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DESCRIPCION
CAMPO DE LA INVENCION

La presente invencién proporciona una toxina botulinica para uso en un método para incrementar la capacidad de la
vejiga de un paciente de incontinencia de urgencia mediante la administracion de toxina botulinica en la vejiga del
paciente.

ANTECEDENTES DE LA INVENCION

Muchas afecciones médicas en urologia tienen su origen en una disfunciéon espastica de los arcos reflejos sacros.
Los ejemplos de tales afecciones incluyen el dolor pélvico (p.ej., cistitis intersticial, endometriosis, prostatodinia,
sindromes de inestabilidad uretral), elementos miofasciales pélvicos (p.ej., esfinter elevador, dismenorrea, fistula
anal, hemorroides), incontinencia urinaria (p.ej., vejiga inestable, esfinter inestable), trastornos de la préstata (p.ej.,
HPB, prostatitis, cancer de préstata), infeccion recurrente (secundaria a espasticidad del esfinter) y retencién urinaria
(secundaria a esfinter espastico, cuello de vejiga hipertrofiado) y disfuncién de vejiga neurogénica (p.ej., enfermedad
de Parkinson, lesion de la médula espinal, ictus, esclerosis mdltiple, reflejo espasmaodico).

La préstata es una glandula parcialmente glandular y parcialmente fibromuscular del sistema reproductor masculino.
Durante el envejecimiento, la préstata tiende a agrandarse (hipertrofia). Este agrandamiento prostatico puede
conducir a obstruccion uretral y disfuncion de la miccion.

El agrandamiento prostéatico es un hecho comun en hombres de edad avanzada. Lytton et al. (Lytton, B., Emery, J.M.
y Harvard, B.M. [1973] 99: 639-645) estimaron que un hombre de 45 afos tenia un riesgo del 10% de cirugia de
prostata a la edad de 70 afos. Un informe del censo de EE.UU. estima que actualmente hay 30 millones de
personas que superan la edad de 65 afos. Esta previsto que este segmento de poblacion se eleve a 50 millones en
los préximos 30 afnos. Por lo tanto, también aumentara el nimero de hombres con agrandamiento prostatico. Segun
los informes previos emitidos por el National Kidney and Urologic Disease Advisory Board, se realizaron 425.000
prostatectomias en los Estados Unidos en 1989. Basandose en las estimaciones de crecimiento de la poblacién, el
nuamero de prostatectomias realizadas anualmente se elevara hasta 800.000/afo en el afo 2020.

La uretra pasa a través de la préstata (uretra prostatica) al dirigirse hacia el orificio uretral externo. La préstata tiene
cinco lébulos diferentes que son evidentes a las 12 semanas en el feto humano (Lowsley, O.S. Am. J. Anat. [1912]
13: 299-349.). Aunque la ramificacion lobular hallada en el feto no es visible en la préstata prepubescente, se usan
los I6bulos medios laterales anterior y posterior para describir la préstata agrandada.

Un punto de vista mas reciente es que la préstata también esta compuesta de varias zonas morfolégicamente
diferentes (McNeal, J. Urol. Clin. North Am. [1990] 17(3): 477-486). La mayoria del volumen glandular esta
compuesto por la zona periférica (~70-75%). El resto del volumen glandular esta dividido en la zona central (~20-
25%), la zona de transicion (~5-10%) y la zona glandular periuretral (~1%).

McNeal (1990) inform6 que la HPB se desarrolla en la zona de transicién y en la zona glandular periuretral. Los
nédulos de HPB se desarrollan en el interior o de manera inmediatamente adyacente a la zona esfintérica
pre-prostatica. La zona de transicién es una region pequena préxima a la uretra intimamente relacionada con el
esfinter uretral proximal. El estroma de la zona de transicion es denso y compacto, y es extraordinariamente
susceptible a alteraciones inducidas neurol6gicamente del control del crecimiento. Sus glandulas penetran en el
esfinter, mientras las fibras musculares del esfinter penetran en el estroma de transicion. La zona glandular
periuretral tiene un origen de seno urogénico similar al de la zona de transicion.

La HPB puede estar asociada a cantidades incrementadas de estroma respecto del epitelio (Bartsch, G., Muller, H.
R., Oberholzer, M., Rohr, H., P., J. Urol. [1979] 122: 487-491). Una porcién significativa del estroma es musculo liso
(McNeal, 1990) que esta bajo control nervioso simpatico. Las propiedades contractiles de este musculo liso podrian
explicar el componente dinamico de la obstruccion en la HPB (Bruschini, H. et al. [1978] Invest. Urol. 15(4): 288-90;
Lepor, H. [1990] Urol. Clin. North Am. 17(3): 651-658).

Ademas del control simpatico del estroma prostatico, la prostata estd sumamente inervada. Las fibras nerviosas de
la prostata entran en la préstata desde la cara lateral posterior con una concentracion de ganglios cerca de la unién
entre la prostata y las vesiculas seminales (Maggi, C.A., ed. [1993] Nervous control of the Urogenital System,
Harwood Academic Publishers; Higgins, J.R.A. y Gosling, J. A. [1989] Prostate Suppl. 2: 5-16). Se ha descrito
acetilcolina (ACH), neuropéptido Y (NPY), péptido intestinal vasoactivo (VIP) y fibras de noradrenalina en esta
glandula. Un plexo rico en cuerpos de células nerviosas positivas para ACH esta asociado a los acinos secretores en
toda la glandula. Algunas de las fibras de ACH también contienen neuronas de NPY. Se ha descubierto que las
neuronas que contienen VIP estan asociadas a los cuerpos de células nerviosas que contienen ACH. Se han
descubierto neuronas ocasionales entre las fibras nerviosas que se tifien para ACH, lo que sugiere que tanto las
neuronas de NPY como las neuronas noradrenérgicas inervan el musculo liso (Higgins, J.R.A. y Gosling, J.A. [1989]
Prostate Suppl. 2: 5-16).

Los nervios autonomos estan distribuidos uniformemente entre las zonas central y periférica de la prostata (Higgins,
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J.R.A. y Gosling, J.A. [1989] Prostate Suppl. 2: 5-16). El control neuronal periférico es similar. Ademés, no hay
ninguna diferencia en el tipo de fibras nerviosas que se han hallado asociadas a elementos epiteliales o estromales
de la glandula.

Los estudios anatémicos de los tipos de fibras nerviosas de la préstata, unidos a otros estudios de la inervacién del
estroma prostatico (Brushing H., Schmidt, R.A., Tanagho, E.A., [1978] Invest. Urol. 15(4): 288-290; Watanabe, H.,
Shima, M., Kojima, M., Ohe, H.L. [1989] Pharmacol. Res. 21(Supl. 2): 85-94) sugieren que la inervacion colinérgica
influye en el comportamiento epitelial, mientras que la inervacion adrenérgica influye en el tono estromal
(excitabilidad). Estas observaciones han proporcionado un fundamento para el uso, por ejemplo, de bloqueadores
alfa en el tratamiento de HPB. Los efectos de los bloqueadores alfa (Downie, J.W. y Bialik, G.J. [1988] J. Pharmacol.
Exp. Ther. 246(1): 352-358) pueden suponer también mejoras de los sintomas de HPB como resultado de la
modulacion del comportamiento del esfinter estriado disfuncional por parte de los bloqueadores alfa.

Los estudios también han demostrado que hay varias taquiquininas (por ejemplo, la sustancia P [SP], el péptido
relacionado con el gen de calcitonina [CGRP], neuroquinina A, bradiquinina y factor de crecimiento nervioso [NGF])
que pueden influir en el tono del musculo liso (Hakanson, et al., [1987] Neuroscience 21(3): 943-950). Se han
cuantificado los receptores de neurotransmisores en toda la prostata (p.ej., NPY, VIP, SP, leu-encefalina (L-enk),
met-encefalina, 5-HT, somatostatina, fibras positivas para acetilcolinesterasa (ACTH) y dopamina beta-hidroxilasa
(DBH) (Crowe, R., Chapple, C.R., Burnstock, G. The Human Prostate Gland: A Histochemical and
Immunohistochemical Study of Neuropeptides, Serotonins, Dopamine beta-Hydroxylase and Acetylcholinesterase in
Autonomic Nerves and Ganglia). Hay cierta variacion en la densidad de receptores en diferentes sitios prostaticos en
la hiperplasia prostatica benigna.

Se ha demostrado que los cambios del comportamiento celular registrado electrofisiologicamente y de la
concentracién de neuropéptidos en la médula espinal son una consecuencia secundaria del pinzamiento mecanico
de los musculos de la cola de una rata, la estimulacion mediante catéter de la uretra posterior, y la
electroestimulacion de un nervio periférico. La disinergia entre el detrusor y el esfinter uretral es un hallazgo
significativo en pacientes con prostatodinia. Se ha demostrado que la denervacién de la préstata produce cambios
drasticos en el epitelio prostatico. Asi, hay pruebas de que se pueden producir alteraciones inducidas
experimentalmente de las influencias neuroldgicas en el sacro, médula espinal, vejiga o uretra por medio de métodos
mecanicos, eléctricos, quimicos o térmicos (microondas, laser) para cambiar el comportamiento irritativo. Sin
embargo, no ha habido intentos conocidos de usar neurotoxinas para aplicaciones terapéuticas.

Existe una correlacion escasa entre el grado de agrandamiento prostatico y la gravedad de los sintomas. Aunque un
80% de los hombres de 70 arfios muestran HPB tras exploraciones mediante ecografia transrectal, solamente un
20% necesitan cirugia (Coffey, D.S. y Walsh, P.C. [1990] Urol. Clin. North Am. 17(3): 461-475), el tratamiento de
eleccion para HPB (Fowler, F.J. Jr., Wennberg, J.E., Timothy, R.P. [1988] J. Amer. Med. Assoc., 259(20): 3022-
3028). Los sintomas de irritacion pueden sobrepasar con mucho los sintomas esperados basandose en el tamano
de la prostata. Los sintomas pueden mejorar tras el tratamiento quirirgico de HPB mediante procedimientos tales
como reseccion transuretral de la préstata (TURP) (Christensen, Aagaard, M.M. J., Madsen, P.O. [1990] Urol. Clin.
North Am. 17(3): 621-629), dilatacién mediante globo (Dowd, J.B. y Smith, J.J. Il [1990] Urol. Clin. North Am. 17(3):
671-677), o hipertermia prostatica (Baert, L., Ameye, F., Willemen, P., et al., [1990] J. Urol. 144: 1383-1386). Sin
embargo, los sintomas persisten hasta en un 15% de los pacientes de HPB (Baert, L., Ameye, F., Willemen, P., et
al., [1990] J. Urol. 144: 1383-1386; Wennberg, J.E., Mullly, 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). Hasta un 25% de los pacientes de HPB se someten
a procedimientos secundarios en estudios de seguimiento a largo plazo, lo que sugiere que las aproximaciones
quirdrgicas no abordan los mecanismos fundamentales que producen la HPB, es decir, la influencia neurolégica
defectuosa (mecanismo de control) sobre la integridad del tracto urinario inferior.

La necesidad de cirugias repetidas, la morbididad y la mortalidad asociadas a TURP y el coste de la cirugia han
conducido al desarrollo de algunas aproximaciones no quirdrgicas, tales como la ablacién de andrégenos
(McConnell, J.D., [1990] Urol. Clin. North Am. 17(3): 661-670) y al uso de bloqueadores alfa discutido anteriormente,
pero pocos tratamientos médicos o quirtrgicos hasta la fecha han producido un restablecimiento del comportamiento
de miccion hasta el estado normal (caudal de aproximadamente 25 cc/seg y volumen de miccion de
aproximadamente 400 cc).

La presente invencion usa métodos quimicos y no quimicos, en particular neurotoxinas, para modular trastornos
urolégicos mediados neuronalmente y trastornos relacionados. Por ejemplo, tales métodos se pueden usar para
tratar HPB y afecciones relacionadas, tales como prostatitis. La presente invencion también puede eliminar el
desencadenamiento de cambios en el SNC mediante métodos no quimicos que incluyen la bio-autorregulacion, o
mediante métodos quimicos que tratan HPB y otras afecciones urolégicas mediante la administracion de sustancias
que blogquean diversas actividades neurolégicas, tales como, por ejemplo, neurotoxinas seleccionadas.

OBJETIVOS Y SUMARIO DE LA PRESENTE INVENCION

Un objetivo de la presente invencién es proporcionar métodos seguros y econémicos para pacientes ambulatorios
para incrementar la capacidad de la vejiga de un paciente de incontinencia de urgencia.
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Un objetivo adicional de la presente invencion es proporcionar composiciones para este objetivo terapéutico. Otro
objetivo adicional de la presente invencién es proporcionar dosis y métodos de administracion para composiciones
Utiles para la prevencion y el tratamiento de esta afeccion neuroldgica-urolégica.

Otros objetivos de la presente invencidn seran facilmente evidentes para las personas de experiencia habitual en la
técnica.

De acuerdo con un aspecto de la presente invencion, se proporciona una toxina botulinica para uso en un método de
tratamiento como se define en la reivindicacion 1 adjunta. Se prefiere que la toxina botulinica inhiba la funcion
sinaptica. Tal inhibicién produce una denervacion selectiva, y, por ejemplo, la atrofia de la préstata y la inversion de
los sintomas irritativos asociados al agrandamiento prostatico. En una realizaciéon de la presente invencién, la toxina
botulinica induce la disfuncion del terminal neuronal presindptico mediante la union especifica y el bloqueo de la
liberacién de acetilcolina en las conexiones mioneurales. Tal toxina botulinica puede ser, por ejemplo, toxina
botulinica de tipo A (p.ej., Botox, Allergen).

Preferiblemente, la toxina botulinica es segura, muy selectiva y facil de administrar, también cuando se combina con
otras terapias. La administracion de la toxina botulinica es mediante inyeccion.

Una cantidad terapéuticamente eficaz de la toxina botulinica es la dosis suficiente para inhibir la actividad neuronal
durante al menos una semana, mas preferiblemente un mes, lo mas preferiblemente durante aproximadamente 6 a 8
meses 0 mas. La dosis puede ser una dosis Unica o acumulativa (dosis en serie), y un experto en la técnica la puede
determinar facilmente. La toxina botulinica se puede administrar en serie (es decir, una vez al mes, una vez cada
seis meses), de manera que se puede optimizar el efecto terapéutico. Tal calendario de dosis puede ser
determinado facilmente por un experto en la técnica basandose, p.ej., en el tamafno del paciente y la afeccion a
tratar, y dependera de muchos factores, que incluyen la toxina botulinica seleccionada, la afeccion a tratar, el grado
de irritacion, y otras variables. Un curso de tratamiento propuesto para HPB es 200 unidades cada tres dias hasta la
DL50 para Botox o aproximadamente 2500 unidades.

Los métodos de tratamiento anteriormente mencionados deberian ser especialmente Gtiles para el control a largo
plazo de los trastornos neurolégicos-urolégicos definidos sin necesidad de intervencién quirargica. Ademas, el
método posibilita el control del trastorno neuroldgico-uroldgico definido de una manera muy selectiva, sin los efectos
secundarios y los fallos de tratamiento potenciales asociados a las modalidades de tratamiento actuales.

DESCRIPCION DETALLADA DE LA REALIZACION PREFERIDA

"Afeccién o trastorno urolégico-neurolégico” incluye muchas afecciones médicas en urologia originadas por una
disfuncion y/o degeneracion espastica de los arcos reflejos sacros. Los ejemplos de tales afecciones incluyen el
dolor pélvico (p.ej., cistitis intersticial, endometriosis, prostatodinia, sindromes de inestabilidad uretral), elementos
miofasciales pélvicos (p.ej., esfinter elevador, dismenorrea, fistula anal, hemorroides), incontinencia urinaria (p.ej.,
motora 0 sensorial, vejiga inestable, esfinter inestable), trastornos de la prostata (p.ej., HPB, cancer de prostata),
infeccion recurrente (secundaria a espasticidad del esfinter), y retencién urinaria (secundaria a esfinter espastico,
cuello de la vejiga hipertrofiado), y disfuncion de la vejiga neurogénica (p.ej., enfermedad de Parkinson, lesién de la
médula espinal, ictus, esclerosis multiple, reflejo espasmadico) y otras afecciones urolégicas de etiologia nerviosa.
La presente invencion esta relacionada con la incontinencia de urgencia.

Sin desear limitarse por ninguna teoria, la base del tratamiento de la afeccidon neuroldgica-urolégica segun la
invencion es la eliminacién o modulacion de la base neuroldgica de la regulacion disfuncional del tejido afectado. Se
prefiere que la toxina botulinica provoque una inhibicién duradera de la funcion sinaptica, preferiblemente durante
mas de una semana, mas preferiblemente durante mas de un mes, lo mas preferiblemente seis a ocho meses o
mas. Se usa toxina botulinica en la presente invencion, preferiblemente la toxina botulinica A, mas preferiblemente
Botox (Allergen).

La toxina se puede formular en cualquier formulacién farmacéuticamente aceptable en cualquier forma
farmacéuticamente aceptable. Tales formas y formulaciones incluyen liquidos, polvos, cremas, emulsiones, pildoras,
trociscos, supositorios, suspensiones, soluciones, y similares. La toxina se puede usar también en cualquier forma
farmacéuticamente aceptable suministrada por cualquier fabricante.

En una realizacion preferida de acuerdo con el método de la presente invencion, la toxina botulinica es toxina
botulinica de tipo A. Las cantidades terapéuticamente eficaces de toxina botulinica pueden ser cualquier cantidad o
dosis que sean menores de la dosis téxica, por ejemplo, menos de aproximadamente 3000 Ul/70 kg de peso
corporal de un hombre, preferiblemente de 100 Ul/70 kg de peso corporal de un hombre a 1200 Ul/70 kg. Las dosis
se pueden administrar en forma de una Unica dosis, o en forma de dosis divididas, por ejemplo, divididas a lo largo
del transcurso de cuatro semanas.

La toxina botulinica se puede inyectar mediante uretroscopia con 200 Ul con una dosificaciéon Unica o en serie.
Preferiblemente, la toxina botulinica se inyecta cada tres dias hasta que se consigue un efecto terapéutico o hasta
aproximadamente 2500 unidades.
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Se usan las siguientes técnicas en esta invencion:

Preparacién de Tejidos para Microscopia Optica

Los tejidos se fijan en paraformaldehido al 6% en tampédn fosfato 0,1 M, pH 7,2, durante 24 horas, se deshidratan en
alcohol graduado y xileno, y se incrustan en parafina. Los cortes se cortan y se tifien con tintes adecuados, tales
como hematoxilina/eosina.

Preparacion de Tejidos para Microscopia Electrénica

Los tejidos se recogen y se fijan en glutaraldehido al 2,5% en tampén fosfato 0,1 M, pH 7,2, durante 1 horaa 4 °C, y
después se incuban con tetroxido de osmio al 0,1% durante 1 hora y se incrustan en EPON. Se preparan cortes de
ultratina (80 nm) y se tifien con citrato de plomo/acetato de uranilo y se examinan con un microscopio electrénico
(Philips, modelo 201).

Tinciéon de TUNEL para Apoptosis

El tejido se fija y se incrusta como se describié anteriormente. Los tejidos se desparafinan y se hacen reaccionar con
Proteinasa K (Boehringer). Se tratan adicionalmente con peroxidasa y enzima TDT y se colocan en un humidificador
ajustado a 37 °C durante una hora. Los cortes se lavan y se afade anti-digoxigenina-peroxidasa durante 30 minutos,
seguido de tincion con niquel-DAB (diaminobenceno).

Estudios de Inmunohistoquimica

La presencia de los neuropéptidos VIP, SP, NPY, L-Enk y péptido relacionado con el gen de calcitonina (CGRP), asi
como la expresion del factor beta de crecimiento transformante (TFG-beta), factor alfa de crecimiento transformante
(TGF-alfa), factor de crecimiento epidérmico (EGF) y factor de crecimiento de fibroblastos basico (bFGF) se
determiné en los tejidos prostaticos mediante el uso de anticuerpos monoclonales adecuados. El uso de
neurotoxinas da como resultado la atrofia prostatica, que se deberia evidenciar por los niveles menores de factores
de crecimiento en el tejido prostatico tratado.

Los cortes se incuban durante la noche a temperatura ambiente con anticuerpos primarios, seguido de inmunotincion
con avidina-biotina-peroxidasa (Vectastain Elite ABC, Vector Labs, EE.UU.). En estas preparaciones se usa
antisuero policlonal de conejo hacia los neurotransmisores VIP, CGRP, SP, NPY y L-Enk (Peninsula Labs, EE.UU.),
a diluciones de 1:8000 a 1:12.000. Los controles inmunocitoquimicos consisten en preabsorber el antisuero primario
con el antigeno adecuado, o su sustitucion con suero normal (Blasi, J., Chapman, E. R., Yamaskai, S., Binz, T,
Niemann, H y Jahn, R. [1993] The EMBO Journal 12: 4821-4828; Black, J.D. y Dolly, J.O. [1986] J. Cell Biol. 103;
535-544; Linial, M. [1995] Is. J. Med. Sci. 31: 591-595). Después de colocarlos en los portaobjetos, se aplica una
tincién de contraste a los cortes con eosina, se deshidratan y se cubren con cubreobjetos.

Analisis de Transferencia de Western de la Expresién de Factores de Crecimiento

Se examina la expresion de factores de crecimiento en los homogeneizados de células de prostata tratados y sin
tratar mediante analisis de transferencia de Western. La proteina del homogeneizado celular se separa mediante
electroforesis en SDS-PAGE (7%), después se transfiere mediante electroforéticamente durante la noche a papel de
nitrocelulosa (Towbin, H., et al., [1979] Proc. Nat. Acad. Sci. 76(9): 4350-4379). El papel de nitrocelulosa se empapa
durante una hora a temperatura ambiente en leche en polvo descremada al 0,5% disuelta en soluciéon salina
tamponada con fosfato, y se empapa adicionalmente a 4 °C durante la noche en solucién bloqueante (albumina de
suero bovino al 2% en Tris 10 mM/NaCl 0,15 M/azida sédica al 0,1%, pH 7,4). Las membranas de nitrocelulosa se
incuban con anticuerpos (fracciones de IgG de anti-TGF-beta, anti-TGF-alfa, anti-EGF y anti-bFGF) purificados
mediante proteina A (1 x 10° cpm/ml) en tampon bloqueante durante 1 hora. La membrana se lava con PBS que
contiene Nonidet P-40 entre incubaciones. Se expone pelicula X-O-mat AR2 (Kodak) a la membrana a -70 °C, y las
peliculas se revelan para examinar la expresion de los factores de crecimiento.

Determinacién de la Expresién de c-fos y c-myc

La expresion de c-fos y c-myc en tejido prostatico tratado y sin tratar se determina mediante andlisis de transferencia
de Northern como sigue. El tejido se homogeneiza en tampén de lisis durante 15 segundos o hasta que el tejido se
homogeneiza. Se anade acetato sédico, y la disolucidon se mezcla con agitacién. Se afiade un volumen igual de fenol
saturado en agua y se mezcla mediante inversion, seguido por la adicion de cloroformo/alcohol isoamilico. La
disolucion se agita en voértex vigorosamente durante 30 segundos y se deja reposar en hielo durante 15 minutos. La
disolucién se centrifuga durante 10-20 minutos a 4 °C. Tras la centrifugacion, la fase acuosa se aspira
cuidadosamente y se coloca en un tubo de polipropileno nuevo. Se afiade un volumen de isopropanol y la disolucién
se mezcla mediante agitacién. La disolucion se coloca en un congelador a -20 °C durante al menos 60 minutos para
precipitar el ARN. Tras la precipitacion, el tubo se centrifuga durante 10 minutos, y el sobrenadante se decanta,
dejando el sedimento de ARN. Se anade un ml de etanol, y el tubo se centrifuga durante otros 10 minutos. La fase
acuosa se desecha, y el sedimento se lava con etanol al 100% mediante agitacién en vértex. El sedimento de ARN
se redisuelve en 0,4 ml de tampdn de lisis. El ARN se vuelve a precipitar mediante la adiciéon de etanol al 100% e
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incubacion en un congelador a -20 °C durante al menos 60 minutos. La disolucién se centrifuga, y el sobrenadante
se desecha. La concentracion de ARN se determina diluyendo 5 pL de muestra en 995 pL de DEPC-agua y
midiendo la proporcion de absorbancia a 260/280 nm.

Los siguientes ejemplos se proporcionan como un modo de describir las realizaciones especificas, sin pretender
limitar el alcance de la invencién de ninguna manera.

Ejemplo 1 (Referencia)

Denervacion de la Préstata

Se lleva a cabo la denervacion unilateral de la préstata mediante la extraccion de los ganglios pélvicos, que recubren
la préstata de la rata. Esta aproximacion preserva la integridad funcional de la vejiga y la uretra posterior, y elimina la
posibilidad de que surja un artefacto a partir de perturbaciones importantes en el flujo sanguineo o la miccién. Los
animales de control se someten a operaciones simuladas sin denervacién concurrente de la prostata. Tras la
denervacion, se permite que los animales se recuperen, y se mantienen antes de la recogida de la prostata. La
prostata se conserva, se prepara para microscopia optica y se examina histolégicamente. Los hallazgos principales
son (1) altura reducida de células epiteliales debida principalmente a una disminucién de la zona supranuclear clara
(debida a una reduccién de la cantidad y del tamano de las cisternas apicales y del reticulo endoplasmico); (2)
cambios importantes en la expresion de proteinas mediante electroforesis en gel de SDS (el reticulo endoplasmico
es importante en la sintesis de proteinas) (3) reduccion modesta del numero de granulos secretores; (4) un
incremento de las vacuolas intracelulares, espacios vacios intercelulares y reduccién de microvellosidades en la
superficie celular; y (5) se sabe que un incremento significativo del contenido de factor de crecimiento nervioso
(NGF) ipsolateral a la denervacion respecto del grupo de control (188 + 10 frente a 46 + 20 frente a 29 + 16 pg/g de
tejido humedo (+ DE)) de NGF influye solamente en las neuronas simpaticas y sensoriales. N = 15 tanto en el grupo
de control como en el experimental.

Ejemplo 2 (Referencia)

Efecto de la Inyeccion de Neurotoxina sobre la Prostata Normal: Préstata de Rata

Las ratas se asignaron aleatoriamente a tres grupos. El primer grupo recibi6é una Unica dosis aguda de toxina botuli-
nica de tipo A (Botox, Allergen) de 5, 10 6 15 Ul. Estos animales se sacrificaron una semana después de la inyec-
cion. El segundo grupo recibi6 una serie de 4 inyecciones semanales de 5 Ul de toxina botulinica y se sacrificaron a
las 5 semanas. Las ratas de control recibieron inyecciones de solucion salina. Las inyecciones se llevaron a cabo en
forma de inyecciones Unicas o en serie en el I6bulo anterior izquierdo y/o derecho de la prostata. Se debe apreciar
que una inyeccion de azul de metileno en un I6bulo de la préstata de rata mostré una difusion inmediata hacia el
I6bulo opuesto. Asi, habia una comunicacién entre los I6bulos de la préstata y, por lo tanto, el I6bulo contralateral no
se pudo usar como un verdadero control comparativo.

El peso de cada lébulo anterior de prdstata recogido de animales sanos fue de aproximadamente 0,50 gramos.
Todos los animales tratados con toxina mostraron una contraccioén del volumen de la préstata, primero en el I6bulo
inyectado, y con las inyecciones posteriores, una reduccion del volumen global. Después de cuatro inyecciones en
serie, el l6bulo izquierdo de la préstata pes6é 0,12-0,17 gramos, mientras que el l6bulo derecho pesé 0,10-0,14
gramos. Esto represent6 una reduccion de mas de dos tercios del tamano original.

Ejemplo 3
Efecto de la Inyeccion de Neurotoxina sobre las Disfunciones Uroldgicas: Datos en Seres Humanos
Parte 1 (Referencia)

Tres pacientes con disfuncion recalcitrante de la miccion se trataron con inyecciones de toxina botulinica (Botox)
como sigue. El paciente 1 fue un hombre de 47 anos que era incontinente secundariamente a una lesién mantenida
en las vértebras cervicales (nivel C6-C7) mantenida previamente 14 meses. Las caracteristicas urodinamicas al
presentarse revelaron una capacidad de la vejiga de 30 cc y un esfinter débil (presion uretral maxima de 40 cm de
agua). Mdltiples regimenes farmacolodgicos fracasaron en él, y fue intolerante a dispositivos de fijacion/condén para
el pene.

Recibi6 cuatro inyecciones semanales de 200 Ul de toxina botulinica a la semana en el cuello de la vejiga, para una
dosis total de 800 UI. Tras las inyecciones, la capacidad de la vejiga varié en 300-400 cc con oxibutinina y 150-200
cc sin oxibutinina. Las presiones maximas de la vejiga antes de la inyeccion habian sido de 200 cm de agua, en
comparacion con presiones de la vejiga tras la inyeccién de 40 cm de agua. El paciente era continente con una pinza
de pene tras el tratamiento con toxina botulinica. Ademas, la capacidad de caminar y las erecciones mejoraron
debido a la espasticidad reducida de la vejiga.
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Parte 2

La paciente 2 fue una mujer de 55 anos paraparética en T12 de forma secundaria a una lesion traumatica 14 anos
antes. La paciente presentaba incontinencia de urgencia, y se habia sometido a auto-cateterizacién cada 2 horas
durante el dia y dos veces por la noche. La paciente recibi6 inyecciones en la pared lateral de la vejiga en dos
inyecciones por semana de 200 Ul cada una hasta un total de 400 Ul de toxina botulinica. Los datos diarios de
miccién de la paciente revelaron capacidades antes de la inyecciéon de 150-200 cc. Tras la inyeccién, los datos
diarios indicaron una capacidad incrementada de la vejiga hasta 300-400 cc. Ademas, la paciente ya no tuvo la
molesta disfuncion de tipo urgente constante, durmio6 toda la noche y fue continente con la auto-cateterizacion cada
4 horas.

Parte 3 (Referencia)

El paciente 3 fue un hombre de 65 afos con dolor perineal discapacitante tras un tratamiento de radiacion para
cancer de prostata. La terapia médica habia fracasado en el paciente. Se le traté con una inyeccién de 200 Ul de
toxina botulinica en el esfinter uretral externo. El paciente experimenté un alivio drastico del dolor testicular, y tuvo
un dolor mucho menos intenso en el eje del pene. Las erecciones no se vieron afectadas.

Ejemplo 4 (Referencia)

Determinacién de la dosis eficaz mas Baja

Se inyecta a las ratas en los I6bulos anteriores de la préstata dosis Unicas y en serie de toxina botulinica (Botox). Las
prostatas se recogen a intervalos de tiempo diferentes para determinar la dosis eficaz mas baja, asi como los
cambios morfolégicos y fisiolégicos que tienen lugar con el tiempo. La dosis eficaz mas baja se define como la dosis
que mostraria una disminucién del volumen de la prostata.

Para determinar la respuesta a la estimulacion mediante campos eléctricos, las preparaciones se disponen entre dos
electrodos de platino colocados en el bafo de drganos. Se ajusta la tensién de las preparaciones. La estimulaciéon
transparietal de los nervios se lleva a cabo mediante el uso de un estimulador Danted Neuromatic 2000 que
suministra impulsos simples de ondas cuadradas a una tension supramaxima con una duracion de 0,8 milisegundos
a una frecuencia de 0,5 a 80 hercios. La polaridad de los electrodos se cambia después de cada impulso por medio
de una unidad de cambio de la polaridad. La duracion de la serie de impulsos es de cinco segundos, y el intervalo de
la serie es de 120 segundos. La tension isométrica se registra mediante el uso de un registrador de 8 canales de
termo-matriz Gould. Se llevan a cabo experimentos diferentes para determinar la tensién de precarga que produce
respuestas 6ptimas. Ademas, se determina el efecto de la estimulacion mediante campo eléctrico en presencia de
diferentes concentraciones de neuropéptidos individuales. Estos neuropéptidos son adrenalina 10-20 uM, clonidina
10 uM, regitina 5-50 mM, acetilcolina 10 nM - 0,1 pM, atropina 1 - 3 pM, nifedipina 1 nM - 10 yM, VIP 1 - 10 nM y
NPY 1 - 250 nM. También se examina en estos tejidos el efecto del nitroprusiato (una sustancia que libera éxido
nitrico) y azul de metileno (un inhibidor de la guanilato ciclasa) sobre el tono de la prostata y la contraccion resultante
de la estimulacién mediante el campo.

Ejemplo 5 (Referencia)

Efecto de la Toxina Botulinica sobre el Tejido Prostatico de Ratas: Comparacion de Ratas Hormonalmente Intactas
con Ratas Privadas de Hormonas

Para determinar si hay alguna interaccion entre la neurotoxina y las hormonas derivadas de testiculo, se llevan a
cabo estudios que examinaran la interaccion de la neurotoxina con los componentes hormonales. Estos estudios
compararan el tejido prostatico tratado con toxina botulinica recogido de ratas a las que se ha sometido a
orquiectomia (ratas con eliminacién de hormonas) y tejido prostatico de ratas tratadas con toxina botulinica que no
se sometieron a orquiectomia. Cincuenta y dos ratas de la misma edad se tratan como se describe a continuacién.
Cuatro ratas sanas se someteran a una operacién simulada que consiste en la induccion de anestesia, exposicion de
la préstata e inyeccién de 0,2 cc de solucién salina en el I6bulo anterior izquierdo de la prostata. A tres ratas se les
somete a una orquiectomia bilateral sin inyeccién en la préstata (controles con eliminacién de hormonas), cinco ratas
se someteran a orquiectomia e inyeccion de 0,2 ml de solucién salina en el I6bulo anterior izquierdo (control de
eliminacion de hormonas + tensién quirdrgica). Cuatro grupos de ratas reciben inyecciones de toxina botulinica de
0,5 Ul, 1,0 Ul, 1,5 Ul y 2,5 Ul solamente (ratas experimentales hormonalmente intactas). Dieciséis ratas se someten
a una orquiectomia bilateral. Ocho de estas ratas se tratan con una Unica inyeccién de 2,5 Ul de toxina botulinica en
el 16bulo anterior izquierdo 5 semanas tras la cirugia. Todas las ratas se sacrifican después de seis semanas, y la
prostata recogida se prepara para su examen como se describié anteriormente. Se espera un efecto atréfico similar
en el epitelio glandular.

Ejemplo 6 (Referencia)

Efectos de la Toxina Botulinica en los Pacientes

Los pacientes afectados por hiperplasia prostatica benigna, prostatitis abacteriana o prostatodinia se estudian tanto
7
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antes como después del tratamiento con toxina botulinica. Los pacientes son elegibles para la inclusién en este
estudio si estan afectados por HPB entre las edades de 40 y 80 afos, o si tienen entre 25 y 60 afos y se les ha
diagnosticado una prostatitis abacteriana o prostatodinia. Los pacientes preferidos son aquellos que no son buenos
candidatos para la cirugia. Los pacientes se estudian antes del tratamiento mediante la determinacion de los niveles
de antigeno prostatico especifico (PSA), determinacién de los parametros urodinamicos (cistometrograma, perfil de
presion uretral y flujometria), determinacion de la puntuacién de sintomas de la American Urological Association
(AUA) (Barry, M.J., et al., [1992] J. Urol., 148: 1549-1557), mantenimiento de una miccién diaria, y examen de la
prostata mediante ecografia transrectal con biopsia (para pacientes de HPB solamente). Una semana después de
completar el estudio inicial, se inyectan al paciente por via uretroscépica 200 Ul de toxina botulinica en forma de
inyecciones unilaterales Unicas, inyecciones unilaterales en serie o inyecciones bilaterales. Los pacientes de HPB se
tratan mediante TURP, o se someten a TURP-biopsia de control 7 dias después de una inyeccién Unica o 5
semanas después de inyecciones en serie. Los tejidos prostaticos recogidos se preparan para el examen como se
describié en los Ejemplos 1, 2, 3 y 7-10. Los pacientes se vuelven a estudiar después de la inyeccién mediante el
uso de los mismos parametros examinados durante el estudio inicial.
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Reivindicaciones

1. Una toxina botulinica para uso en el tratamiento de la incontinencia de urgencia incrementando la capacidad de
la vejiga del paciente, siendo la toxina botulinica para la administracion mediante inyeccién en la pared lateral de la
vejiga.

2. Una toxina botulinica para uso segun la reivindicacion 1, en la que la capacidad de la vejiga se incrementa
desde aproximadamente 150 cc antes de la administracion hasta aproximadamente 300-400 cc después de la
administracion.
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