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Relatoério Descritivo da Patente de Invengao para "USO DE UMA
MICROEMULSAO AQUOSA PARA A PREPARAGAO DE UMA FORMU-
LAGCAO PARA O TRATAMENTO DE DOENGAS ADIPOSAS".

A presente invencgao refere-se ao uso de uma microemulsdo a-
quosa que compreende pelo menos um tensoativo tendo um valor de HLB
entre 5 e 15, pelo menos uma substancia lipofilica e agua para a produgéo
de um farmaco para o tratamento de doengas e/ou condigbes adiposas.

Em geral, as microemulsées compreendendo tensoativos, subs-
tancias lipofilicas e agua sdo bem conhecidas no campo de formulagées
farmacéuticas que atuam como veiculo estavel para farmacos que apresen-
tam fraca solubilidade em agua. Em tais microemulsdes conhecidas existe
sempre um ingrediente ativo especial que dita a escolha dos outros compo-
nentes. Elas devem ser adaptadas ao percurso desejado da parte do corpo
onde o ingrediente ativo € mais eficaz e elas ndo devem interagir com o far-
maco.

Assim, qualquer efeito dos componentes da formulagdo de mi-
croemuls&o diferente da fungdo de veiculo é indesejado.

Por outro lado, sistemas aquosos de fosfolipideos e acido biliar
ou seus derivados sdo bem conhecidos para a preparagao de formulagoes
cosmeéticas e farmacéuticas.

As EP 0 615 746 A1 e WO 2005/112942 A1 descrevem tais for-
mulagbdes que podem carregar uma substéncia farmaceuticamente ativa ou
que podem ser usadas sem um tal ingrediente ativo. No Ultimo caso, € des-
crito que tais lipossomas podem ser usados para o tratamento de ateroscle-
rose, lipideos sanguineos elevados e hepatopatia de qualquer espécie.

Os sistemas descritos mostram uma estrutura lipossémica distin-
ta, isto €, uma membrana dupla de lipideos que encapsula uma fase aquosa.

Em recente literatura ainda € descrito que tais sistemas de lipos-
soma podem reduzir o tecido adiposo quando localmente injetado subcuta-
neamente (Patricia Guedes Rittes, The use of phosphatidylcholine for correc-
tion of lower lid bulging due to prominent fat pads, Dermatol Surg 2001, 27,
391-392).
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Além disso, um sistema de lipossoma especial para a profilaxia e
o tratamento de embolia gordurosa é conhecido o qual compreende fosfoli-
pideos, acido biliar, DL-alfa-Tocoferol, etanol e agua (Lipostabil® N i.V.).

No entanto, os sistemas de lipossoma aquosos conhecidos de
fosfolipideos e acido biliar ou seus derivados para o tratamento de reducao
do tecido gorduroso possuem a distinta desvantagem de que sua distribui-
G¢éo dentro do tecido é fraca e assim o efeito € bastante localmente bastante
contraido no ponto imediato de injecdo. Consequentemente, atualizagdo é
necessaria para o tratamento de uma area mais ampla de tecido para aplicar
um numero elevado de injegdes proximas uma da outra.

Portanto, € um objetivo da presente invengao fornecer uma for-
mulagdo para o tratamento de doengas e/ou condi¢gbes adiposas que apre-
sentam uma boa biocompatibilidade e uma biodisponibilidade acentuada tal
que areas mais amplas de tecido adiposo possam ser afetadas.

Surpreendentemente, foi observado que o uso de uma microe-
mulsdo compreendendo pelo menos um tensoativo tendo um valor de HLB
entre 5 e 15, pelo menos uma substancia lipofilica e Agua para a preparagao
de uma formulagédo para o tratamento de doencgas e/ou condi¢gdes adiposas
que vai de encontro com o objetivo da presente invengéo.

A presente invengao, além disso, refere-se ao uso de uma mi-
croemulsdo que compreende pelo menos um tensoativo tendo um valor de
HLB entre 5 e 15, pelo menos uma substancia lipofilica e agua para o trata-
mento de doengas e/ou condi¢gdes adiposas.

A presente invencdo ademais se refere a um processo que com-
preende: a administragédo de uma microemuisdo compreendendo pelo me-
nos um tensoativo tendo um valor de HLB entre 5 e 15, pelo menos uma
substancia lipofilica e agua em um ser humano em uma quantidade eficaz
para o tratamento de doengas e/ou condigbes adiposas.

O uso inventivo das microemulsdes da presente invengdo apre-
senta uma melhor biodisponibilidade e uma melhor distribuicdo no tecido
gorduroso. Assim, considera-se menos inje¢gdes quando uma area mais am-

pla de tecido for tratada e em geral, um melhor efeito de lipdlise. Pensa-se
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que os efeitos vantajosos sao derivados diretamente das diferengas na es-
trutura do sistema de microemulsao ternario com suas propriedades distintas
como estabilidade termodinamica e distribuicdo, assim como o tamanho de
diferentes goticulas de fase comparadas com os sistemas de lipossoma do
estado da técnica. Adicionalmente, as propriedades coligativas especiais do
sistema de microemulsao ternario podem ser vistas como relevantes com
relagdo as melhorias. No entanto, os mecanismos de transporte envolvidos
nao sdo bem compreendidos de modo que a evidéncia cientificamente segu-
ra para o mecanismo deve ainda ser encontrada.

As microemulsdes sdo misturas liquidas isotropicas transparen-
tes de agua, 6leo e tensoativo. A fase aquosa pode conter sais e/ou outros
ingredientes. E possivel preparar microemulsdes a partir de uma grande
quantidade de componentes. Ao contrario das emulsdes usuais, as microe-
mulsdes se formam apds a mistura simples dos componentes e nao reque-
rem condi¢gdes de alto cisalhamento. Nos sistemas ternarios tais como mi-
croemulsdes onde duas fases imisciveis (agua e "6leo") estdo presentes lo-
go depois da fase de tensoativo, as moléculas de tensoativo formam uma
monocamada na interface entre o 6leo e a agua. A parte hidrofébica das mo-
léculas de tensoativo esta dissolvida na fase oleosa e a parte hidrofilica das
moléculas de tensoativos esta na fase aquosa. As microemulsdes sdo ter-
modinamicamente estabilizadas pelo tensoativo em uma maneira especial
porque elas ndo sdo simplesmente uma dispersdo de goticulas de 6leo em
agua ou vice-versa, mas uma mistura mais complexa de soluto, solugao,
micelas invertidas e normais e goticulas de microemulsao.

O tamanho de goticula das microemulstes da presente invencéo
esta preferivelmente entre 10 nm e 200 nm, mais preferiveimente entre 30
nm e 100 nm.

A substancia lipofilica do sistema de microemulsdo da invengao
pode ser selecionada do grupo compreendendo 6leos naturais (por exemplo,
6leo de soja), éster de acidos alquilicos de cadeia média com glicois, octil-
dodecanol, 6leos de silicio, parafinas, acidos graxos e/ou seus ésteres, e

vitaminas como riboflavina, niacinamida e/ou L-carnitina.
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A microemulsdo de acordo com a presente invengao & preferi-
velmente transparente ou opaca clara. As microemulsdes sdo de fase unica
em uma dada faixa de pressao, temperatura e composicdo. Ao contrario das
emulsdes, elas sdo sistemas termodinamicamente estaveis devido aos seus
tamanhos pequenos de particula e elas possuem a vantagem de que elas se
formam espontaneamente e sdo estaveis mesmo se armazenadas durante
um longo tempo.

Sujeitas ao tipo de tensoativo usado, as microemulsées sao dis-
tintas em microemulsdes idnicas e nao-idnicas.

No termo "valor de HLB", HLB significa equilibrio hidrofilo-lipofilo.
Os tensoativos com um HLB baixo sdo mais lipofilicos € assim tendem a
produzir uma emulsdao de agua em o6leo, enquanto aqueles com um HLB e-
levado sdo mais hidréfilos e tendem a produzir uma emulsdo de 6leo em a-
gua. O valor de HLB de cada tensoativo é determinado por uma andlise das
caracteristicas do tensoativo. Uma lista de valores de HLB para varios ten-
soativos esta disponivel em muitas referéncias tais como o Handbook of
Pharmaceutical Excipients, 32 Edigdo. O valor de HLB pode ser usado para
predizer as propriedades do tensoativo de uma molécula, tipicamente um
valor de 3 a 6 indica um emulsificante de A/O, um valor de 7 a 9 indica um
agente umectante, um valor de 8 a 12 indica um emulsificante de O/A, um
valor de 12 a 15 ¢é tipico de detergentes, € um valor de 15 a 20 indica um
solubilizante ou hidrétropo.

Preferivelmente, o tensoativo da presente invengcao pode ser
selecionado do grupo compreendendo 3-sn-fosfatidilcolina, soja (fosfolipona
90), soja reduzida (fosfolipona 90H), 3-(3sn)-fosfatidilglicerol soja (fosfolipo-
na G), dimiristoilfosfatidilglicerol, liso-fosfatidilcolina, dipalmitoilfosfatidilglice-
rol, e/ou seus sais fisiologicamente aceitaveis, acido desoxicolico, acido coli-
co, acido litocolico, acido quendodesoxicolico, acido hiodesoxicolico, acido
tri-hidroxicoprostanico, acido ursodesoxicélico, acido taurocdlico, ou acido
glicocdlico e/ou seus sais fisiologicamente aceitaveis, assim como éteres de
alcoois etoxilados e alcoois alquilicos (C6-C16), éster alquilico com C8-C20

com Aalcoois etoxilados, éster de acidos saturados e insaturados com C8-C20
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com agucares, alquiletersulfatos como poliéter de 6leo de mamona e 6xido
de etileno (cremefor EL), éter de alcool graxo de polioxietileno, monoéster
polissérbico, poloxamero, poloxamina.

Preferivelmente, a microemulsdo da presente invengdo pode
consistir em pelo menos um tensoativo sendo selecionado do grupo de éte-
res de alcoois etoxilados e alcoois alquilicos (C6-C186), éster alquilico com
C8-C20 com alcoois etoxilados, ésteres de acidos saturados e insaturados
com C8-C20 com agucares, sulfatos de éter alquilico como poliéter de dleo
de mamona e 6xido de etileno (cremofor EL), éter de alcool graxo de polioxi-
etileno, monoéster polissérbico, poloxamero, e poloxamina, pelo menos uma
substancia lipofilica sendo selecionada do grupo compreendendo 6leos natu-
rais (por exemplo, 6leo de soja), éster de acidos alquilicos de cadeia média
com glicdis, octil-dodecanol, oleos de silicio, parafinas, acidos graxos e/ou
seus ésteres, riboflavina, niacinamida, e L-carnitina, sais fisiologicamente
aceitaveis, e agua.

Ainda mais preferivelmente, o sistema de microemulsdo da pre-
sente invencgao pode consistir em um tensoativo sendo selecionado do grupo
de polissorbato, 6leo de mamona polietoxilado, e mono-oleato de sorbitano,
pelo menos uma substancia lipofilica sendo selecionada do grupo compre-
endendo 6leos naturais (por exemplo, 6leo de soja), éster de acidos alquili-
cos de cadeia média com glicéis, octil-dodecanol, 6leos de silicio, parafinas,
acidos graxos e/ou seus ésteres, riboflavina, niacinamida, e L-carnitina, sais
fisiologicamente aceitaveis, e agua.

Foi surpreendentemente observado que a escolha do tensoativo
desempenha o papel mais importante na eficacia do sistema de microemul-
sdo. Assim, as investigagbes foram realizadas mostrando que os sistemas
altamente eficazes sdo baseados nos tensoativos poliméricos apresentados
acima.

Mais preferivelmente, o tensoativo possui um valor de HLB entre
7 e 13, mais preferivelmente entre 9 e 11.

Devido a provisdo de uma substancia lipofilica na microemulsio

uma distribuicdo ainda melhor das substéncias ativas pode ocorrer. Desta
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maneira, areas mais amplas de tecido podem ser afetadas por uma injegéo
unica.

Em uma modalidade preferida da presente invengédo o sistema
ainda compreende um cotensoativo.

Em geral, o cotensoativo € menos lipofilico do que o tensoativo
com um valor de 9 a 17.

Assim, uma outra estabilizagdo do sistema de microemulséo da
invengdo pode ser alcangada resultando em uma vida de util mais longa.

O cotensoativo pode em particular ser selecionado do grupo de
3-sn-fosfatidilcolina, soja (fosfolipona 90), soja reduzida (fosfolipona 90H), 3-
(3sn)-fosfatidilglicerol soja (fosfolipona G), dimiristoilfosfatidilglicerol, liso-
fosfatidilcolina, dipalmitoilfosfatidilglicerol, e/ou seus sais fisiologicamente
aceitaveis, acido desoxicolico, acido colico, acido litocdlico, acido quendode-
soxicolico, acido hiodesoxicolico, acido tri-hidroxicoprostanico, acido ursode-
soxicolico, acido taurocélico, ou acido glicocdlico e/ou seus sais fisiologica-
mente aceitaveis, assim como éteres de alcoois etoxilados e alcoois alquili-
cos (C6-C16), éster alquilico com C8-C20 com alcoois etoxilados, éster de
acidos saturados e insaturados com C8-C20 com agucares, alquiletersulfa-
tos como poliéter de 6leo de mamona e 6xido de etileno (cremefor EL), éter
de alcool graxo de polioxietileno, monoéster polissérbico, poloxamero, polo-
xamina.

De acordo com uma outra modlidade preferida da presente in-
vengao o sistema adicionalmente compreende um alcool.

Os alcoois particularmente preferidos sdo alcoois C2-C8, e em
particular etanol, propileno glicol e glicerina.

Em uma modalidade preferida da presente invencgédo, a relagao
de massa da substancia lipofilica para o tensoativo esta preferivelmente en-
tre 10: 1 e 1:10 % em peso, mais preferivelmente de 1:0,2e 1:1,5 % em
peso.

A concentragdo do tensoativo no sistema de microemulséo esta
preferivelmente entre 0,5 e 50 % em peso, em particular entre 5 e 25 % em

peso.
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O valor do pH do sistema de acordo com a presente invengéo €
neutro e varia preferivelmente entre 5,0 e 9,0, mais preferivelmente entre 6,0
e 8,0.

Sob o termo doencga e/ou condigdo do tecido adiposo, em parti-
cular, quaisquer depdsitos de gordura local indesejados e/ou os seguintes
exemplos de doenga incluindo simples aparéncias nio-estéticas como celuli-
te, sdo entendidos:

Lipomas sdo tumores benignos de desenvolvimento vagaroso de
células gordurosas, de preferéncia localizados no tecido adiposo subcuta-
neo, que podem ocorrer em varias formas e caracteristicas. Elas podem
formar muco, carbonato de calcio e/ou se tornar ossificadas. Adicionalmente,
a formacgdo aumentada de tecido conectivo e capsulas pode ocorrer junta-
mente com 0s vasos sanguineos recentemente formados que séo todos
classificados como anormais por causa da compressao sobre os vasos san-
guineos, assim como sobre as células nervosas € algética. Lipomas ocorrem
em varias sindromes como, por exemplo, a sindrome de Vardner, a sindro-
me de Lanois-Bensaude e a sidrome de Proteus.

A lipomatose dolorosa e celulite sdo formas especiais de prolife-
ragao hipertréfica de tecido adiposo que € localizada entre a fascia adiposa
dérmica e a parte inferior da derme. Devido as influéncias hormonais, uma
capacidade aumentada de ligar agua nestas células gordurosas € observa-
da, que elas proprias iniciam a pressdo e causam subsequentemente con-
gestdes nos vasos linfaticos. Adicionalmente, compressao e irritagédo nos
nervos sensiveis periféricos sao aplicadas de modo que os pacientes tém
uma sensibilidade extrema ao contato. Ao longo dos anos, nédulos gorduro-
sos localizados disseminados irregulares podem se formar sob a derme fina
que sao dolorosos e apresentam um carater nao-estético.

Neste contexto também, as condigdes como Lipoedema ou sin-
drome lipodistréfica devem ser mencionadas.

As doengas do tecido adiposo acima abordadas demonstram,
em comparacgio com as condigcdes do tecido patofisiolégico de doenga adi-

posa relacionada com a alimentacdo, que podem ser identificadas por cica-
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trizes histologicas e pardmetro de inflamagao assim como modificagdes na
morfologia histoldégica do tecido adiposo.

Sob o termo regresséo, € em particular entendido que a lipdlise
do tecido adiposo e a degeneracao do tecido adiposo prolifico estdo ocor-
rendo.

O tratamento com uma formulagao da presente invengéao & pre-
ferivelmente direcionado ao tecido com celulite e/ou depdsitos locais de teci-
do adiposo nao-estético. Em comparagdo com os tratamentos conhecidos,
especialmente as areas de carater principalmente nao-estético sdo muito
receptivas ao efeito benéfico de uma boa biocompatibilidade e uma biodis-
ponibilidade intensificada, tal que as areas mais amplas podem ser alcanga-
das com uma unica aplicagao.

Em geral, todo tecido adiposo indesejavel e/ou ndo-estético po-
de ser tratado com as formulagdes da presente invengado. Isto inclui tecido
adiposo ao redor dos olhos, nas faces, no pescogo e regido do queixo, nas
costas, sob e ao redor dos bragos, nas coxas, na regido do estdmago supe-
rior e inferior, no joelho, e/ou nos assim chamados quadril, gluteo e nadegas.

Em particular, com o uso de microemulsdes de acordo com a
presente invencao, os depdsitos locais de tecido adiposo nao-estético ao
redor dos olhos, sob os bragos, no pescogo e na regido do queixo e/ou nas
coxas séo preferivelmente tratados. Essas regides do corpo frequentemente
apresentam uma sensibilidade elevada de modo que uma possivel redugao
dos pontos de injegdo e frequéncia de injegdo seja especialmente mais be-
néfica para o tecido nas regides mencionadas.

A preparagdo de um sistema de microemulsado da presente in-
vengao pode, por exemplo, ser tal que pelo menos um tensoativo e pelo me-
nos uma substancia lipofilica sdo misturados em agua em uma relago di-
vulgada acima. A preparacdo pode ser levada adiante por qualquer forma
conhecida de preparagdo de microemulsoes.

A aplicacdo de um sistema de microemuls&o da presente inven-
¢do pode ser realizada por qualquer forma de inje¢do ou aplicagdo topica,

em particular por injecdo subcutanea, por injecao intra-arterial, por injegao
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intramuscular ou por inje¢do intravenosa.

Uma aplicagao percutanea também € possivel com varios meios
de veiculo. Nesta aplicagao, diversas técnicas de auxilio como a iontoforese
podem ser aplicadas. A aplicagdo pode, por exemplo, ser feita por pressao
hidrostatica. Deste modo uma distribuicao uniforme é realizada.

Preferivelmente, cada unidade da formulagdo possui uma dose
distinta do sistema de microemulsdo como ingrediente ativo. Esta dose pode
alcangar de cerca de 10 mg a cerca de 3000 mg, preferivel de cerca de 100
mg a cerca de 1000 mg, por peso total do tensoativo.

Para o tratamento de um paciente adulto por aplicagao de solu-
¢oes de injegao, doses diarias de 5 mg a 5000 mg, preferivel de 250 mg a
2500 mg por meio de injegao por peso total do tensoativo dependente do
tamanho do tecido adiposo a ser tratado sao administradas.

A dose também é dependente do tamanho do depdsito de gor-
dura e/ou da distribuicdo desordenada das células de gordura e/ou do tipo
de doenca adiposa. Deve ser adaptada com as necessidades do paciente
individual, no caso de lipomas pequenos ainda quantidades de 10 mg a 50
mg podem ser usadas.

Exemplos:

Os efeitos sobre a citotoxicidade nos adipécitos usando ensaios
de liberagao de LDH e liberagado de Calceina-AM de compostos de 4 liquidos
foram testados com numeros de referéncia:

1 TWEEN 80 (sendo um polissorbato 80);

2 CREMOPHOR EL (sendo um 6leo de mamona polietoxilado);

3 SPAN 80V (sendo mono-oleato de sorbitano), e

como exemplo de referéncia para um sistema da técnica anterior
4 LIPOSTABIL TM (sendo uma fosfatidilcolina e acido biliar contendo solu-
¢do de injegao de lipolise).

As experiéncias foram executadas em placas 96 pogos e uma
diluicdo de 1:512 sugere que 0,37 pl de meios de compostos liquidos foi adi-
cionado diretamente nas células em 200 pl de meio DMEM. A diluicdo foi

feita em temperatura ambiente e uma microemulsdo completa e incolor ou
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amarela foi observada apoés 4 horas.

Procedimentos Experimentais

Culturas Celulares:

Pré-adipocitos humanos primarios foram obtidos da Promocell
(Heidelberg, Germany). O numero de ordem é C-12731 e o Lot-No 5112201
(abddébmen, mulher branca de 44 anos de idade).

Protocolo da cultura:

Células pré-adipécitas humanas foram mantidas em Preadipocy-
te Growth Médium (DMEM; BioWhitaker Cat: BE12-604F/U1; Lot N°
6MBO0130 contendo 10 % de FCS inativado por calor e 1 % de penicilina-
estreptomicina) a 37 °C em uma atmosfera imida de 5% de CO2. As células
foram espalhadas em varios frascos T75 para alcangar confluéncia de 60 a
80 %. Para diferenciar, os pré-adipocitos (104 células/pogo) foram cultivados
em placas de 96 pocos para alcangar confluéncia. Neste ponto (dia 0), as
células foram transferidas para o meio de diferenciagédo (DMEM, 10% de
FBS, 0,25 uM de dexametasona, 0,25 mM de IBMX, e 1 ug/ml de insulina)
durante 3 dias, com uma mudanga de meio nos intervalos. No dia 3, a de-
xametasona e IBMX foram removidos deixando insulina sobre as células
durante um adicional de 4 dias, mudando o meio a cada 2 dias. Depois dis-
so, as células foram mantidas na propagacdo original DMEM, mudando o
meio a cada 2 a 3 dias até o uso. As placas onde as células sdo >75 % dife-
renciadas foram usadas para as experiéncias (dia 10 apds a indugéo). Os
adipécitos sdo redondos e cheios de glébulos de gordura facilmente distin-
guiveis apo6s 7 dias de cultivo.

Ensaios de citotoxicidade: O CytoTox-ONE® Homogeneous
Membrane Integrity Assay da Promega foi usado para estudar a liberagéo de
LDH (O nimero de ordem G7892 e o Lot-No 234242/27/09/08). Os adipoci-
tos diferenciados foram tratados com os compostos de teste durante 24 ou
48 horas e a liberacdo de LDH detectada usando um ensaio fluorimétrico
CytoTox-ONE (ver acima) de acordo com as instrugdes do fabricante. A libe-
ragcdo maxima de LDH foi determinada mediante a lise completa das celulas

usando 0,1 % de Triton X-100. As células de controle tratadas com agua iso-
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ladamente foram usadas para determinar o nivel de linha de base da libera-
¢ao de LDH (0 % de morte celular). A fluorescéncia foi detectada em um a-
parelho Genius Pro usando placas especificas com 96 micropogos para fluo-
rescéncia. Usamos filtros de excitagdo na faixa de 530 a 570 nm e filtros de
emissao na faixa de 580 a 620 nm.

Calculo dos Resultados

As porcentagens de citotoxicidade por liberagdo de LDH foram
calculadas de acordo com a instrugdo do fabricante
(http://www.promega.com/tbs/tb306/tb306.pdf)

(Experimental — FormagdodoMeiodeCultura)
(Liberag¢doMaximade DH — Formag¢dodoMeiodeCultura)

Percentualdecitotoxicidade =100x

De acordo com este calculo a liberagdo espontdnea nas células
nao tratadas pode indicar uma certa citotoxicidade nas células nao tratadas.
Isto pode ser explicado porque apds a confluéncia dos pré-adipdcitos algu-
mas das células ndo se diferenciaram em adipécitos e certa citotoxicidade
no crescimento excessivo das células deve ser esperada. Vulgarmente ob-
servamos que nas células pré-adipdcitas confluentes ndo tratadas a libera-
¢do de LDH pode alcangar valores de até 15 a 20 % da liberagdo de LDH
total induzida por Triton X-100 (100 % de liberagdo) e nos adipdcitos diferen-
ciados a liberagdo de LDH espontanea pode alcangar valores de até 35 %
(dependendo do tempo de cultivo). Este tipo de calculo pode induzir a ma
interpretagédo e, portanto, a citotoxicidade especifica foi calculada de acordo

com a seguinte férmula:

x (% liberagdo de LDH espontéanea - % liberacdo de LDH espontanea
(% liberagdo de LDH induzida por Triton - % liberacdo de LDH espontanea)

%S.C.:100% x

Valores S.C. abaixo de 0 % foram considerados arbitrarios como 0 % de
citotoxicidade induzida por substancia.
Ensaio de citotoxicidade em células aderentes (3T3-L1) usando o método de
Calceina-AM:

As células foram semeadas dentro de placas de 96 pogos em

104 células viaveis por pocos e deixadas para se ligar na placa durante 24 h.
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ApGs 24 h, as células foram estimuladas como indicado durante mais 24 h.
Sob estas condi¢des de cultivo, as células 3T3-L1 nao foram diferenciadas
dos adipécitos. Depois, os pogos foram lavados e as células incubadas com
Calceina-AM (1 pM) (Molecular Probes) durante 30 min. Entdo, a fluores-
céncia das células viaveis foi detectada em uma leitora de placa de microti-
tulo (TECAN Genius Pro). Usando este método, a absor¢gdo de Calceina-AM
pelas células viaveis é medida. A Calceina-AM foi hidrolisada por esterases
celulares e depois a fluorescéncia emitida pela calceina é detectada na leito-
ra de placa (excitagdo: 490 nm, emiss&o: 515 nm).

Analise de autofluorescéncia das substancias de teste: Nenhum controle de

célula com meio e substancia de teste isoladamente foi preparado para de-
terminar o efeito do composto de teste na formacéo de fluorescéncia. Usou-
se filtros de excitacdo na faixa de 530 a 570 nm e filtros de emiss&o na faixa
de 580 a 620 nm. Observou-se que nenhuma das substancias de teste inclu-
idas neste estudo apresentou autofluorescéncia.

Efeitos das substidncias de teste tanto sobre os pré-adipdcitos quanto sobre

os adipdécitos diferenciados (liberacéo de LDH):

Para confirmar a atividade citotdxica da substancia de teste em
certas concentragbes, os adipdcitos primarios humanos nao-diferenciados
(tratamento de 24 h) e diferenciados das cuituras foram tratados com as dilu-
icoes indicadas durante 24h e 48h e a liberacdo de LDH medida nos sobre-
nadantes.

Tabela 1: Efeitos das substancias de teste tanto sobre os pré-adipocitos

quanto sobre os adipdcitos diferenciados (liberagéo de LDH)

téf:;c;a dzutt;ss-te diluicéo pré-adipbcitos adipdcitos diferenciados
24h 24h 48h
1 1:512 Toxico (38,1%) Toéxico (42,8%) | Toxico (100%)
1:512 Toéxico (32,6%) Toxico (56,1%) | Toxico (100%)
2 1:10000 ndo téxicos n&o téxicos !:Z::’;n(ezrgz;z;
1:512 ndo toxicos nao toxicos
3 1:10000 nao toxicos ndo téxicos
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ANO -da subs- diluigdo pré-adipécitos adipécitos diferenciados
tdncia de teste
4 (técnica an- 1:512 nao tdxicos néo téxicos

terior) 1:10000 n&o toxicos n&o toxicos

Efeitos citotdxicos da substancia de teste sobre os adipdcitos:

Absorgao de Calceina-AM: As células foram incubadas com dife-
rentes concentragbes dos compostos de teste durante 24 h e a viabilidade
celular foi analisada pelo método de Calceina-AM fluorescente. Neste tipo de
ensaio, a RFU mais elevada (unidade fluorescente relativa) corresponde as
células viaveis.

Tabela 2: Diluigdes onde a citotoxicidade sobre os adipécitos ainda esta pre-

sente.
N® dz(:‘t’::tfnc'a diluigao Ad'p;:“:tfs'a‘(ﬁ;a'ce' Adipécitos (LDH)
24h 24h

1:50 toxicos téxicos

1:100 Toxico Toéxico

1:200 Toéxico Toxico

1:400 Toéxico Toxico

1 1:800 Toxico Toxico
1:1600 Toéxico (49,3%) Nao tdxico
1:3200 Nao téxico Nao toéxico
1:6400 Nao toxico Nao téxico
1:12800 Né&o téxico Nao téxico

1:50 toxicos Toéxicos

1:100 toxicos toxicos

1:200 téxicos toxicos

1:400 toxicos Toxico (43,6%)

1:800 Toéxico (48,4%) N&o toéxico
2 1:1600 Leve(n;‘;f’zt;t;’ xico N0 toxico
1:3200 Leve(rgzr”zt‘;:)o x1co N0 toxico
1:6400 N&o tdxico Nao téxico
1:12800 Nao toxico Nao téxico

1:12,5 Toéxico Toxico

3 1:25 Toéxico Toxico
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1:50 Toxico Toxico
1:100 Toxico Toéxico
1:200 Toxico Toéxico (34,9%)
3 1:400 Toxico Nao-toxico
1:800 Levemente tdxico Nao-toxico
(34,9%)
1:1600 Nao téxico Nao téxico
1:3200 Nao téxico Nao téxico
1:12,5 Toéxico Toéxico
1:25 Toéxico Téxico
1:80 Toéxico Toxico
o _ 1:100 Toxico Toxico
4 (tecnff; anteri- 1:200 Toxico Toxico (25,9%)
1:400 Toxico (50%) Nao téxico
1:800 N&o téxico Nao toéxico
1:1600 Nao toxico Nao téxico
1:3200 N&o toxico N&o toxico

Como pode ser visto a partir da tabela 2, o efeito do uso de mi-
croemulsdes de acordo com a presente invengao em lipdlise de adipdcitos é
derivado mesmo em uma diluigdo muito mais elevada do que o exemplo de

5 referéncia sendo um sistema de fosfatidilcolina e acido biliar (Lipostabil TM).
Na base dos exemplos acima, as dilui¢des foram calculadas em
que 50 % ainda estavam com vida no caso do ensaio de Calceina ou que
geraram 50 % de morte celular no caso do ensaio de LDH. Os resultados

sao mostrados na seguinte tabela 3:

ensaio de Calceina ensaio de LDH
N° da substancia de teste dilu’igéo em c}ue 50 %_ das | diluigédo gerando 50 % de
células estdo com vida morte celular
1 1:1631 1:328
2 1:793 1:184
3 1.724 ND*
4 (técnica anterior) 1:438 1:32

10  *ND: nenhuma curva pode ser estabelecida para o ensaio de LDH. Cerca de
30% das células foram mortas com concentragbes variando de 1:12,5 a

1:200.
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REIVINDICAGOES

1. Uso de uma microemulsdo que compreende pelo menos um
tensoativo tendo um valor de HLB entre 5 e 15, pelo menos uma substancia
lipofilica e agua para a preparagdo de uma formulagdo para o tratamento de
doenga e/ou condigdo de tecido adiposo.

2. Uso de acordo com a reivindicagado 1, caracterizado pelo fato
de que a microemulsdo possui um tamanho de particula entre 5 nm e 200
nm, preferivelmente entre 30 nm e 100 nm.

3. Uso de acordo com a reivindicagdo 1 ou 2, caracterizado pelo
fato de que a microemulsdo adicionalmente compreende um aicool.

4. Uso de acordo com uma ou mais das reivindicagbes prece-
dentes, caracterizado pelo fato de que o pelo menos um tensoativo possui
um valor de HLB entre 6 e 12.

5. Uso de acordo com uma ou mais das reivindicagoes prece-
dentes, caracterizado pelo fato de que o pelo menos um tensoativo € sele-
cionado do grupo consistindo em 3-sn-fosfatidilcolina, soja (fosfolipona 90),
soja reduzida (fosfolipona 90H), 3-(3sn)-fosfatidilglicerol soja (fosfolipona G),
dimiristoilfosfatidilglicerol, liso-fosfatidilcolina, dipalmitoilfosfatidilglicerol, e/ou
seus sais fisiologicamente aceitaveis, acido desoxicolico, acido colico, acido
litocdlico, acido quendodesoxicdlico, acido hiodesoxicélico, acido tri-
hidroxicoprostanico, acido ursodesoxicdlico, acido taurocolico, ou acido gli-
cocolico e/ou seus sais fisiologicamente aceitaveis, assim como éteres de
alcoois etoxilados e alcoois alquilicos (C6-C16), éster alquilico com C8-C20
com alcoois etoxilados, éster de acidos saturados e insaturados com C8-C20
com agucares, alquiletersulfatos como poliéter de 6leo de mamona e 6xido
de etileno (cremefor EL), éter de alcool graxo de polioxietileno, monoéster
polissorbico, poloxamero, poloxamina.

6. Uso de acordo com uma ou mais das reivindicagbes prece-
dentes, caracterizado pelo fato de que a microemulsio consiste em pelo
menos um tensoativo sendo selecionado do grupo de éteres de alcoois eto-
xilados e alcoois alquilicos (C6-C16), éster alquilico com C8-C20 com &lco-

ois etoxilados, ésteres de acidos saturados e insaturados com C8-C20 com
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agucares, sulfatos de éter alquilico como poliéter de 6leo de mamona e Oxi-
do de etileno (cremofor EL), éter de alcool graxo de polioxietileno, monoéster
polissorbico, poloxadmero, e poloxamina, pelo menos uma substancia lipofilica
sendo selecionada do grupo compreendendo oleos naturais (por exemplo,
oleo de soja), éster de acidos alquilicos de cadeia média com glicdis, octil-
dodecanol, 6leos de silicio, parafinas, acidos graxos e/ou seus ésteres, ribo-
flavina, niacinamida, e L-carnitina, sais fisiologicamente aceitaveis, e agua.

7. Uso de acordo com uma ou mais das reivindicagdes prece-
dentes, caracterizado pelo fato de que a microemulsdo consiste em um ten-
soativo sendo selecionado do grupo de polissorbato, 6leo de mamona polie-
toxilado, e mono-oleato de sorbitano, pelo menos uma substancia lipofilica
sendo selecionada do grupo compreendendo 6leos naturais (por exemplo,
6leo de soja), éster de acidos alquilicos de cadeia média com glicoéis, octil-
dodecanol, 6leos de silicio, parafinas, acidos graxos e/ou seus ésteres, ribo-
flavina, niacinamida, e L-carnitina, sais fisiologicamente aceitaveis e agua.

8. Uso de acordo com uma ou mais das reivindicagdes prece-
dentes, caracterizado pelo fato de que a pelo menos uma substéancia lipofili-
ca € selecionada do grupo consistindo em dleos naturais, éster de alquilaci-
dos de cadeia média com glicois, octil-dodecanol, 6leos de silicio, parafinas
e vitaminas.

9. Uso de acordo com uma ou mais das reivindicacbes prece-
dentes, caracterizado pelo fato de que a microemulsado adicionalmente com-
preende pelo menos um cotensoativo.

10. Uso de acordo com uma ou mais das reivindicagdes prece-
dentes, caracterizado pelo fato de que o tratamento é direcionado ao tecido
com celulite e/ou depobsitos locais de tecido adiposo nao-estético.

11. Uso de acordo com a reivindicagao 10, caracterizado pelo fato
de que os depdsitos locais de tecido adiposo nao-estético ao redor dos olhos,
sob 0s bragos, no pescogo e na regido do queixo e/ou nas coxas sao tratados.

12. Microemulsdo como definida em qualquer uma das reivindi-
cagdes 1 a 11, para o tratamento de doenga e/ou condi¢do do tecido adipo-

SO.
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RESUMO
Patente de Invengéo: "USO DE UMA MICROEMULSAO AQUOSA PARA A
PREPARACAO DE UMA FORMULAGAO PARA O TRATAMENTO DE
DOENGCAS ADIPOSAS".

A presente invencgao refere-se ao uso de uma microemulséo que
compreende pelo menos um tensoativo tendo um valor de HLB entre 5 e 15,
pelo menos uma substancia lipofilica, e dgua para a preparagido de uma
formulag&do para o tratamento de doenga e/ou condi¢do do tecido adiposo
com biodisponibilidade melhorada e bom comportamento de liberagéo de

substdncias ativas.
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