinéria. A invencdo atual se refere
ainda a usos de composic¢des compreendendo vacina anti-LHRH
na preparacdo de um medicamento para tratamento ou controle
de incontinéncia urindria em mamiferos, e especialmente, na-
queles que foram cirurgicamente capados, como por exemplo,

cadelas castradas.
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“COMPOSICOES DE VACINA E USO DE COMPOSICOES
COMPREENDENDO VACINA ANTI-LHRH NA PREPARACAO DE UM
MEDICAMENTO PARA TRATAR INCONTINENCIA URINARIA”

Campo da invencéo

A invencdo atual refere-se ao uso de composigdes
compostas de uma vacina anti-LHRH para o controle ou o tra-
tamento de incontinéncia urindria. A invencdo atual refere-
se ainda a métodos para o tratamento ou controle de inconti-
néncia urindria em mamiferos, e especialmente, naqueles que
foram cirurgicamente capados, como pof exemplo, cadelas cas-
tradas.

Antecedentes da invencéo

A incontinéncia urindria é a perda involuntaria ou
a passagem de urina conseqliente para a bexiga, ou disfungéo
do esfincter uretral. Durante a estocagem normal de urina,
quando a bexiga fica cheia, o esfincter uretral é firmemente
fechado para evitar a o vazamento. Entdo, quando a urina de-
ve ser descarregada, o esfincter uretral relaxa e permite
que a urina passe através da uretra. A incontinéncia urinéa-
ria, com freqgiiéncia, é o resultado da perda de ténus do es-
fincter uretral, gque diminui a habilidade de manter-se fe-
chado. Em tais casos, ocorre a incontinéncia urindria de uma
forma ndo controlada sempre que a pressdo dentro da bexiga
excede a pressdo requerida para fechar a uretra. Este pro-
blema, com freqiéncia, é mais' notado quando o mamifero esté
relaxado, como durante o sono profundo ou quando a pressdo
sobre bexiga momentaneamente é aumentada, como quando o ma-

mifero tosse ou espirra.



10

15

20

25

Aqueles familiarizados com a condigdo, verificardo
que a incontinéncia urinaria prevalece entre mulheres adul-
tas. Por causa do estigma social associado com a incontinén-
cia urinaria, muitos que sofrem do mal nem mesmo relatam o
problema a um profissional de saude. Como resultado, este
problema médico é muito pouco diagnosticado e muito pouco
relatado.

A incontinéncia urinaria é também muito comum em
cachorros. Usualmente, ela ocorre em cadelas, e muito fre-
qlientemente nas cadelas castradas. Os cachorros machos sé&o
tendentes também a esta condicdo, mas menos comumente do que
a contraparte feminina. Anteriormente, foi explicado que o
mecanismo que causa a incontinéncia em cachorros capados ou
castrados é relacionado com concentragdes pds-cirurgicas de
estrogénio ou testosterona apbdés a remogdo dos ovarios ou
testiculos. No caso de cadelas, acredita-se que o hormdnio
estrogénio seja responsdvel para produzir o tdnus para o
musculo do esfincter uretral. Apds a castragdo, o hormdnio
estrogénio é produzido em quantidades significativamente me-
nores do que era antes da remogao dos ovarios. Embora as
gladndulas adrenais produzam pequenas quantidades de hormdnio
estrogénio, acreditava-se que o0s niveis produzidos sdo insu-
ficientes para produzir o tbénus do esfincter. Em tais casos,
pode ocorrer a incontinéncia, e algum tipo de tratamento é&
entdo requerido para manter o tdénus do esfincter. Da mesma
forma, os cachorros machos podem desenvolver incontinéncia
urindria apds serem capados, porque os testiculos, a fonte

principal de testosterona, s&o removidos.
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O tratamento de incontinéncia urindria, tradicio-
nalmente, tem sido direcionado para melhorar a pressao de
fechamento uretral. A este respeito, tem sido prescritas
substédncias que aumentam a resisténcia da uretra ou do colo
do Utero da bexiga. Especialmente, estes medicamentos inclu-
em substdncias alfa-adrenérgicas, tais como a efedrina e ou
a fenilpropanolamina ("PPA"). O tratamento com o acima tipi-
camente envolve o uso a longo prazo dos medicamentos e mos-
trou causar severos efeitos colaterais eletro-fisioldgicos
cardiacos em seres humanos. Os efeitos colaterais adversos
podem incluir, mas ndo sdo limitados a, fibrilacdo ventricu-
lar e arritmias cardiacas. Tais efeitos colaterais cardiacos
potencialmente letais levaram a retirada de varias medica-
¢des para seres humanos do mercado, incluindo PPA, que re-
centemente foi proibido pela “U.S. Food and Drug Administra-
tion” ("FDA"). As substédncias alfa-adrenérgicas s&do também
contra-indicadas em casos de glaucoma e neuropatia progres-
siva.

Como uma terapia alternativa, formas de terapia de
substituigcdo de estrogéno ou oestradiol, como por exemplo,
dietilestilbestrol (ou testosterona no caso de cachorros ma-
chos) poderdo ser usadas, que melhoram a resposta dos recep-
tores de catecolamina da uretra. No entanto, a terapia de
estrogénio € largamente considerada menos segura do que O
uso de substédncias alfa-adrenérgicas porque ela pode levar a
supressdo da medula do osso em cachorros machos, o que pode
ser fatal.

Mais recentemente, foi feita a hipdtese de que o
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aumento das concentragdes de soro do hormbénio foliculo-
estimulante de gonadotropina ("FSH") e o horménio luteini-
zante ("LH"), em vez de ter baixos niveis de estrogénio por
si préprios, sdo a causa da incontinéncia urindria em mulhe-
res adultas e em cadelas castradas. Reichier, I.M. et al.,
The effect of GnRH Analogs on Urinary incontinence after A-
blation of the Ovaries in Dogs, Theriogenology, 50: pp, 1207
- 1216 (2003); a publicagdo da solicitacdo de patente ameri-
cana de numero US 2005/0043342 (coletivamente, daqui por di-
ante, referida como "Reichier et al"). Conforme é informado,
a glandula pituitéaria libera LH e FSH no sistema em resposta
a producdo do horménio de liberacdo Iluteinizante ("LHRH"
também comumente referido como o hormbénio de liberacdo de
gonadotropina, ou "GnRH" ou fator de liberag¢do de gonadotro-
pina "GnRF"). O LHRH é liberado do hipotdlamo na corrente
sanguinea de uma forma pulsativa, em resposta a uma faixa de
fatores, e o seu controle geralmente é considerado complexo.
A sua liberacdo é influenciada positivamente pela atividade
neuronal do hipotalamo é negativamente controlada pelos bai-
x0s niveis de estrogénio e outros esterdides e hormdnios
gonadais, tais como inhibin A e B. O LHRH viaja através do
sangue para a pituitaria. As células receptoras na gléndula
pituitdria anterior, respondem a elevagdo de LHRH através da
liberacdo de gonadotropinas, FSH e LH. Os niveis relativos
de FSH e LH que variam durante o ciclo, por seu lado, esti-
mulam a producdo de estrogénio pelos ovarios. Nas cadelas
castradas, apdés a remocgdo dos ovarios (i.e., a fonte princi-

pal de estrogénio), o estrogénio ¢é mensuravel somente em
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concentracdes de soro muito baixas. Outros hormdénios que u-
sualmente se formam nas gdnadas, tais como os inhibins que
sdo secretados no ovario pelas células granulosas, inibem
seletivamente a secrecgdo de FSH da pituitaria. Em conseqién-
cia, como ndo existe mais um mecanismo de resposta, o FSH e
o LH sdo secretados sem obstrucdo, resultando em concentra-
¢bes aumentadas das duas gonadotropinas. Reichier et al. ar-
gumenta que tanto em mulheres apds a menopausa como nas ca-
delas castradas que sofrem de incontinéncia urindria, os ni-
veis de FSH e de LH sd&o elevados acima dos niveis normais.
Assim sendo, Reicher et al propuseram o uso de analogos de
LHRH, ccomo agonistas, antagonistas, ou anticorpos em medica-
mentos para o controle ou o tratamento de incontinéncia uri-
naria.

Existem, no entanto, desvantagens distintas asso-
ciadas com esta abordagem. Especialmente, tipicamente doses
elevadas de antagonistas ou agonistas de LHRH sdo requeridos
para se conseguir os efeitos anti-gonadotrépicos desejados.
Além disso, embora os efeitos da utilizacdo de tais analogos
sejam imediatos, eles sdo de curta duracdo e portanto, re-
querem uma administracdo freqgiiente. Além disso, em alguns
casos, grandes quantidades destes analogos poderdo provocar
efeitos colaterais adversos ou indesejaveis. Eles também sdo
muito dispendiosos porque o seu uso, e portanto a sua dispo-
nibilidade, usualmente é limitada ao tratamento de tumores
dependentes de hormdénios. Da mesma forma, os anticorpos de
LHRH, além de serem muito dispehdiosos, tem a desvantagem de

ter meias vidas bastante curtas, o que resultam em periodos
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curtos do tratamento e o requisito potencial de doses multi-
plas. Assim sendo, a administrag¢do necessdria freqliente e
continua de anticorpos de LHRH utilizando esta abordagem se-
ria tanto dispendiosa como inconveniente para os donos de
cachorros. Assim sendo, os andlogos de LHRH ndo sao de uso
pratico para aplicag¢des veterindrias como tal.

Assim sendo, apesar dos relatos de alguns trata-
mentos de incontinéncia urindria que sdo disponiveis atual-
mente, com freqiéncia, respostas completas a-estes tratamen-
tos ndo sdo observadas, apresentam sérios efeitos colate-
rais, ndo apresentam um efeito de longo prazo, ou sdo muito
dispendiosos ou inconvenientes para manutencdo. O desenvol-
vimento de novos regimes terapéuticos, especialmente aqueles
capazes de controle e tratamento de incontinéncia urinéaria a
longo prazo de uma forma efetiva em custo, ao mesmo tempo
reduzindo os efeitos colaterais potencialmente letais das
terapéuticas atuais (tais como arritmias cardiacas ou su-
pressdo da medula do osso) permanecem sendo necessarios. A
invencdo atual atende a estas necessidades.

Resumo da invencdao

Uma alternativa e/ou uma abordagem adicional para
a terapia de incontinéncia urindria anteriormente n&o reco-
nhecida é ser direcionada para o sistema imunoldgico através
do uso de composig¢des de vacinas. Um beneficio potencial da
imuno-terapia ativa é fornecer uma eficdcia melhorada atra-
vés da melhoria da resposta de imunizagdo do préprio indi-
viduo ao controle efetivo e de longa duragdo da producgdo e

liberacdo irrestrita de gonadotropinas, FSH e LH.
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Assim sendo, a invencdo atual refere-se a vacinas
anti-LHRH e ao uso da mesma para o tratamento ou controle de
incontinéncia urindria em mamiferos. Especialmente, a inven-
cdo atual apresenta um método para o tratamento de inconti-
néncia urindria em um mamifero necessitando de tal tratamen-
to, onde o método é composto da administracgcdo ao mamifero de
uma quantidade terapeuticamente efetiva de uma vacina anti-
LHRH. Em um aspecto da invencdo, o mamifero necessitando do
tratamento para incontinéncia urinaria é do sexo feminino;
de preferéncia, do sexo feminino, tendo concentracdes eleva-
das de soro do horménio luteinizante ou do horménio folicu-
lo-estimulacdo. Em outro aspecto, o mamifero necessitando do
tratamento para i1ncontinéncia urinaria é uma cadela. Em uma
realizacdo preferida, o mamifero é aquele que foi cirurgica-
mente capado, como por exemplo, uma cadela castrada.

Em um aspecto da invencdo atual, a vacina anti-
LHRH é composta de um conjugado imunogénico entre um veiculo
e LHRH. De preferéncia, o veiculo é composto de uma proteina
escolhida das grande faixas de proteinas de veiculo conheci-
das, incluindo mas ndo limitadas a toxdbides bacterianos.
Mais de preferéncia, o veiculo é composto de toxdbide de dif-
teria. Em outro aspecto, o veiculo poderd ser um peptideo
sintético composto de um epitopo auxiliar de célula T. Em
outro aspecto, uma forma efetiva do peptideo LHRH é unida ao
veiculo, através de conjugacdo, ou durante a sintese de um
peptideo contiguo ao LHRH-auxiliar-T. Em outro aspecto da
invencdo, a vacina anti-LHRH é ainda composta de um auxili-

ar. De preferéncia, o auxiliar é composto de um polissacari-



10

15

20

25

deo idnico; mais de preferéncia, dietil aminoetil dextrano
("DEAE dextrano"). Em uma realizagdo especialmente preferi-
da, o auxiliar é um dextrano DEAE em combinacdo com um com-
plexo imuno- estimulante que é composto de uma saponina e
colesterol.

Ainda em outro aspecto, a invengdo se refere a um
método para o tratamento ou controle de incontinéncia urina-
ria em um mamifero, composta da administracdo ao mamifero de
uma composicdo que é composta de uma quantidade terapeutica-
mente efetiva de um conjugado imunogénico entre um veiculo e
LHRH. Para uma vacina baseada em um conjugado de peptideo
LHRH-proteina, a quantidade efetiva estd na faixa de cerca
de 100 a cerca de 300 ug, e para a vacina baseada em pepti-
deo LHRH-auxiliar-T estd na faixa de cerca de 20 a cerca de
200 ng.

Descricdo detalhada da invencéo

A invencédo refere-se a composicdes e vacinas imu-
nogénicas que sdo adequadas para provocarem uma resposta i-
munoldégica contra o horménio de liberagdo de horménio lutei-
nizante ("LHRH", o horménio de liberacdo de gonadotropina,
ou "GnRH"). A invencdo se refere ainda ao uso de tal vacina
anti-LHRH ou de composigdo psico-quimicamente estavel em um
método de imunizacdo de um mamifero contra LHRH para contro-
lar ou tratar a incontinéncia urindria.

O termo "vacina anti-LHRH" inclui qualquer vacina,
composicdo, ou preparagdo farmacéutica que seja capaz de
provocar uma resposta imune ao LHRH em um hospedeiro. Mais

especificamente, as vacinas anti-LHRH da invencdo atual séo
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compostas, pelo menos, de um antigeno ou imunogene de LHRH
em um veiculo farmaceuticamente aceitdvel e Util para a in-
ducdo de uma resposta imune do referido hospedeiro. Para
fins de exemplo somente, as vacinas anti-LHRH que podem ser
usadas em conexdo com a invencdo atual, e os métodos de pro-
ducdo das mesmas, incluem, mas ndo sdo limitados, aquelas
que sédo descritas na solicitag¢do internacional de numero PCT
/AU 99/01167, publicada em 21 de janeiro de 1999 como WO
99/02180, solicitacdo internacional numero PCT /AU 98/00532,
publicada em 20 de julho de 2000 como WO 99/41.720, e a pa-
tente americana de numero 6.685.947, que sdo incorporadas
aqgui como referéncia.

O termo "LHRH" deve ser lido como incluindo refe-
réncia a todas as formas de LHRH e derivados da mesma, in-
cluindo, mas ndo limitado a, todos os peptideos tendo imuno-
genicidade a LHRH. O termo "derivados" inclui fragmentos,
partes, porcdes, equivalentes quimicos, mutantes, homdlogos
e analogos de fontes naturais, sintéticas ou recombinantes,
incluindo proteinas de fusdo. O LHRH pode ser obtido de
qualquer fonte adequada e os métodos para a produgdo, isola-
mento, e purificacdo do LHRH nativo e sintético sdo bem co-
nhecidos na arte. Em uma realizacdo preferida, o LHRH é com-
posto de um fragmento de terminal C de LHRH com pelo menos
cinco aminoéacidos.

Como o LHRH, ele préprio, é muito pequeno para ser
imunogénico, o LHRH usado no contexto da invencgdo atual deve
ser colocado em uma forma imunogénica. E bem conhecido por

aqueles com conhecimento normal na arte que existem métodos
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diferentes de producdo de uma forma imunogénica de uma subs-
tédncia que é, ela prépria, néao imunogéhica. Um método ade-
quado é unir o LHRH a um veiculo imunogénico. Assim sendo,
no contexto da invencdo atual, o LHRH pode ser administrado
apés a conjugagdo com um veiculo imunogénico em um mamifero
e um antigeno para induzir a formagdo de anticorpos hospe-
deiros do LHRH. O veiculo funciona para estimular as células
auxiliares T que sdo requeridas para uma resposta efetiva de
anticorpos. Assim sendo, o veiculo poderd ser composto de
pequenos peptideos com pelo menos nove aminodcidos de com-
primento que formam um epitopo auxiliar de célula T. tais
epitopos de auxiliar T poderdo ser derivados de-virus Dis-
temper Canine (CDV), que sdo especialmente adequados para a
utilizacdo em cachorros, porque a maioria dos cachorros jé
sdo vacinados contra CPV. Os anticorpos induzidos por tais
vacinas posteriormente irdo agir contra o préprio LHRH do
corpo, dessa forma produzindo um efeito anti-gonadotrépico a
longo prazo. Em uma realizacdo preferida, o LHRH é adminis-
trado através de vacina apdés a conjugacdo com um veiculo i-
munogénico em um mamifero para estimular o sistema imunolo-
gico para produzir anticorpos anti-LHRH que reajam com o
LHRH para reduzirem efetivamente a sua concentragdo no cor-
po. Os efeitos causados pela presenga de LHRH, incluindo
concentracdes elevadas de soro de FSH e LH, que acredita-se
que provocam a incontinéncia urindria, sdo assim reduzidos
ou eliminados.

Os veiculos imunogénicos usados na preparacdo dos

conjugados LHRH descritos acima, incluem quaisquer substén-
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cias que sejam capazes de aumentarem a imunogenicidade de
LHRH. Os veiculos imunogénicos usados nos conjugados da in-
vencdo atual podem ser naturais ou sintéticos. Em um aspec-
to, o veiculo imunogénico é uma proteina. Qualquer uma de
uma variedade de proteinas de veiculo imunogénico que séao
bem conhecidas por aqueles com conhecimento normal na arte
poderd ser utilizada na vacina de conjugado da invencdo atu-
al. As classes adequadas de proteinas incluem pilulas, pro-
teinas de membrana externa e toxinas excretadas de bactérias
patogénicas, formas ndo téxicas ou " toxdides" de tais toxi-
nas excretadas, proteinas ndo tdéxicas anti-genicamente seme-
lhantes a toxinas bacterianas e outras proteinas. Exemplos
ndo limitantes de toxdides bacterianos considerados para uso
na invencdo atual incluem toxina/toxéide de tétano, toxi-
na/toxdéide de difteria, toxina A P aeruginosa detoxificada,
toxina/toxéide de cdlera, toxina/toxbéide partusais e toxi-
nas/tox6éide de clostridium perfringens. As formas toxdides
destas toxinas bacterianas sdo preferidas. Mais de preferén-
cia, o veiculo imunogénico usado nos conjugados LHRH da in-
vencdo atual sdo toxdides de difteria. A referéncia a toxdi-
de de difteria deve ser enténdido como incluindo todas as
formas de toxdéide de difteria e derivados das mesmas. O ter-
mo "derivados" tem o mesmo significado definido aqui anteri-
ormente. Os derivados poderdo incluir, por exemplo, molécu-
las compostas do toxdéide T de difteria e epitopos de células
T ou epitopos de células T em isolamento.

Em outro aspecto da invengdo atual, o veiculo po-

derd ser um peptideo sintético composto pelo menos de um e-



10

15

20

25

12

pitopo auxiliar de célula T. Os epitopos poderdo ser isola-
dos ou serem ligados em conjunto para formar um sé polipep-
tideo. Ficard entendido que onde os epitopos sdo ligados em
conjunto em um. sé polipeptideo, os epitopos poderdao ser con-
tiguos ou separados através de aminodcidos adicionais que
ndo sao, eles préprios, parte dos epitopos de célula auxili-
ar T. Em uma realizacdo, o epitopo auxiliar de célula T esté
contido dentro de uma seqliéncia de peptideos que sdo esco-
lhidos entre aqueles descritos na patente americana de nume-
ro 6.685.947, que é incorporada aqui como referéncia. Em uma
realizacdo preferida, a vacina de peptideos sintéticos é a-
inda composta pelo menos de um epitopo de células B e/ou pe-
lo menos um epitopo CTL. Em uma realizacdo mais preferida,
a vacina de peptideo sintético é composta de cerca de 3 a
cerca de 10 epitopos auxiliares de célula T, cada um deles
em seqliéncia linear com 4 - 10 formas de LHRH, com o teor
total de peptideos sendo em torno de 120 ug de peptideo/dose
em combinacdo com cerca de 80 pg de um auxiliar. De prefe-
réncia, o auxiliar ¢é composto de um complexo imuno-
estimulante.

Métodos adequados de unido de LHRH a um veiculo
imunogénico sd&o bem conhecidos por aqueles com conhecimento
normal na arte. Sem pretendemos limitar a invencdo a qual-
quer método, o LHRH poderd, por exemplo, ser ligado a um ve-
iculo da forma descrita em Ladd et al., American J. Repro-
ductive immunology 22:55 - 63 (1990) ou em Bonneau et al.,
J. Animal Science 72:14 - 20 (1994). O conjugado resultante

pode ser processado para remover qualquer peptideo remanes-
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cente ndo ligado ou outros subprodutos de conjugacdo. Tal
processamento poderd ser obtido através de dialise conven-
cional ou através de ultrafiltracéo.

As vacinas da invencdo atual poderdo ser combina-
das ou poderdo ainda incluir um auxiliar. Os auxiliares sé&o
incluidos ou adicionados nas vacinas e outras formulagdes
imunogénicas para aumentar e em alguns casos direcionar a
resposta imunolédégica. Aqueles com conhecimento normal na ar-
te verificardo que qualquer auxiliar standard bem conhecido
poderd ser utilizado na inveng¢do atual. Auxiliares adequados
para uso nas vacinas da invencdo atual incluem, mas ndo sao
limitados a, sais insoluveis de aluminio, especialmente as
formas de hidréxido e fosfato (coletivamente, "alumem"), mu-
rabutide, auxiliar incompleto de Freund, auxiliar completo
de Freund, polissacarideos idnicos, tais como um grupo die-
til-aminoetil ("DEAE"), saponinos, complexos imunoestimulan-
tes, e combinagdes dos mesmos. Em uma realizacdo preferida,
sdo utilizados auxiliares que ndo provocam Ou provocam SO-
mente reagdes colaterais suaves. Outros auxiliares adequados
que podem ser usados com relag¢do a invengdo atual incluem,
mas ndo sdo limitados, aqueles que sdo descritos na solici-
tacdo internacional de nuUmero PCT/AU99/01167, publicada em
21 de janeiro de 1999 como WO 99/02180, e a solicitacdo in-
ternacional de numero PCT/AU 98/00532, publicada em 20 de
julho de 2000, como WO 99/41.720, que sdo incorporadas aqui
como referéncia.

Em uma realizacdo preferida, o auxiliar é um dex-

trano DEAE. Em uma realizacdo mais preferida, o auxiliar é
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um dextrano DEAE em combinacdo com um complexo imunoestimu-
lante composto de uma saponina e colesterol.

Sem limitarmos a inveng¢do atual a qualquer teoria
ou modo de ag¢do, a administracdo de uma quantidade efetiva
de uma vacina anti-LHRH da invencdo atual induz uma resposta
imunolégica ao LHRH, e portanto evita a liberacdo dos hormd-
nios LH e FSH da glé&ndula pituitdria anterior. De preferén-
cia, a quantidade da referida vacina anti-LHRH é efetiva pa-
ra melhorar os efeitos colaterais associados com a ovarecto-
mia ou sintomas associados com aenescence reprodutivo, espe-
cialmente, incontinéncia wurindria, através da reducdo da
concentracdo de soro do FSH e/ou LH circulante em um mamife-
ro fémea, a qual a vacina foi administrada. Deve ser enten-
dido que a eficédcia é uma medida funcional e ndo é definida

por referéncia a um anticorpo do anti -LHRH sézinho porque a

presenca do anticorpo circulante sozinho n&do necessariamente

€ indicativa da capacidade do referido anticorpo circulante
controlar a incontinéncia urindria. Assim sendo, assim como
com todas as composi¢des imunogénicas para provocarem anti-
corpos, as quantidades imunologicamente efetivas de vacinas
da invengao atual devem ser determinadas empiricamente. Os
fatores a serem considerados incluem a escolha de um auxili-
ar, a molécula imunogénica na qual é ligado o LHRH,‘a rota
de administracdo e a quantidade de doses a serem administra-
das. Tais fatores sdo conhecidos na arte de vacina, e uma
pessoa com conhecimento normal na arte seria capaz de fazer
tais determinacdes sem experiéncias indevidas.

Assim sendo, através dos métodos da invengdo atu-
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al, os efeitos colaterais ds ovaroctomia ou sintomas associ-
ados com a senescence reprodutiva, especialmente da inconti-
néncia urindria, em mamiferos femininos, tais como cadelas
castradas, podem ser tratados ou controlados. Em uma reali-
zacdo preferida, a invencdo atual refere-se a um método para
o tratamento ou controle da incontinéncia urindria em um
mamifero, o referido método sendo composto da administragdo
ao referido mamifero de uma quantidade efetiva de uma vacina
anti-LHRH. De preferéncia, a vacina anti-LHRH est4d na forma
de um conjugado de veiculo imunogénico LHRH. Em uma realiza-
cdo mais preferida, o conjugado é composto de um conjugado
toxbide de difteria-LHRH. Em uma realizag¢do alternativa, a
vacina anti-LHRH estd na forma de um peptideo sintético que
é composto de um epitopo auxiliar de célula T. De preferén-
cia, a vacina de peptideo sintético é composta de cerca de 3
a cerca de 10 epitopos auxiliares de célula T, cada um deles
em sequiéncia linear com 4 - 10 formas de LHRH, com o teor
total de peptideos sendo em torno de 120 wug de pepti-
dios/dose em combinagdo com cerca de 80 pg de um complexo
imunoestimulante. O mamifero preferido a ser tratado de a-
cordo com a vacina da invencdo atual é do sexo feminino;
mais de preferéncia, uma fémea tendo niveis elevados de so-
ro de PSH ou LH ou ambos. Em uma realizacgdo mais preferida,
o mamifero é uma cadela, e especialmente, uma cadela que foi
cirurgicamente capada ou castrada. Em outra realizagdo, a
inveng¢do apresenta um método para evitar o inicio da incon-
tinéncia urindria em um cachorro castrado, através da admi-

nistracdo ao cachorro de uma quantidade efetiva de uma vaci-
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na anti -LHRH apds as castracgéo.

As vacinas da invencdo atual poderdo ser adminis-
tradas por qualquer método adequado conhecido na arte, in-
cluindo, mas ndo limitados a, administragdo oral ou por in-
jecao. As formas farmacéuticas adequadas para uso injetavel
incluem solug¢des aquosas estéreis (soluveis em agua) ou dis-
persdes de pds estéreis para uma preparacdo extemporédnea de
solugdes ou dispersdes injetédveis estéreis. Elas poderdo ser
estavels, tanto fisicamente como quimicamente, nas condicdes
de produgdo e estocagem e devem ser conservadas contra a a-
¢cdo de contaminacdo de microorganismos, tais como bactérias
e fungos. O veiculo pode ser um solvente ou um meio de dis-
persdao contendo, por exemplo, &gua, etanol, poliol (por e-
xemplo, glicerol, propileno glicol e propileno glicol liqui-
do, e semelhantes), misturas adequadas dos mesmos, e &leos
vegetais. A fluidez apropriada pode ser mantida, por exem-
plo, através do uso de um revestimento como lecitina, atra-
vés da manuten¢do do tamanho requerido de particula, no caso
de dispersao, e através do uso de tensoativos. A prevencao
da ag¢do de microorganismos pode ser avaliada por varios a-
gentes anti-bacterianos e anti- fungos, como por exemplo,
parabens, cloro butanol, fenol, &cido sérbico, timerosal e
semelhantes; em varios casos, serd preferivel incluir-se a-
gentes isotdnicos, como por exemplo, acucares ou cloreto de
sédio. A absorg¢do prolongada ou a liberacdo retardada das
composigdes injetaveis pode ser avaliada pelo uso das compo-
si¢des de agentes de retardo de absorgdo, como por exemplo,

mono-estearato de aluminio e gelatina.
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As solugdes injetaveis estéreis sdo preparadas in-
corporando- se os compostos ativos na quantidade requerida
do solvente apropriado com varios dos outros ingredientes
enumerados acima, conforme requerido, seguido pela esterili-
zacdo por filtracdo. Geralmente, as dispersdes sdao prepara-
das incorporando-se os varios ingredientes ativos esterili-
zados em um veiculo estéril que contém o meio de disperséo
badsico e os outros ingredientes requeridos daqueles enumera-
dos acima. No caso de pds estéreis para a preparagdo de so-
lugdes injetaveis estéreis, os métodos preferidos de prepa-
racdo sdo secagem a vacuo, a técnica de secagem por congela-
mento e a técnica de secagem por aspersdo, que produz um pd
de ingredientes ativos, mais qualquer ingrediente adicional
a partir de solugdo previamente filtrada e estéril do mesmo.

Quando os ingredientes ativos sdo adequadamente
protegidos eles poderdo ser administrados oralmente, por e-
xemplo, com um diluente inerte ou com um veiculo comestivel
assimildvel, ou eles poderdo estar enclausurados em uma cap-
sula de gelatina de casca dura ou macia, ou comprimidos em
tabletes, ou incorporadds diretamente no alimento da dieta.
Para a administracdoc oral, o composto ativo poderd ser in-
corporado com excipientes e usado na forma de tabletes dige-
riveis, tabletes bucais, pastilhas, cépsulas, elixires, sus-
pensdes, xaropes, bolachas, e semelhantes. Tais composig¢des
de preparag¢des, devem conter pelo menos 1% em peso do com-
posto ativo. A percentagem das composi¢des e preparagdes po-
derd, é claro, ser variada, e poderd convenientemente ser

entre cerca de 5 a cerca de 80% do peso da unidade. A quan-
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tidade de composto ativo em tais composicdes uUteis é tal que
serd obtida uma dosagem adequada. As composig¢des ou prepara-
cdes preferidas de acordo com a invencdo atual sdo prepara-
das de forma que uma forma de unidade de dosagem oral conte-
nha entre cerca de 0,5 pge 2000 ug de composto ativo.

Os tabletes, pastilhas, pilulas, cépsulas e seme-
lhantes, poderdo também conter os componentes conforme lis-
tado aqui posteriormente: um aglutinante como uma goma, aca-
cia, amido ou gelatina de milho; excipientes, tais como
fosfato di-calcico; um agente desintegrante como amido de
milho, amido de batata, &cido alginico e semelhantes; e um
lubrificante, como estearato de magnésio. Quando a forma da
unidade de dosagem é uma capsula, ela poderd conter, além
dos materiais do tipo acima, um veiculo liquido. Véarios ou-
tros materiais poderdo estar presentes como revestimentos ou
para modificarem de outra forma forma fisica da unidade de
dosagem. Um xarope ou elixir podera conter o composto ativo,
metil e propil parabens como conservante, e um corante. E
claro, qualquer material utilizado na preparagdo de qualquer
forma de unidade de dosagem deve ser veterinariamente puro e
substancialmente ndo tdéxico nas quantidades utilizadas. Além
disso, o composto ativo poderd ser incorporado nas prepara-
¢coes e formulacgdes de liberacdo prolongada.

Veiculos farmaceuticamente aceitédveis e/ou diluen-
tes incluem qualquer e todos os solventes, meios de disper-
sdo, revestimentos, agentes anti-bacterianos e anti-fungos,-
agentes isotdnicos e de retardo de absorgdo e semelhantes. O

uso de tais meios e agentes para substéncias veterinaria-
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mente ativas €& bem conhecido na arte. Na medida em que qual-
quer meio ou agente convencional é incompativel com o ingre-
diente ativo, é considerado o uso do mesmo nas composigdes
terapéuticas. Os ingredientes ativos suplementares também
podem ser incorporados nas composigdes.

E especialmente vantajoso formular-se composicdes
parenterais na forma de unidades de dosagem para a adminis-
tragcdo facil e para a uniformidade da dosagem. Para a admi-
nistragdo em criagdo de animais, é especialmente vantajoso
utilizar-se um recipiente de doses multiplas ligado a uma
pistola de vacinagdo de repeticdo. A forma unitdria de dosa-
gem, conforme usado aqui, refere-se a unidades fisicamente
distintas adequadas como dosagens unitdrias para os indivi-
duos a serem tratados; cada unidade contendo uma quantidade
predeterminada de material ativo é calculada para produzir o
efeito terapéutico desejado em associacdo com o veiculo far-
macéutico requerido. A especificacdo para as formas novas de
unidades de dosagem da invengdo é ditada e é dependente di-
retamente (a) das caracteristicas uUnicas do material ativo e
do efeito terapéutico especifico a ser obtido, e (b) das 1li-
mitacdes inerentes na arte de composicdo de tal material a-
tivo para o tratamento de doenca em individuos vivos tendo
uma condigdao de doenc¢a na qual a saude do corpo é prejudica-
da, conforme apresentado aqui em detalhes.

O ingrediente ativo principal é composto, para a
administragéo conveniente e efetiva, de quantidades efetivas
com um veiculo adequado farmaceuticamente aceitdvel na forma

de unidade de dosagem conforme apresentado aqui anteriormen-
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te. Uma forma de dosagem unitédria pode, por exemplo, conter
o composto ativo principal em quantidades variando de cerca
de 0,5 pg até 2000 pg. Expresso em proporgdes, o composto
ativo geralmente estd presente em torno de 0,5 pg a cerca de
2000 ng/ml de veiculo. As quantidades relativas do ingredi-
ente ativo, do veiculo farmaceuticamente aceitavel, e quais-
quer ingredientes adicionais em uma composigcdo farmacéutica
da invencdo variaréa, dependendo da identidade, tamanho, e
condigdo do individuo tratado e dependendo ainda da rota pe-
la qual a composicdo deve ser administrada.

A invencdo é adicionalmente descrita em detalhes
por referéncia aos seguintes exemplos de experiéncias. Estes
exemplos sdo apresentados somente para fins de ilustracdo, e
ndo se destinam a ser limitantes, a ndo ser que seja especi-
ficado de outra forma. Assim sendo, a invencdo, de forma al-
guma, deve ser considerada como sendo limitada aos exemplos
seguintes, mas ao contrdrio, deve ser considerada como en-
globando qualquer e todas as variac¢des que ficardo evidentes
como resultado dos ensinamentos apresentados aqui.

Embora a invencdo tenha sido apresentada com refe-
réncia a realizagdes especificas, fica aparente que outras
realizacdes e variacdes desta invencdo poderdo ser previstas
por outros adestrados na arte, sem se afastarem do espirito
e do escopo verdadeiro da invencdo. As reivindicacdes anexas
se destinam a ser consideradas como incluindo todas essas
realizacdes e variag¢des equivalentes.

Exemplo 1

Escopo do estudo clinico
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Cadelas que foram capadas ou castradas cirurgica-
mente, com freqiéncia, sofrem de incontinéncia urinéria. A
incidéncia da doenga'tem sido relatada como sendo tédo eleva-
da quanto 20%. Os tratamentos atuais s&do baseados na admi-
nistracdo diaria de farmacos, tais como oestrogenos sintéti-
cos, durante periodos prolongados, que sao tanto dispendio-
sos como inconvenientes. O uso de uma vacina de acgdo prolon-
gada seria uma melhoria significativa no tratamento desta
condigcdo comum de cadelas castradas.

Consideracdes

Uma formulagdo para o tratamento de incontinéncia
urindria em cachorros inclul qualquer vacina efetivas anti-
LHRH. Varias de tais de vacinas foram descritas na arte an-
terior, apesar da maioria destas falharem em produzir uma
eficadcia e seguranga suficientemente elevadas para serem co-
mercialmente viaveis. Tem havidos muito pouco exemplos de
vacinas efetivas descritas na literatura para cachorros. E-
xistem varios exemplos de vacinas LHRH atualmente disponi-
vels comercialmente, especialmente na Australia e na Nova
Zeladndia. Estas incluem IMPROVAC® para o controle de manchas
em porcos machos; EQUITY® para o controle de comportamento
relacionado com oestrus em éguas e potros, ambos o0s produtos
obteniveis comercialmente da Pfizer Animal Health. Estas
formulacdes sdo para aplicagdo em grandes animais, e assim
sendo, € esperado que sejam inseguras em animais menores,
tais como cachorros, e seria esperado requerer-se uma modi-
ficagdo para o uso seguro e efetivo em cdes e outros animais

domésticos. Uma outra formulacdo foi registrada condicional-
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mente na USDA nos USA para tratamento de hiperplasia prosta-
tica benigna em cachorros adultos machos intactos. Esta va-
cina demonstrou ser tanto segura como efetiva em cachorros
adultos machos e é considerada para uso na invencdo atual,
para controlar a incontinéncia urindria canina (CUI), como
se segue:

Foi feito um estudo como um estudo duplo cego,'com
dois grupos recebendo a vacina CUI ou placebo, o placebo
consistindo somente de auxiliares. Nem os donos, nem os ve-
terindrios clinicos, tinham conhecimento do tratamento que
estava sendo administrado.

Animais:

Cadelas (até um numero de 35) que sdo mantidas co-
mo animais de estimacdo domésticos por membros da comunida-
de, séo escolhidas de um registro clinico sem limitacdo, co-
mo por exemplo, o registro na universidade / clinica vete-
rindria de Melbourne. Somente as cadelas castradas com mais
de dois anos de idade, tendo uma condigdo clinica a longo
prazo de incontinéncia urindria, e tendo sido tratadas ante-
riormente para esta condigdo (com outros tratamentos conhe-
cidos, como estilbestrol, uma forma sintética de estrogé-
nio), ou com um estimulador alfa-adrenérgico como PPA, sdao
escolhidas para o estudo.

Vacinas

Em uma realizagdo, a vacina é composta daquela que
foi licenciada provisoriamente pela USDA para Pfizer Animal
Health para o tratamento de hiperplasia prostdtica benigna,

que contém 200 pg/dose de conjugado de 2 - 10 formas de pep-



10

15

20

23

tideo LHRH conjugado com toxdide devdifteria como veiculo,
com um sistema auxiliar combinado de 10 mg de dextrano DEAE
e 80 mg de um complexo imunoestimulante, conforme descrito
na solicitagdo internacional de numero PCT/AU 99/01167, pu-
blicada em 21 de janeiro de 1999 como WO 99/02180. Em outra
realizaééo, a vacina é composta de uma vacina de peptideo
sintético composto de cerca de 3 a cerca de 10 epitopos au-
xiliares de célula T, cada um deles em seqgiiéncia linear com
4 - 10 formas de LHRH, o teor total de peptideos sendo de
120 pg de peptideo/dose em combinacdo com 80 ug de complexo
imunoestimulante.

A vacina é administrada para cada cachorro no es-
tudo em pelo menos duas ocasides, com um intervalo de 28 di-
as.

Os seguintes parédmetros sdo medidos diretamente
apbs cada vacinagdo: temperatura do corpo, conduta, incluin-
do a letargia, dor no local da injecdo, e o inchaco no local
da injec¢do. Além disso, foram tomadas amostras do soro para
medir os niveis de LH e de respostas do anticorpo ao LHRH. A
avaliacdo da incontinéncia urindria em cada cadela é feita
pelos donos individuais, de acordo com um sistema de avalia-
¢do comum, comecando duas semanas antes da primeira vacina-
cdo. Desta forma, cada cachorro individual tem o seu préprio

controle em relacdo a alteracdes apds o tratamento.
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REIVINDICACOES

1. Uso de uma vacina anti-LHRH, CARACTERIZADO pelo
fato de ser na preparacdo de um medicamento para tratamento
de incontinéncia urinéria.

2. Uso, de acordo com & reivindicacéo 1,
CARACTERIZADO pelo fato do referido mamifero ser uma fémea.

3. Uso, de acordo <com a reivindicacdo 1,
CARACTERIZADO pelo fato do referido mamifero ser uma fémea
tendo concentrag¢des elevadas de soro de uma gonadotropina.

4. Uso, de acordo com a reivindicacéao 3,
CARACTERIZADO pelo fato da referida gonadotropina ser esco-
lhida do grupo consistindo de horménio luteinizante e o hor-
ménio foliculo-estimulante.

5. Uso, de acordo com a reivindicacéao 1,
CARACTERIZADO pelo fato do referido mamifero ser castrado
cirurgicamente.A

6. Uso, - de acordo <com a reivindicacdo 5,
CARACTERIZADO pelo fato do referido mamifero ser uma cadela
castrada.

7. Uso, de acordo com a reivindicacéao 1,
CARACTERIZADO pelo fato da vacina anti-LHRH compreender um
conjugado imunogénico entre um veiculo e LHRH.

8. Uso, de acordo com a reivindicagéo. 7,'
CARACTERIZADO pelo fato é do referido veiculo compreender
uma proteina.

9. Uso, de acordo com a reivindicacado 8,
CAkACTERIZADO pelo fato da referida proteina compreender um

toxbéide bacteriano.
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10. Uso, de acordo <com a reivindicacdo 9,
CARACTERIZADO pelo fato do toxdéide bacteriano ser um toxdide
de difteria.

11. Uso, de acordo <com a reivindicacao 7,
CARACTERIZADO pelo fato do referido veiculo compreender um
peptideo sintético composto de pelo menos um epitopo auxili-
ar de célula T.

12. Uso, de acordo <com a reivindicagéo 1,
CARACTERIZADO pelo fato da referida vacina incluir ainda um
auxiliar.

13. Uso, de acordo com a reivindicacdo 12,
CARACTERIZADO pelo fato do referido auxiliar compreender um
dextrano DEAE.

14. Uso, de acordo com a reivindicacdo 13,
CARACTERIZADO 9pelo fato do referido auxiliar ainda
compreender um complexo imunoestimulante, onde o referido
complexo imunoestimulante €& composto de uma saponina e um
componente de colesterol.

15. Uso, de acordo <com a reivindicacdo 7,
CARACTERIZADO pelo fato do referido conjugado imunogénico
compreender um conjugado toxdéide de difteria-LHRH.

16. Uso de uma composig¢do compreendendo um conju-
gado imunogénico entre um veiculo e LHRH, CARACTERIZADO pelo
fato de ser na preparagdo de um medicamento para o tratamen-
to ou controle de incontiﬁéncia urinaria.

17. Uso, de acordo <com a reivindicacdao 16,
CARACTERIZADO pelo fato do referido veiculo compreender uma

proteina.
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18. Uso, de acordo com a reivindicacgdo 17,
CARACTERIZADO pelo fato do referido veiculo compreender um
toxdéide de difteria.

19. Uso, de acordo com a reivindicacédo 16,
CARACTERIZADO pelo fato do referido veiculo compreender um
epitopo de célula T.

20. Uso, de acordo com a reivindicacdo 16,
CARACTERIZADO pelo fato da referida composigdo incluir ainda
um auxiliar.

21. Vacina para o tratamento ou para controle de
incontinéncia urindria, em um mamifero fémea, a referida va-
cina sendo CARACTERIZADA pelo fato de compreender uma quan-
tidade terapeuticamente efetiva de LHRH.

22. Vacina, de acordo com a reivindicacao 21,
CARACTERIZADA pelo fato de ser ainda composta de um auxili-
ar.

23. Vacina, de acordo com a reivindicacdao 21,
CARACTERIZADA pelo fato do LHRH ser conjugado com um veiculo
imunogénico.

24.‘ Vacina, de acordo com a reivindicacgdo 23,
CARACTERIZADA pelo fato do referido veiculo imunogénico
compreender uma. proteina.

25. Vacina, de acordo com a reivindicagdo 23,
CARACTERIZADA pelo fato do referido veiculo imunogénico
compreender um epitopo auxiliar de célula T.

26. Vacina, de acordo com a reivindicacao 24,
CARACTERIZADA pelo fato da referida proteina compreender to-

x6ide de difteria.
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27. Vacina, de acordo com a reivindicacdao 21,
CARACTERIZADA pelo fato do referido mamifero fémea
compreender um cachorro cirurgicamente capado.

28. Uso de LHRH, CARACTERIZADO pelo fato de ser na
preparacao de um medicamento para provocar o aumento da res-
posta imunolégica de um mamifero sofrendo de incontinéncia
urinaria devido a produgdo e liberagdo irrestrita de gonado-
tropina.

29. Uso, de acordo <com a reivindicacao 28,
CARACTERIZADO pelo fato do referido LHRH ser administrado na
forma de um antigeno.

30. Uso, de acordo com a reivindicacdo 28,
CARACTERIZADO pelo fato do referido LHRH ser administrado na
forma de uma vacina.

31. Uso de uma vacina anti-LHRH, CARACTERIZADO pe-
lo fato de ser na preparacdo de um medicamento para o trata-
mento de incontinéncia urindria em um cachorro capado ou
castrado cirurgicamente.

32. Uso, de acordo com a reivindicacdo 31,
CARACTERIZADO pelo fato do cachorro ser uma fémea.

33. Uso de uma vacina anti-LHRH apds a castracéao,
CARACTERIZADO pelo fato de ser na preparacdo de um medica-
mento para a prevengdo do inicio de incontinéncia urinéria

em uma cadela castrada.
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RESUMO

“COMPOSICOES DE VACINA E USO DE COMPOSICOES
COMPREENDENDO VACINA ANTI-LHRH NA PREPARACAO DE UM
MEDICAMENTO PARA TRATAR INCONTINENCIA URINARIA”

A invencdo atual refere-se ao uso de composigdes
compreendendo uma vacina anti-LHRH para o controle ou trata-
mento de incontinéncia urindria. A invengdo atual se refere
ainda a usos de composicdes compreendendo vacina anti-LHRH
na preparagdo de um medicamento para tratamento ou controle
de incontinéncia urindria em mamiferos, e especialmente, né—
gqueles que foram cirurgicamente capados, como por exemplo,

cadelas castradas.
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