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RESUMO

"UTILIZAQAO DE TERAPIA COM NEUROTOXINA PARA

TRATAMENTO DA RETENgf&O URINARIA"

O presente invento refere-se a utilizacdo de uma
toxina botulinica, em particular toxina tipo A, na
preparacao de uma composicao faracéutica para a retencao
urindria que ¢é secunddria em relacdo quer a um colo da
bexiga hipertrofiado quer a um esfincter espasmdédico. A
toxina botulinica pode ser formulada numa formulacado farma-
ceuticamente aceitdvel tal como um ligquido, um pd, um
creme, umaa emulsde, uma pilula, um trocisco, supositdrios,
uma suspensao ou uma solucdo, e administrada no tracto

urindrio de um macho humano ou de uma fémea humana.
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DESCRICAO

"UTILIZAQAO DE TERAPIA COM NEUROTOXINA PARA

TRATAMENTO DA RETENQAO URINARIA"

Muitas condig¢des médicas em urologia sao origi-
nadas por uma disfuncado espasmédica dos arcos reflexos do
sacro. Exemplos de tais condig¢des incluem a dor pélvica
(e.g. cistite intersticial, endometriose, prostatodinia,
sindromas de instabilidade uretral), elemento miofascial
pélvico (e.g. esfincter elevador, dismenorreia, fistulas
anais, hemorrdidas), incontinéncia urindria (e.g. bexiga
instdvel, esfincter instédvel), doencas da probstata (e.q.
BPH, prostatite, cancro da préstata), infecgcdo recorrente
(secundaria em relacdo aos espasmos do esfincter) e reten-
¢cdo urindria (secunddria em relacdo a um esfincter espas-
médico, canal de saida da bexiga hipertrofiada) e disfuncéao
neurogénica da bexiga (e.g. doenca de Parkinson, danos na
espinal medula, trombose, esclerose multipla, reflexos

espasmoédicos) .

A préstata € uma gladndula parcialmente glandular
e parcialmente fibromuscular do sistema reprodutivo dos
machos. Durante o envelhecimento, a prdstata tende a aumen-
tar (hipertrofia). Este aumento prostdtico pode conduzir a
uma obstrucdo da uretra e a disfungdo no esvaziamento da

bexiga.
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A dilatacdo prostdtica € uma ocorréncia comum nos
homens idosos. Lytton et al. (Lytton, B. Emery, J. M. e
Harvard, B. M. [1973] 99: 639-645) estimou que um homem de
45 anos tem 10% de risco de vir a ter cirurgia da prdstata
aos 70 anos. O U.S. Census Report estima que ha actualmente
30 milhdes de pessocas com mais de 65 anos. Prevé-se que
este segmento da populacado atinja 50 milhdes nos préximos
30 anos. Por isso, o numero de homens com dilatacdao pros-
tdtica também aumentarada. De acordo com o0s relatdrios
prévios do National Kidney and Urologic Disease Advisory
Board, foram realizadas 425.000 prostatectomias nos Estados
Unidos em 1989. Com base nas estimativas de crescimento
populacional, estima-se que o numero de prostactomias rea-

lizadas anualmente elevar-se-4a a 800.000/ano no ano 2020.

A uretra passa através da préstata (uretra
prostdtica) a medida que se dirige para o orificio uretal
externo. A préstata possui cinco 1ldébulos distintos que se
tornam evidentes as 12 semanas nos fetos humanos (Lowsley,
0.S. Am. J. Anat. [1912] 13: 299-349). Embora a ramificacao
lobular encontrada no feto nao seja visivel na prdstata
pré-pubescente, os 1ldébulos anterior e posterior laterais

médios sao utilizados para descrever a préstata dilatada.

Um ponto de vista mais recente é o de que a
prdéstata é também compreendida por varias zonas distintas
morfoldgicas (McNeal, J. Urol. Clin. North 2m. [1990]

17(3): 477-486). A maioria do volume glandular €& composto
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por zona periférica (~70-75%) . 0 volume glandular
remanescente estda dividido na zona central (~20-25%), na
zona de transicdo (~5-10%) e na zona glandular periuretral

(~1%) .

McNeal (1990) relatou que a BPH se desenvolve na
zona de transicdo e na =zona glandular periuretral. Os
nédulos de BPH desenvolvem-se quer dentro quer de forma
imediatamente adjacente a zona esfinctérica pré-prostatica.
A zona de transicdo é uma pequena regido prdéxima da uretra
intimamente relacionada com o esfincter uretral proximal. O
estroma da zona de transicao € denso e compacto, e nao é
usualmente susceptivel de perturbagcdes de controlo do
crescimento induzidas neurologicamente. As suas gléndulas
penetram no esfincter, enquanto que as fibras do musculo do
esfincter penetra no estroma de transicado. A zona glandular
periuretral possui uma origem de sino urogénico semelhante

a da zona de transicéo.

LA BPH pode ser associada quantidades crescentes
de estroma em relacdao ao epitélio (Bartsch, G., Muller, H.
R., Oberholzer, M., Rohr, H., P., J. Urol. [1979] 122: 487-
491) . Uma porgao significativa de estroma é de muasculo liso
(McNeal, 1990) que estd sob controlo nervoso simpatético.
As propriedades contrdcteis deste musculo liso podem ser
responsaveis pela componente dindmica de obstrucdo no BPH
(Bruschini, H. et al. [1978] Invest. Urol. 15(4): 288-90;

Lepor, H. [1990] Urol. Clin. North Am. 17(3): 651-658).
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Adicionalmente ao controlo simpatético do estroma
prostdtico, a prdéstata é altamente enervada. As fibras dos
nervos da prdéstata entram na préstata a partir da parte
lateral ©posterior, com uma concentragdo de génglios
proximos da jungao entre a prdstata e as vesiculas seminais
(Maggi, C.A., ed. [1993] Nervous Control of the Urogenital
System, Harwood Academic Publishers; Higgins, J.R.A. e
Gosling, J.A. [1989] Prostate Suppl. 2: 5-16]. A acetil-
colina (ACH), neuropéptido Y (NPY), péptido intestinal
vasoactivo (VIP) e fibras de noradrelanina foram descritos
nesta glédndula. Um plexo rico em células nervosas positivas
ao ACH estd associado a 4&cinos excretdérios em todas as
partes da gladndula. Algumas fibras de ACH também contém
neurdénios NPY. Verificou-se que o0s neurdnios contendo VIP
estavam associados as células nervosas contendo ACH.
Neurdénios ocasionais tém sido encontrados entre as fibras
nervosas que formam mancha com ACH, sugerindo que quer o0s
neurénios NPY quer noradrenérgicos fornecem muasculo liso
(Higgins, J. R. A. E Gosling, J.A. [1989] Prostate Suppl.

2: 5.-16).

Os nervos autondmicos estdo distribuidos unifor-
memente entre as zonas central e periférica da prédstata
(Higgins, J. R. A. E Gosling, J.A. [1989] Prostate Suppl.
2: 5-16). O controlo neuronal periférico € semelhante.
Adicionalmente, nado existe diferenca no tipo de fibras
nervosas que se verificou estarem associadas gquer aos

elementos epiteliais quer estromais da glandula.
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Os estudos anatémicos dos tipos de fibras ner-
vosas na proéstata, associados a outros estudos da inervacao
do estroma prostdtico (Brushing H., Schmidt, R.A., Tanagho,
E.A., [1978] 1Invest. Urol. 15(4): 288-290; Watanabe, H.,
Shima, M., Kojima, M., Ohe, H.L. [1989] Pharmacol. Res. 21
(Suppl 2): 85-94) sugerem dque a 1inervagao colinérgica
influencia o comportamento epitelial, enquanto que a iner-
vacao adrenérgica influencia o tdénus estromal (excitabili-
dade) . Estas observacgdes proporcionaram o fundamento para a
utilizacado de, por exemplo, blogqueadores alfa no tratamento
da BPH. Os efeitos dos bloqueadores alfa (Downie, J. W. e
Bialik, G. J. [1988] J. Phamacol. Exp. Ther. 246 (1): 352-
358) podem também ajudar na melhoria dos sintomas da BPH
como resultado da diminuicgdo do comportamento do esfincter

estriado disfuncional pelos blogueadores alfa.

Os estudos demonstraram também que ha varias
taquicinininas (por exemplo, a substdncia P [SP], o péptido
relacionado com o gene de calcitonina [CGPR], neurocinina
A, bradicinina e o factor de crescimento dos nervos [NGF]
que podem influenciar o tdénus do musculo liso (Hakanson, et
al., [1987] Neuroscience 21(3): 943-950). Os receptores do
neutrotransmissor foram quantificados ao longo da préstata
(e.g. NPY, VIP, SP, leu-encefalina (L-enk), met-encefalina,
5-HT, somatostatina, fibras positivas de acetilcolines-
terase (ACTH), e beta-hidroxilase de dopamina (DBH) (Crowe,
R., Chapple, C.R., Burnstock, G., The Human Prostate Gland:
A Histochemical and Immunohistochemical Study of

Neuropeptides, Serotonins, Dopamine Dbeta-Hydroxilase and
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Acetylcholinesterase 1in Autonomic Nerves and Ganglia).
Existe alguma variacdo na densidade de receptores em
diferentes 1locais prostaticos na hiperplasia prostatica

benigna.

Mostrou-se que as alteracgcdes no comportamento
celular registado electrofisiologicamente e na concentracao
dos neuropépetidos dentro da espinal medula sdao uma
consequéncia secunddria do beliscdo mecédnico nos musculos
da cauda de uma ratazana, estimulacdo por cateter da uretra
posterior e electroestimulacdo de um nervo periférico. A
ataxia entre o musculo vesical e o esfincter uretral é uma
descoberta significativa para pacientes de prostatodinia.
Mostrou-se que a desnervacao da prdstata produzia alte-
ragbes dramdticas dentro do epitélio prostatico. Deste
modo, existe evidéncia de que as alteracdes experimental-
mente induzidas em influéncias neuroldgicas podem ser
produzidas no sacro, espinal medula, bexiga ou uretra
através de métodos necénicos, eléctricos, gquimicos ou
térmicos (microondas, laser) para alterar o comportamento
irritante. Contudo, ndao tém havido tentativas de utilizar

neurotoxinas para aplicacdes terapéuticas.

Existe uma correlacdo pobre entre o grau de
aumento prostatico e a severidade dos sintomas. Embora 80%
dos homens com 70 anos de idade apresentem BPH ou sinais em
exames transrectais por ultrassons, apenas 20% necessitam
de cirurgia (Coffrey, D.S. e Walsh, P.C. [1990] Urol. Clin.

North Am. 17(3): 461-475), o tratamento escolhido para a
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BPH (Fowler, F.J. Jr., Wennberg, J.E., Timothy, R.P. [1988]
J. Amer. Med. Assoc., 259(20): 3022-3028). 0Os sintomas de
irritacdo podem exceder, de longe, o0s sintomas esperados
com base na dimensdo da prdstata. Os sintomas podem
melhorar apds tratamento cirurgico da BPH através de
procedimentos, tais como resseccao transuretral da prdstata
(TURP) (Christensen, Aagaard, M.M.J., Madsen, P.0O. [1990]
Urol. Clin. North Am. 17(3): 621-628), dilatacado por balao
(Doed, J.B. e Smith, J.J. III [1990] Urol. Clin. North Am.
17(3): 671-677), ou hipertermia prostdatica (Baert, L.,
Ameye, F., Willemen, P., et al. [1990] J. Urol. 144: 1383-
1386) . Contudo, os sintomas persistem em 15% dos pacientes
de BPH (Raert, L., Ameye, F., Willemen, P., et al. [1990]
J. Urol. 144: 1383-1386; Wennberg, J.E., Mully, A.G.,
Hanley, D., Timothy, R.P., Fowler, F.J., Roos, R.P., Barry,
M.J. et al., [1988] J. Amer. Med. Assoc. 259: 3027-3030).
Até 25% dos pacientes de BPH tém procedimentos secundarios
em estudos de seguimento de longo prazo, sugerindo que as
aproximac¢cdes cirurgicas nao se dirigem aos mecanismos
fundamentais gque produzem a BPH, i.e. a influéncia
neuroldgica defeituosa (mecanismo de controlo) na

integridade do tracto urindrio inferior.

A necessidade de repetidas cirurgias, a morbidez
e mortalidade associadas a TURP e o custo da cirurgia
conduziram ao desenvolvimento de algumas aproximacgdes nao
ciruirgicas, tais como a ablacdo andrdédgena (McConnell, J.D.,
[1990] Urol. Clin. North Am. 17(3): 661-670) e a utilizacéao

de bloqueadores alfa discutidos atrds mas, até a data,
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poucos tratamentos médicos ou cirurgicos produziram uma
restauracdo no comportamento do esvaziamento da bexiga a um
estado normal (um caudal de cerca de 25 cc/seg e um volume

de esvaziamento de cerca de 400 cc).

OBJECTIVOS E SUMARIO DO PRESENTE INVENTO

O invento proporciona a utilizacdo da toxina
botulinica, na preparacao de uma composicdo faracéutica
para tratamento da retencdo urindria que € secunddaria em
relagcdo gquer a uma bexiga hipertrofiada quer a um es-

fincter espasmddico.

A toxina botulinica inibe a funcgdo sindptica. Tal
inibicdo produz uma desnervacdo selectiva e, por exemplo,
atrofia da préstata e inversao dos sintomas irritativos
associados ao aumento prostatico. Numa forma de
concretizacao do presente invento, a neurotoxina induz
disfuncdo do terminal neuronal pré-sindptico através de
ligacao especifica e blocagem da libertacao da acetilcolina
nas jung¢gdes mioneuronais. Uma tal neurotoxina pode ser, por

exemplo, a toxina botulinica do tipo A (Botox, Allergen).

Preferencialmente, a neurotoxina é segura, alta-
mente selectiva e fédcil de administrar, mesmo gquando combi-
nada com outras terapias. A administracdo da neurotoxina
pode ser feita através de quaisquer meios adequados. Um
método conveniente e localizado de administragaoc é por

injeccgao.
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Uma quantidade terapeuticamente eficaz da neuro-
toxina é a dosagem suficiente para inibir a actividade
neuronal durante, pelo menos, uma Ssemana, mails preferen-
cialmente um més, muito preferencialmente durante aproxima-
damente 6 a 8 meses ou mais. O doseamento pode ser numa
dosagem simples ou cumulativa (dosagem em série) e pode ser
rapidamente determinada por um especialista na matéria. A
neurotoxina pode ser administrada em série (i.e. uma vez
por més, uma vez a cada seis meses) de modo a que o efeito
terapéutico possa ser optimizado. Tal esquema de dosagem é
rapidamente determinado por um especialista na matéria com
base em e.g. tamanho do paciente e condicao a ser tratada,
e dependerd de muitos factores, incluindo a neurotoxina
seleccionada, a condicdo a ser tratada, o grau de irritacéo
e outras varidveis. Um tratamento sugerido para a BPH é o
de 200 unidades a cada trés dias até ao LD50 do Botox ou

cerca de 2500 unidades.

Os métodos de tratamento atrds mencionados devem
ser particularmente UGteis para o controlo a longo prazo de
doengcas da retencdao urinaria, sem a necessidade de
intervencdo cirurgica. Além disso, os métodos do presente
invento proporcionam o controlo da retencdo urinaria, de
maneira altamente selectiva, sem o0s potenciais efeitos
secunddrios e as falhas de tratamento associadas as

modalidades de tratamento correntes.
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DESCRICAO DETALHADA DA FORMA DE CONCRETIZACAO

PREFERIDA

Sem se ficar ligado a gqualgquer teoria, a base
para o tratamento de condig¢des neuroldgicas-uroldgicas, de
acordo com o presente invento, é a remocadao ou modulacdo da
base neuronal da regulacao da disfuncao do tecido afectado.
E preferido que a neurotoxina provoque uma inibicdo de
longa duracdao da funcdo sindptica, preferencialmente
superior a uma semana, mais preferencialmente superior a um
més, muito preferencialmente seis a oito meses ou mais. A
toxina botulinica é uma neurotoxina preferida de acordo com
0 presente invento, particularmente a toxina botulinica A,

mais particularmente o Botox (Allergen).

A toxina pode ser formulada sob a forma de
qualquer formulacdo farmaceuticamente aceitdvel com qual-
quer forma farmaceuticamente aceitavel. Tais formas e
formulagdes incluem, liquidos, ©pbs, cremes, emulsdes,
pilulas, trociscos, supositdérios, suspensdes, solucgdes e
outros do género. A toxina pode ser também utilizada sob
qualquer forma farmaceuticamente aceitdvel fornecida por

qualqguer fabricante.

Numa forma de concretizacdo preferida de acordo
com o método do presente invento, a neurotoxina é a toxina
botulinica tipo A. As quantidades terapeuticamente eficazes

da toxina botulinica podem ser quaisquer gquantidades ou
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doses que sejam inferiores a uma dose tdxica, por exemplo,
inferior a cerca de 3000 IU/macho de 70 kg, preferen-
cialmente entre 100 IU/macho de 70 kg a 1200 IU/70 kg. As
dosagens podem ser administradas como dose uUnica, ou em
doses divididas, por exemplo, divididas ao longo de quatro

semanas.

As neurotoxinas do presente invento podem ser
administradas através de quaisquer meios adequados. Na
forma de concretizacdo preferida do invento, a toxina
botulinica ¢ administrada por injeccdo. Tal injeccado pode
ser administrada a qualquer 4&area afectada. Por exemplo, a
neurotoxina pode ser injectada uretroscopicamente na
préstata com 200 IU, com dosagem uUnica ou em série.
Preferencialmente, a neurotoxina é injectada a cada trés
dias até se conseguir um efeito terapéutico ou até cerca de

2500 unidades.

Sdao utilizadas as técnicas seguintes:

Preparacdo de Tecidos para Microscopia Optica

Os tecidos sao fixados em paraformaldeido a 6%
num tampao de fosfato a 0,1 M, pH 7,2, durante 24 horas,
desidratados em &lcool graduado e xileno, e encerrados em
parafina. Sao cortadas secgdes e coradas com corantes

apropriados, tais como hematoxilina/eosina.
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Preparacgdo de Tecidos para Microscopia Electrénica

Os tecidos sao recolhidos e fixados em gluta-
raldeido a 2,5% num tampao fosfato 0,1 M, pH 7,2, durante 1
hora a 4°C, e entdo incubados com tetrdéxido de dsmio 0,1%
durante 1 hora e encerrados em EPON. Secg¢des ultrafinas (80
nm) sdo preparadas e coradas com citrato de chumbo/acetato
de wuranilo e examinadas com um microscdpio electrdnico

(Philips, modelo 201).

Coloracao de TUNEL para Apoptose

O tecido é fixado e encerrado, tal como descrito
atrds. Os tecidos sdo desparafinados e feitos reagir com
Proteinase K (Boehringer). Estes sao ainda tratados com
peroxidase e enzima TDT e colocados num humidificador ajus-
tado para 37°C, durante uma hora. As seccgdes sao lavadas e
adiciona-se anti-digoxigenina-peroxidase durante 30 minu-

tos, seguido por coloragao com niquel-DAB (diaminobenzeno).

Estudos de Imuno-Histoquimica

A presenca dos neuropépetidos VIP, SP, NPY, L-Enk
e o0 péptido relacionado com o gene de calcitonina (CGRP)
assim como a expressdo da transformacdo do factor beta de
crescimento (TGF-beta), transformacao do factor alfa de
crescimento (TGF-alfa), factor de crescimento epidérmico
(EGF) e factor de crescimento de fibroblasto bédsico (bFGF)

sdo determinados em tecidos prostdticos utilizando anti-
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corpos monoclonais adequados. A utilizacdo de neurotoxinas
resulta em atrofia prostdtica, que deve ser reflectida
pelos baixos niveis de factores de crescimento em tecido

prostdtico tratado.

As seccgbes sdo incubadas, durante a noite, a
temperatura ambiente, com anticorpos primarios seguido de
imunocoloragdo com avidina-biotina-peroxidase (Vectatstain
Elite ABC, Vector labs, EUA). E utilizado anti-soro
policlonal de coelho contra os neurotransmissores VIP,
CGRP, SP, NPY e L-Enk (Peninsula Labs, EUA) nestas prepa-
ragdes, com diluigdes de 1:8000 a 1:12.000. Os controlos
imunocitoquimicos consistem numa pré-absorcao do anti-soro
primdrio com um antigénio adequado, ou a sua substituicéo
com soro normal (Blasi, J., Chapman, E.R., Yamaski, S.,
Binz, T.a, Niemann, H. e Jahn, R. [1993] The EMBO Journal
12: 4821-4828; Black, J.D. e Dolly, J.0. [1986] J. Cell
Biol. 103: 535-544; Linial, M. [1995] Is. J. Med. Sci. 31:
591-595). Apds montagem nas léminas, as secgdes sao con-
trastadas com eosina, desidratadas e cobertas com as

lamelas.

Andlise da Expressao do Factor de Crescimento por Coloracao

WESTERN

Homogenatos de células da prdstata tratada e nao
tratada sdo examinados no que se refere a expressdao de
factores de crescimento por andlise de coloragao WESTERN.

As proteinas do homogenato de células sao separadas por
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electroforese em SDS-PAGE (7%), e entdao transferidas elec-
troforeticamente durante a noite para papel de nitro-
celulose (Towbin, H., et al. [1979] Proc. Nat.Acad. Sci.
76(9): 4350-4379). O papel de nitrocelulose & embebido
durante uma hora a temperatura ambiente em leite seco magro
a 0,5% dissolvido numa solucgao salina tamponada de fosfato,
e ainda mais embebidas durante a noite a 40°C numa solucao
bloqueante (albumina de soro bovino a 2% em Tris 10 mM/NaCl
0,15 M/ azida de sdédio a 0,1%, pH 7,4). As membranas de
nitrocelulose sao incubadas com anticorpos (fracgdes IgG de
anti-TGF-beta, anti-TGF-alfa, anti-EGF e anti-bFGF) purifi-
cados com proteina A (1 x 10° cpm/ml) em tampdo bloqueante
durante 1 hora. A membrana ¢é lavada com PBS contendo
Nonidet P-40 entre incubag¢gdes. Um filme X-O-mat ARZ2 (Kodak)
é exposto a membrana, a -70°C e os filmes sdo revelados

para examinar a expressao de factores de crescimento.

Determinacao da Expressao de c-fos e c-myc

A expressdo de c-fos e c-myc em tecido prostatico
tratado e nao tratado € determinada por andlise de colo-
ragcdo NORTHERN como se segue. O tecido é homogeneizado em
tampdo de lise durante 15 segundos ou até o tecido homoge-
neizar. E adicionado acetato de sdédio e a solucdo é mistu-
rada por agitacdo. E adicionado um volume igual de fenol
saturado com 4&dgua e misturado por inversdo, seguido de
adicdo de <clorofdérmio/dlcool disocamilico. A solugao ¢é
agitada vigorosamente durante 30 segundos e deixada em
repouso sobre gel durante 15 minutos. A solugdao €& centri-

fugada durante 10-20 minutos a 4°C. Apds centrifugacédo, a
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fase aquosa ¢ cuidadosamente aspirada e colocada num tubo
de polipropileno novo. E adicionado um volume de isopro-
panol e a solucgdo € misturada por agitacdo. A solucdo é
colocada num frigorifico, a -20°C, durante pelo menos 60
minutos para preciptar RNA. Apds a precipitacao, o tubo é
centrifugado, durante 10 minutos, e o sobrenadante é decan-
tado deixando um pelete de RNA. E adicionado um ml de
etanol, e o tubo é centrifugado, durante 10 minutos adicio-
nais. A fase agquosa é deitada fora, e o pelete é lavado com
etanol a 100% por agitacdao. O pelete de RNA é redissolvido
em 0,4 ml de tampdao de lise. O RNA ¢é& reprecipitado por
adicdo de etanol a 100% e incubacao, a -20°C, durante pelo
menos 60 minutos. A solugdo é centrifugada e o sobrenadante
é deitado fora. A concentracao de RNA ¢é determinada por
diluigdo de 5 pl de amostra em 995 pl de &dgua com DEPC e

medindo-se a absorvancia a 260/280 nm.

Sdo proporcionados o0s exemplos seguintes por
descricao de formas de concretizacdo especificas sem se

pretender limitar de qualquer maneira o dominio do invento.

Exemplo 1

Efeito da Injeccdo de Neurotoxina em Disfung¢gdes Uroldgicas:

Dados Humanos

Trés pacientes com disfuncdao de esvaziamento da
bexiga recalcitrante foram tratados com injecg¢des de toxina
botulinica (Botox) como se segue. O paciente 1 era um homem

de 47 anos que ficou incontinente a seguir a danos nas



PE1502611 - 16 -

vértebras cervicais (nivel C6-C7) 14 meses antes. A urodi-
ndmica apresentada revelou uma capacidade da bexiga de 30
cc e um fraco esfincter (pico da pressdo uretral de 40 cm
de &gua). Tinha falhado varios regimes farmacoldgicos e era

intolerante a dispositivos de retencao presos no pénis.

Recebeu injecc¢des de toxina botulinica de 200 IU
durante quatro semanas no canal de saida da bexiga numa
dose total de 800 IU. Apds a injeccdo as capacidades da sua
bexiga variaram de 300-400 cc com oxibutinina e 150-200 cc
sem oxibutinina. Os picos das pressdes da bexiga pré-
injeccdo tinham sido de 200 cm de &gua, em comparacao com
as pressdes da bexiga pds-injeccdo de 40 cm de &gua. O
paciente ficou continente com um sistema de retencéo
peniano apds o tratamento com a toxina botulinica.
Adicionalmente, o caminhar e as ereccgdes melhoraram devido

a reduzida espasmocidade da bexiga.

O paciente 2 era mulher paraparéctica T12 de 55
anos secunddria em relacdo a lesdo traumatica 14 anos
antes. A paciente apresentava-se com incontinéncia de
urgéncia, e tinha estado em auto-cateterizacdo de duas em
duas horas durante o dia e duas vezes a noite. A paciente
recebeu injeccgdes na parede lateral da bexiga em duas
injecgdes semanais de 200 IU cada, para um total de 400 IU
de toxina botulinica. Os dados didrios de eliminacado de
urina da paciente revelaram capacidades de pré-injeccao de
entre 150-200 cc. Os dados didrios pds—-injeccdo indicaram
que a capacidade da bexiga aumentou até 300-400 cc. Para

além disso, a paciente nao mais teve incdmodos de disfuncao
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do tipo urgéncia constante, dormiu toda a noite e e foi

continente por auto-cateterizacado de 4 em 4 horas.

O paciente 3 era um homem de 65 anos com uma dor
perineal incapacitante a seguir a um tratamento por
radiacadao de cancro da préstata. O paciente falhou a terapia
médica. Este foi tratado com uma injeccao de 200 IU de
toxina botulinica no esfincter uretral externo. O paciente
experimentou um alivio dramatico da dor nos testiculos e
tinha uma dor muito menos severa no corpo do pénis. As

ereccgbes nao foram afectadas.

Exemplo 4

Determinacdo da Mails Pequena Dose Eficaz

As ratazanas macho foram injectadas nos 1débulos
ventrais da prdéstata com doses unicas, e em série, de
toxina botulinica (Botox). As prdéstatas foram recolhidas em
diferentes intervalos de tempo para determinar a dose
eficaz mais pequena, assim como as alterag¢des morfoldgicas
e fisioldgicas que aconteceram ao longo do tempo. A dose
eficaz mais pequena é definida como a dose qgue demonstra

uma diminuig¢do do volume da prdstata.

Para avaliar a resposta a estimulacdo do campo
eléctrico, foram montadas preparacdes entre dois eléctrodos
de platina colocados no banho do 6érgao. A tensao das

preparagdes é ajustada. A estimulacdo transmural dos nervos
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é realizada utilizando um Danted Neuromatic 200 Stimulator
aplicando pulsos Unicos de onda dquadrada de voltagem
supramaximal com uma duracao de 0,8 milissegundos com uma
frequéncia de 0,5 a 80 hertz. A polaridade dos eléctrodos é
alterada apdés cada pulso por meio de wuma unidade de
alteracdo da polaridade. A duracado da série é de cinco
segundos e o intervalo da série é de 120 segundos. A tensao
isométrica ¢é registada num registador térmico Gould de 8
canais. Foram realizadas experiéncias separadas ©para
determinar a tensdo de pré-carga gue produz respostas
6ptimas. Adicionalmente, ¢é determinado o efeito da esti-
mulacao do campo eléctrico na presenca de concentracgdes
diferentes de neuropéptidos individuais. Estes neuropépti-
dos sao adrenalina 10-20 uM, clonidina 10 pM, regitina 5-50
mM, acetilcolina 10 nM-0,1 uM, atropina 1-3 uM, nifedipina
1 nm-10 uM, VIP 1-10 nM e NPY 1-250 nM. O efeito do
nitroprusside (uma substidncia que liberta o6xido nitrico) e
azul de metileno (um inibidor de ciclase de guanilato) na
tonicidade e contracgdao da préstata que resulta da

estimulacdo do campo é também examinado nestes tecidos.

Exemplo 5

Efeito da Toxina Botulinica no Tecido Prostatico da

Ratazana: Comparacdao de Ratazanas Hormonalmente Intactas

com Ratazanas Hormonalmente Desprovidas

Para determinar se existe qualgquer interaccao

entre a neurotoxina e as hormonas testicularmente deriva-
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das, foram realizados estudos gue examinardao a interaccgao
da neurotoxina com componentes hormonais. Estes estudos
compararao o) tecido prostatico tratado com toxina
botulinica recolhido em ratazanas que sofreram orquiectomia
(ratazanas hormonalmente desprovidas) e tecido prostéatico
de ratazanas tratadas com toxina botulinica gque nao
sofreram orquiectomia. Cingquenta e dois ratos com a mesma
idade sao tratados, tal como descrito abaixo. Quatro ratos
saudaveis sofrerdo uma operacdao falsa que consiste em
inducdo de anestesia, exposicdo da prdstata e injeccdo de
0,2 cc de solucao salina no 1débulo ventral esquerdo da
préstata. A trés ratazanas foi efectuada uma orquiectomia
bilateral sem injeccdao na prdéstata (controlos hormonalmente
desprovidos), <cinco ratazanas sofrerdo orqguiectomia e
injecgdo de 0,2 ml de solugdo salina no 1débulo ventral
esquerdo (desprovimento hormonal + controlo de estresse
cirtrgico). Quatro grupos de ratazanas receberam injeccgdes
de toxina botulinica de apenas 0,5 IU, 1,0 IU, 1,5 IU e 2,5
IU (ratazanas experimentais hormonalmente intactas).
Dezasseils ratazanas sofreram orquiectomia bilateral. Oito
destas ratazanas sao tratadas com uma uUnica injecgédo de 2,5
IU de toxina botulinica no 1ldébulo ventral esquerdo 5
semanas apdés a cirurgia. Todas as ratazanas foram
sacrificadas apds seis semanas, e a prdstata recolhida é
preparada para exame, tal como descrito acima. Espera-se um

efeito atrdéfico semelhante no epitélio glandular.

A descricdo precedente do invento é um exemplo

para fins de ilustracdo e explicacdo. Sera evidente para os
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peritos na matéria que sao possiveis alteracgdes e
modificagdes sem se sair do espirito e admbitod do invento.
Todos os documentos aqui citados sao deste modo agui incor-
porados por referéncia. Pretende-se que as reivindicacgdes
que se seguem sejam interpretadas como englobando todas

estas alteracdes e modificacgdes.

Lisboa, 9 de Outubro de 2006
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REIVINDICACOES

1. A utilizacdo de uma toxina botulinica na
preparacao de uma composicdo farmacéutica para tratar a
retencdo urindria que € secunddria em relacdo quer a um
colo da bexiga hipertrofiado quer a um esfincter espas-

médico.

2. A utilizacdo da reivindicacao 1, em que a
retencdo urindria é secundaria em relagdo a um esfincter

espasmoédico.

3. A utilizacdo da reivindicacado 1, em gue a
retencdo urindria é secundaria em relagdo a um colo da

bexiga hipertrofiado.

4. A utilizacdo da reivindicacado 3, em gue a
composicao é proporcionada numa forma gque é adequada para
injecg¢do no esfincter urindrio, parede da bexiga ou colo da

bexiga de um paciente.

5. A utilizacdao de qualgquer uma das reivindica-
¢bes 1 a 3, em gue a toxina botulinica é formulada sob a
forma de uma formulacdo farmaceuticamente aceitdavel selec-
cionada a partir do grupo constituido por: um liquido, um
pd, um creme, uma emulsado, uma pilula, um trocisco, um

supositdério, uma suspensao e uma solucgao.
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6. A utilizacado de gqualquer uma das reivindica-
¢bes 1 a 3, em que a toxina botulinica é formulada sob a
forma de uma formulacao farmaceuticamente aceitdvel selec-

cionada a partir de um creme, uma suspensao ou uma emulsao.

7. A utilizacao de qualgquer uma das reivindica-
¢cbes 1 a 3, em que a toxina botulinica é formulada sob a
forma de uma formulacdo injectdvel, farmaceuticamente acei-
tdvel, seleccionada a partir de um liquido, um creme, uma

emulsao, uma suspensao Oou uma solucao.

3. A utilizacao de qualgquer uma das reivindica-
¢cbes 1 a 3, em que a composicdao €& uma composicdo injec-

tavel.

9. A utilizacao de qualgquer uma das reivindica-

cdes precedentes, em gque a toxina botulinica € uma toxina

botulinica do tipo A.

Lisboa, 9 de Outubro de 2006
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