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RESUMO

A invengdo refere-se a uma emulsdo aquosa de d&leos de
origem vegetal e/ou marinha contendo fosfolipidos que
compreende fosfolipidos contendo 4&cidos gordos 3-émega
docosa-hexendico (DHA) ou icosapentendico (EPA) numa
quantidade elevada e um éleo vegetal e/ou um éleo marinho.
Ela refere-se também & utilizag8o de fosfolipidos contendo
dcidos gordos 3-dmega DHA ou EPA numa quantidade elevada;
para a fabricagdo de uma emulsdo nutritiva que origina
niveis baixos de triglicérido e de colesterol no sangue, e
para a fabricagdo de um medicamento com efeitos anti-
inflamatérios e imunossupressivos.‘ Os referidos
fosfolipidos contendo os 4cidos gordos 3-émega DHA e EPA
tém efeito terap&utico, como por exemplo efeito sobre as
células inflamatéria e imunoldgicamente activas, por
exemplo, em artrite reumatéide e sepsia, e tém também
efeito sobre o desenvolvimento e o funcionamento normal do
cérebro e da retina e nas doengas cardiovasculares. Também
se incluem composigdes farmacéuticas e nutritivas, assim

como particulas de lipidos compreendendo os fosfolipidos.
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Introdugao:

A presente inveng8o refere-se a meulsles que conté
fosfolipidos de origem marinha e/ou sintética, com uma eleva,
da guantidade (pelo menos 30% (peso/peso) do seu teor total
de dcido gordo) de dcidos gordos omege~3 (em seguida designa
dos &cidos gordos w3) com dcido docosaw~hexanbico, 22:Gw3 (em
sezuida denominado DHA) e dcido eicosapentandico 20:5w3 (em
seguida designado por EPA) em combinac8o, assim como se refe
re & utilizag8o dos mencionados fosfolipidos. Os fosfolipido
s8o utilizados como emulsionantes, substratos nutritivos, co
mo agente farmacologicamente activo numa emulsfo, como compo
nente em couposigldes farmacduticas ou como componentes em paj
ticulas de unm 1fpido.

Fundamentos 4a invencfo:

Sabe-se que se pode administrar emulsdes de lipido
por via intravenosa, paras constituir uma fonte de energia ca
18rica e densa e uma fonte de dcidos gordos essenciais para
aqueles pacientes que t&m dificuldades de utilizaglo de uma
nutrigdo adwinistrada por via oral.

Desde os principios da década de 1960 gue estdo di
poniveis emulsBes de gorduras destinadas & alimentagfo de nu
trientes por via intravenosa e gue revelam efeitos secunddri
insignificantes (Wretlind, A-"Development of fat emulsions",
JPEN 5: no, 3.230-3.235, 1981). '

A referida actividade de desenvolvimento tem inveg)
tigado o efeito das emulsSes que contém um certo nimero de
diferentes gorduras, tais como 8leo do feijfo de soja, dleo
de milho, 8leo de acgafrfo-bastardo, 6leo da semente do algo-
dgo, etc., e diferentes emulsionantes, tais como fosfolipido
do feijfo de soja, fosfollpidos da gema do ovo, etce.
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Emulsles para utilizagf8o nutritiva ou terapéutica
est8o, por exemplo, descritas na patente norte-americana US
4 168 308,

As emulsOes nubtritivas, que sfZo actualmente mais
utilizadas em geral, contém um dleo vegetal como por exemplo
8leo do feijfio de soja e/ou 8leo de acafrfo-bastardo, um age
te emulsionante tal como um fosfolfpido da gema do ovo e dgud,
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juntamente com glicerol. Um exemplo dums emuls8o desse tipo
é Intralipid (marca registada), produzida desde 1962 e coumer,

cislizada por Kabi Pharmacis AB. A Tntralipid‘®) & 10% com-
preende 10% de um dleo tal como o 8leo do feijfo de soja e

1,2% de fosfolipidos da gema do ovo.

Os diferentes dcidos gordos nos lfpidos tém diver-
sas propriedades fisioldgicas, bioquimicas e farmacoldgicas,
e durante os Ultimos anos tem-se concentrado um grande inte-
resse acerca da imporiténcia dos dcidos gordos 3w, gue possuen
18 a 22 4tomos de carbono.

Os dcidos gordos 3w, isto € o dcido eicosa-penta-
néico (20:5w3, EPA) e o 4cido docosa-hexandico (22:6w3, DHA)
s80 dcidos gordos fundamentais ao ser humano. Além do seu va
lor autritivo, sabe-se também que t8m efeitos farmacoldgicosl
Os efeitos mais conhecidos e mais importantes sfZo os efeitos
cardiovasculares, os efeitos benéficos sobre doengas inflama)
térias e de autoimunidade e a necessidade dos mencionados dc
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dos gordos para o desenvolvimento normal das fungles cerebrais
e da retina.

[O]

Os referidos efeitos t8m uma importéncia tal gue s
tem desenvolvido muito trabalho para produzir boas composi-
¢Oes nutritivas contendo uma elevada quantidade de 4cidos go
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dos 3w. Vejam-se, por exemplo, a patente internacional WO 87
/02247 (Baxter) e a patente norte-americana US 4 820 731 (Wew
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England Deaconess Hospital) nas quais se utilizam dleos mari
nhos, 08 quals possuen ume elevada gquantidade de dcidos gor-
dos 3w, EPA e DHA,

0 paciente também precisa de 4cidos gordos dmego-6
(em seguida denominados dcidos gordos wb, que s&o encontra-
dos, por exemplo nos Sleos vegetais. As composigSes nubriti-
vas administradas & pacientes devem, portanto, compreender
também um Sleo vegetal apropriado. A infusfio de emulsdes de
1lipidos que possuem 4cidos gordos w6, no entanto, +8&m como
resultado um anmento do nivel de colesterol e de triglicéri-
dos em alguns pacientes; o que deve ser evitado. Até este mo
alguns pacientes gue dependem da nutrig8o por via parentéric
ngo tém sido capazes de evitar um certo aumento da gquantidad
total de glicerol e de triglicéridos quando se administra um
emuls&o contendo principalmente dcidos gordos w6. Os dcidos
gordos w6 também aumentam o nivel de eicosandides e leucotri
enos, os quais, quando sfo produzidos em excessos nalguns pa
cientes, por exemplo com reacg¢ldes inflamatdrias e imunoldgi-
cas hiperactivas, podem ter efeitos prejudiciais.

Saube-se que os fosfollpidos contendo EPA ou DHA s8
Utels em diversos sectores técnicos, tais comwo alimentos, co
néticos, agicultura, etc. e t8m sido revelados diferentes pr
cessos para a sua produglo. Veja-se, por exemplo, as patente
japonesas Y 02097393 e ¥ 01050890,

A utilizag8o de fosfollpidos contendo EPA ou DHA
como emulsionante para uma emulsgdo de EPA-triglicérido e uma
emuls8o de triglicérido-DHA, respectivamente, tem sido inves
tigada por Hamazaki T. et al,, in "Biochem. and Biophys. Res
Comm., volume 151, n@. 3, 1386-1394, 1988, em "LIPIDS", volu
me 22, n% 12, 1031-1034, 1987 e ew "Thrombosis Research",
volume 44, 1986 (673-682). Hamazaki constatou, por exemplo,

mento,
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que os dois niveis EPA e DHA nas plaguetas e nas membranas
RBC (células sangufneas vermelhas) aumentam de forma signifi
cativa guando uma das duas emulsSes, a de EPA ou a de DHA,
respectivanente, era administrada por via intravenosa duran-
te un curto periodo de tempo. Os lipidos sanguineos permane-
ciam inalterados, excepto no caso dos dcidos gordos livres,
que diminuiam. A agregacfo das plaguetas e a adesfo dos leu-
céeitos foram reduzidos, principalmente depois da dministra-
¢8o da emulsfo gque continha o EPA.

0 pedido de patente sueca SE & 705 122-3 refere-se
2 wi processo para a produgdo de emulsles gordas com fosfoll
pidos a partir dos ovos, como agente emulsionante, constitul
das por pelo menos 10% (em peso/peso) de dcidos gordos w3, e
gue os fosfolipidos derivam dos ovos de animais alimentados
com uma dieta rica em 8leos marinhos.

O mencionado processo de incorporagdo de dcidos gof
dos w3 nos fosfolipidos é, no enbanto, oferecido com as limi
tagles naturais. NHo ftem sido possivel exceder cerca de 15%
(em peso/peso) de dcidos gordos w3 nos fosfolipidos deriva-
dos pelo citado processo, sendo o nfvel de EPA de cerca de
2% (em peso/peso), o qual, nas emuls¥es de lfpidos convencig
nais, deve ser considerado cowc estando abaixo do nivel para
efeitos terapduticos.

Os fosfolfpidos dos ovos descritos no pedido de pa
tente sueca acima mencionada nfo t8m, necessdriamente, o0s suj
tos efeitos terapéuticos.

Dado que existe uma prova gue sugere gue 0 EPA en
dieta pode proporcionar algum beneficio clinico no tratamen—
to das doengas inflamatdrias (Salmon, n-3 "News", volume IT
(3) 1987), & importante ter uma guantidade elevada de DHA,
assim como de EPA nos fosfolipidos.
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& patente alemf DE 3 347 269 descreve um processo
sobre a maneirs como produzir sinteticamente lecitina e liso
-lecitina contendo EPA e/ou DHA, mas nfo revela nada en relg
¢Bo & quantidade total de dcidos gordos w3 incorporados ou A
utilizag¢8o terapdutica do produto.

Todavia, ninguém investigou acerca dos efeitos big|
légicos e a poténeia dos fosfolipidos e os comparou com oS
efeitos dos triglicéridos contendo os 4cidos gordos w3, EPA
e DHA, em elevada quantidade, em combinacfo.

Descriclio da invenc8os

Constatdmos agora que, gquando se utiliza os deidos
gordos 3w, DHA e EPA, em quantidade elevada, em combinagfo
nos fosfolipidos de origem marinha ou sintética, em vez de o
utilizar como triglicéridos, mas em conjunto couw um 8leo ve-—
getal contendo dcidos gordos wé numa ewuulsfo nutritiva de li
pidos, as quantidades de colesterol do soro e de triglicéri-
dos sfo surpreendentemente inferiores ds quantidades obtidas
cow o mesmo teor de dcidos gordos administrados como Sleo de
peixe. lediznte a utilizacgBo desta origem dos 4cidos gordos

w3 nos fosfolipidos, a guantidade de todos os importantes 4cj

dos gordos w3, em conjunto com todos os dcidos gordos wb in-
portantes e essenciais foil aumentada nas membranas bioldgicas
Além disso, a incorporagfio dos dcidos gordos w3 nas membranas
bioldgicas aumenta duma forma inesperada.

De méxima surpress e importante & a constatacfo de
que o DHA ¢ especificamente aumentado nos fosfolfpidos da mef
brana. Isto é muitf{ssino importante, visto gque o DA, sendo
o deido gordo w3 mais importante nos fosfolfpidos nas membra
nas bioldgicas, nfo compete com e nfo diminui o nfvel do dei
do araguiddnico, o mais importante dos Acidos gordos w6 nos
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fosfolfpidos nas membranas bioldgicas, tanto quanto o faz o
dcido EPA. Nos ésteres do colesterol tembém sfo aumentados o
nivel do EPA e do 4cido alfa-linoleico.

En todas as fracgdes dos 1fpidos, o nivel do 4cido
araquidénico, que é o dcido gordo w6 importante nas membrana
bioldgicas, msntém-se constante. Isto & contrdrio ¥ redugfo
do dcido araguiddnico nas membranas bioldgicas, que se obser
va quando se utilizam as dosagens terapéuticas de fleos mari
nhos contendo uma elevada gquantidade de FPA. Apds a adminis-
trac@o de fosfolfpidos de peixe (de acordo com a invengfo),
no entento, até mesmo os niveis de triglicédridos dos dcidos

gordos wb s8o aumentados.

Isto indica qgue o metabolismo do dcido araguiddnic
pare os eicosandides & reduzido e, assim, os 4cidos gordos
w6 ficam em bom equilfbrio com os 4dcidos gordos w3 e sfo pou
pados como componentes importantes nas membranas bioldgicas.

As constatagles s8o de interesse mfximo para as em)
s0es nutritivas, dado que a quantidade total de colesterol d
gsoro e de triglicéridos deve ser mantida +80 reduzida quanto
possivel e os niveis dos 4cidos gordos w6 e dcidos gordos w3
nas membranas bioldgicas devem ser mantidos em equilfbrio.

De interesse mdximo sfo também as verificagles par
se obter nfveis bem equilibrados e normais de dcidos gordos
essenciais, ou seja os dcidos gordos w3 e também os dcidos
gordos w6, para as emulsles nutritivas destinadas a bébés pry
maturas e bébés recém-nascidos, que necessitam de 4cidos gor
dos w3, assim como 4cidos gordos w6, para um desenvolvimento
normal do cérebro e da retina.

Love et al., "Annals of the Rheumatic Diseases",
1990, 49, pdginas 611-614 demonstrou que os fosfolipidos de
ovos s&o acumulados nas células imunologicamente activas,.
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Billiar T R. et al., ("Fatty acid intake and Kupffer cell
function; Fish oil alters eicosanoid and monokine production
to endotoxin stimulation", Surgery, 104, 343-349, 1988) de-
monstrou que os dcidos gordos w3 sfo incorporados nas célu-
las Rupfier e t8m efeitos anti-inflamatérios nas referidas
células, quando o 6leo de peixe com os 4cidos gordos w3 foi
administrado oralmente. Verificdmos agora que o dcido gordo
w3 contendo fosfolfpidos marinhos se acumulam nas células
fupffer e que o 4cido DHA proveniente dos fosfolfpidos marinhos
¢ incorporado nos fosfolfpidos das membranas com uma especi-
ficidade e poténcia inesperadamente elevadas. Tawbdém os outrps
dcidos gordos w3 essenciais, o EPA e o dcido alfa~linoleico,
que sfo aumentados nos ésteres de colesterol, assim como 08
dcidos gordos w6 essenciails sfo aumentados nos 1fpidos neu-
tros. O aumento nos lipidos das meubranas dos dcidos gordos
w3, assim como dos dcidos gordos w6 mostra que a poténecia do
dcido gordo w3 & significativamente maior apds a administra—
¢8o do dcido gordo w3 contendo fosfolipidos marinkos em con-
junto com um Sleo vegetal em emulsfo (a presente invencfo) dp
que apds a administracl8o de quantidades compardveis de deido
gordos w3 e dcidos gordos wbé em 8leo vegetal e 6leoc de peixe)
respectivamente, numa ewulsfo.

(23

Os fosfolipidos de acordo com & invengfo acumulan-—
-se nas células de Kupffer e, assim, podem ser utilizados pa
ra reduzir a proporgfo de dcidos gordos w6 e dcidos gordos
w3 e células imunologicamente activas estimuladas para o tr

T

tamento de doencas com maiores reaccles inflamatdrias e imu-
noldgicas, por exemplo, sepsia, artrite reumatdide ou outras
doengas da antoinmunizacfo ou inflamatdrias.

A invenc8o refere-se assim a uma emulsfio gue conm-
preende um Sleo vegetal e/ou um dleo de peixe, 0 qual contém
fosfolipidos com 4cidos gordos dmega—3 DHA e EPA, em guanti-




dade elevada, e em comwbinag8o, & qual emulsf@o pode ser utili|
zada como uma emulsf@o nutritiva para satisfazer a exigéncia

de deidos gordos essenciais, por exemplo ew TPN de longo pra
z0 e para bébés prematuros ou recém-nascidos. A referida emu
s8o também pode ser utilizada pars fing terapduticos para um
melbor equilibrio entre decido gordo w3 e dcido gordo w6, com
un abaixamento dos 1lipidos de soro, efeitos hemostdticos e ai
ti-inflamatdrios e, em dosagens mais elevadas, com efeito imy

NOSSUPressivos.

Ela refere-se também 3 utilizacgfo de fosfollpidos
contendo 4cidos gordos w3 para a producfo de um medicamento
con efeitos anti-inflamatdrios e imunossupressivos, e ao e~
prego de fowfolipidos com os 4cidos gordos 3-6megs DHA e EPA
em combinaglo, para a preparacho de uma emulsfo nutritiva qug
proporciona anfveis reduzidos de triglicéridos de soro e de o
lesterol e uma proporcdo maeis equilibrada de dcidos gordos
w~6 para dcido gordo w-3 e com efeitos hemostdticos, anti-in
flamnatdrios e imunossupressivos.

A invencBio refere-se tawbém aos fosfolipidos que
contém os dcidos gordos 3-6mega DHA e FPA com efeito terapdu

tico sobre doengas com um excesso de producfo de eicosandides

nas células gus sf8o aciivas de forme anti-inflawatdria e imu
nolégica, na artrite reumatdide, nas situacgldes de inflamaco
e no desenvolvimento e funcionamento do cérebro e da retina.
Un outro aspecto da invengfo consiste na utilizagfo de fosfo
1fpidos com ZPA e DHA numa guantidade elevada, em combinacgHo
com wedicamsntos yue t8m efeitos semelhantes, ou sfo utiliza
dos para fins de diagndstico.
A emulsfo poderia cowmpreender 0,5 a 404 (em peso/

/volune total de emulsSo) de éleo, preferivelmente entre 5%
e 30% (em peso/volume), tal como um dleo de feijfo de soja,
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8leo de cbco, dleo das sementes do algodfo, dleo de agabrfo-
-bastardo, 8leo das sementes de girassol, dleo de linhaga,
Sleo de borragem, §lso das sementes de groselha preta, §leo
de canola, &leo marinho ou uma misturse dos mencionados Sleos)
A quantidade de fosfolipidos de acordo com a invencdo poderif
ser compreeadida entre 0,1 e 30% (em peso/volume da emulsfo
total), preferivelmnente entre 0,1 e 5% (em peso/volume). Os
fdsfolipidos contendo dcidos gosdos w3 poderiam ser de ori-
gem marinhs ou sintética.

Qutros fosfolipidos, tais como a gema do OVO ou 0S

fosfolipidos do feijfo de soja e/ou agentes emulsionantes S1)

I~

téticos poden também ser inclufdos como complementos na emul
s80. A guantidade total de emulsionante estd preferencialuen
te coumpreendida no intervalo entre 0,1 e 30% (em peso/volume
da totalidade da emulsHo).

A emulsfo pode tambdm compreender outros componen-
tes, 08 qguais sfo normelmente incorporados em emulsldes, por

exemplo: monoxzlicéridos de dcidos gordos, componentes para

™

Sularenm as propriedades isotdnicas bais como gliceral; agen—
tes antvi-oxidantes, tais como alfa~bocoferol; componentes pa
Ta regular a estabilidade, tais como os awinodcidos e hidratps
de carbono, vais como frutose e glicose, etCa.

A preparag8o da emuls@o decorre de maneira conven-
cional. Assim, misturam-se os lipidos com a fase aguosa, 08
fosfoldpidos de acordo com & invenc¢8o e, opcionalmente, ou-
tros emulsionantes e agentes auxiliares num dispositivo mis—
turador apropriado ("Thurrax-mixer"). A mistura € em sezguida
homogeneizada num homogeneizador "Moulin-Gaulin, até se obtpr
o tamanho de particulas pretendido, de preferéneia inferior
a 1 micron., Os modos de ajustamento da emulsfo para um tamna-
rho de particulas apropriado sfo bem conhecidos dos especia=~




listas nesta téenica.

Os fosfolfpidos de acordo com & inveng8o podem tam)
bénm ser inclufdos em emulsles que compreendem Slecs de peixel
Guando tiver de ser incluilda umz emulsBlo de Sleo de peixe ny
ma wistura de TNP, poderfo ocorrer alguns proflemas no proceg
so da foruwagdo da mistura, os quals parecem ser evitados qua)

do o agente emulsionante utilizado & constitufdo velos fosio

1fpidos cow dcidos gordos w3 DHA e EPA em combinacfo.

As nossas constatagdes sfio de miximo interesse pa-
ra gue as ewulsles nutritivas mantenhem o quantidade total d

(9%

colesterol e de triglicéridos t8o reduzida quanto possivel p

(53

ra o paciente, e o seja ptimo equilfbrio da proporcfo entre
dcidos gordos wh e dcidos gordos w3 nas membranas bioldgicas)
por exemwplo pars as criangas recém-nascidas ou prematuras, ef
TPN de longo prazo e em situagles com reaccles anti-inflama-

térias e imunoldgicos estimuladas.

Os fosfolipidos de acordo com a invencdo sfo tambéh
concebiveis como componentes em partfculas de lipidos, tais

=4

como lipossomas ou gualguer outrs vesfcula com uma sé camadal
duas camadas ou vdrias camadas.

Os melos e processos sobre como ubtilizar os fosfo-
1ipidos para se preparar as mencionadas vesiculas sfo jé bem
conhecidas de qualguer especialista nesta matéria, visto que
tém sido publicadas numerosas revistas e emitidas diversas
patentes referentes ao citado sector téecnico (pode-se encon-
trar uma vis8o geral sobre a preparagfo dos lipossomas na pu
blicag8o Drug. Dev. Ind. Pharm. 15 (19), 1523-54, 1989),

Un aspecto da invencg8o consiste na utilizac8o dos
fosfolipidos com um elevado teor de dcidos gordos w3 na pre-
paragdo de vdrias vesiculas de lfpidos, quer para administra)
um ou vArios componentes bioactivos, ou para ser uma forma 4
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administragfo em si mesma para os fosfolfpidos, que possuen
uma elevada capacidade terapéutica.,

Componentes bioactivos adicionais podem ser encer-
rados nas vesiculas ou fazerem parte das suas membranas ou
podem, em certos casos, ser conjugados com as moléculas das
nembranas .

Estes sistemas podem ser formados individualumente
para cada molécula bioactiva e dependem da carsga liguida, do
peso molecular e do nlmero de grupos hidrofflicos ou hidrofd
bicos nas moléculas.

Os compostos bioactivos podem ser tals que potencii

lizam os efeitos terapduticos dos dcidos gordos w3 administra

dos, ou qualquer outro medicamento, que seja apropriado para
ser administrado.

Un composto bioactivo wtilizado em combinac8o con
as vesiculas pode também ser um ligando com afinidade 3 um
receptor bioldgico, a fim de originar um sistema orientado
para um medicamento especifico.

As vesiculas podem também ser utilizadas para fins
de diagndstico e o composto bioactivo pode, em tais casos,
ser uma molécula rotulada ouw portadors de um sinal.

As vesfculas prepuradas a partir dos fosfolipidos
de acordo com a invengfo podem ser administradas de formas
convencionais em cowposigles farmac@uticas ou para diagndsti
co. Os ingredientes adiclonals pars adaptar as composigles pi
ra umz utilizagfo por via oral, bocal, parentérica, intraoc
lar, nasal, pulmonar, rectal ou transdérmica sfo benm conhecl

dos do especialista nesta matéria.

Os fosfolfpidos de acordo com a invengfo podem tam
bém ser administrados na forma de qualquer composigio para
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administrag8o por via oral, parentérica, intraocular, nasal,
pulmonar, rectal ou transdérmica, em combinacgfo com os agen—

tes veiculares convencionais e/ou agentes diluentes. As for-

mas de administragfo podem também compreender, se for apropri

do, outros agentes euxiliares e agentes prouwotores para asume
tar ou controlar a penetra¢fo nas membranas, tais como os ule]

noglicéridos e os compostos com propriedades activas na supe
ficie.

Incluem~se as segulntes figuras:

Figura 1 -~ mostra o nivel do colesterol no soro
(S~CHOL) apds a administragfo de diferentes emulsBes e solu-
¢0es., Ver o Exemplo 4.

Figura 2 - mostra o nivel de triglicéridos do soro
(S-1G) apds a adwministra¢lo de diferentes emulsBes e solugde
Ver o Exemplo 4,

Figuras 3 a 5 - mostra o nivel dos fosfolipidos no
figado (PL; Figura 3); dos &steres de colesterol no figado
(CE; Figura 4) e dos triglicéridos no ffgado (T¢; Figura 5)
dos dcidos gordos w3 mais importantes DHA (22:6w3), EPA (20
:5w3); deido alfa-linoleico (18:3w3) e os 4cidos gordos wé,
decido di~homo-gama-linolénico (20:3w6) e 4cido gama-linoléni|

co (18:3w6) apds a administragfio de diferventes emulsBes e sof
lugles. Ver o Exemplo 4. Aumento estatisticamente significa-
tivo (40,05, ANOVA) apds = administracfo da emulsZo conten-
do fosfolipidos de peixe (FwPLem), comparada com a emulsio 4
§leo de peixe (FOem) e "Intralipid" (IL) e apds Flem (+), co
parsda com 0s outros grupos. -

Pigura 6 - mostra o nivel do dcido linoleico (18:

Figura 7 - mostra o nivel de dcido araguiddnico

|k

w




(20:4w6) nos lipidos de figado apds a administracfo de difer
tes emulsdes e solugBes. Ver o Exemplo 4. Pars explicagfo da
abreviaturas veja-se as Figuras 3 a b.

Diversas modificagles e equivalentes da emulsfo tof

nar-se-80 evidentes a um técnico especialista nesta matéria,
sem afastamento do esplrito ou &mbito da invengdo. Deve, por
tanto, ser entendido que a invengfo nfo deve ser linmitada ao
exemnplos especificos e &s formas de realizag¢fo nela revelado

Os fosfolipidos de peixe podem ser produzidos de
diferentes maneiras e, no texto gue se segue, apresenta-se
sduente un exzemplo da referida producfo.

BAEPTOS

Bxemplo 1: Preparacfo de fosfolipidos de peixe

Bxtraiu-se, por duas vezes consecutivas, 1,5 Xg de
furinha de peixe com 6 1 e 3 1 de etanol a S5%. Apds as ope-

[£2]

[4)]

racles de filtracg8io e recolha, evaporou-se o etanol do extrjg
<]

%o (a vdcuo, na temperatura de 40°C). Restaram 134 g (22% 4
ta quantidade era matéria insolivel). Dissolveu-se este redi
duo em 1 volume de éter de petrdleo, filtrou-se, precipitou-—

-se em guatro volumes de acetona a ~2OOC, filtrou-se e dis-

solveu~se en éter de petrdleo. Estas Ultimas operagles de pre

cipitac8o e de dissolug8io foram efectuadas duas vezes, Apés
a precipitagfo novamente em guatro volumes de acetona, fil-
trou-se a solugfo e secou-se com congelamento numa atmosfers
de azoto. 0 rendimento foi de 27 g.

0 fosfolipido de peixe gue fol preparado tinha o

sezuinte teor de 4cido gordo em %

14:0 d4cido mirfstico 2

12
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16:0 dcido palmitico 26

16:1 dcido palmitoleico 2,1
18:0 dcido estedrico 3,0
18:1 4cido oleico 11,3
18:2 decido linoleico 1,1
2031 dcido eicosendico 1,6
2034 dcido araguiddénico 1,2
2015 FPA 10,6
22:6 DHA 32,4

Quantidade total de dcidos gordoss  100% (em peso/peso)

Bxemnplo 2: Preparacgdo de una emulsfio de fosfolipidos de pei-

xe de acordo com a invencdos

Utilizou~se o fosfolipido de peixe do Exemplo 1 pa
ra a produgfo de uma emulsflo compreendendot

100 g de 8leo de sojay
12,0 g de fosfolfpidos de peixet
22,2 g de glicerol;
860 g de 4sua pars injecgles;
3,0 m1 de NaQH 1k,

Os ingredientes foram misturados num misturadoer do
tipo "Iurrax-mixer" e, em seguida, homogeneizados num homoge|
neizador do tipo de "Moulin-Gaulin",

0 8lec de feijfo de soja tinha o seguinte teor de
dcido gordo em %

16:0 decido palmitico 11




- 17 -

. ¢$ZAU~itdb
18:0 4dcido estedrico 4
18:1 decido oleico 23
18:2 d4cido linoleico 55
18:3 4cido alfa-linolénico 7

uuantidade total de dcidos gordos w3 & de 12,2 g/l de emulsé
e a propor¢do entre dcidos gordos wb e dcidos gordos w3 &€ de
4,5,

Txemplo 3: Preparacgfo de uma enulsfo contendo fosfolipidos

de 8leo de peixe e de gema de ovO$

Preparou-se a referida emulsfo de acordo com 0 pro
cesso descrito no Exemplo 2, e contendo uma quantidade seme-
lhante de dcidos gordos w3 e uma proporgfo semelhante entre

decido gordo wb e dcido gordo w3, como no Exemplo 2.

A mencionada emulsf8o continhas

0leo de peixe 10,0 g
Cleo de feijflo de soja 90,0 g
Fosfolipidos de gema de ovo 12,0 g
Glicerol 22,2 g
Lgua para injecgdes 860 g

WaOH, 1M 3,0 ml

Como agente anti-oxidante, adicionou-se vitamina B

(alfa-tocoferol) & emulsfo.

0 dleo de peixe utilizado tinha o seguinte teor de
gcido gordo em %

1430 dcido miristico 6,3

L4




16:0 dcido paluitico 14,7
16:1 dcido palmitoleico 7,3
18:0 dcido estedrico 2,6
18:1 d4cido oleico 8,9
18:1 dcido vacénico 3,1
18:2 dcido linoleico 1,1
18:3 d4cido linolémico 0,7
1834 decido esteariddnico 2,6
20:1 dcido eicosendico 1,5
2014 4eido araquidénico 1,4
20:5 EPA 17,8
2231 dcido docosendico 2,2
22:5 dcido docosapentandico 2,9
2236 DHA 13,5

Quantidade total de dcidos gordos: 100% (em peso/peso).

Os fosfolipidos de gema de ovo utilizados tinhem o
seguinte de deido gordo em %

1430 dcido mirfstico 0,2
16:0 d4eido palmftico 31,5
1631 dcido palmitoleico 1,2
18:0 dcido estedrico 14,1
18:1 d4cido oleico 28,0
18:2 deido linoleico 12,4
20:1 4cido eicosendico 0,2

2034 dcido araguiddnico 4,2
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20:6 DHA 5,8.

A guantidade total de dcidos gordos w3 & de 10,8
g/1 de emulsZo e a proporgfo entre 4eidos gordos wé o deidos
gordos w3 é de 4,8,

BExemplo 4: Exemplo Comparativo (Fosfolfpido de peixe - Sleo

de peixe)s

O objectivo deste exemplo era o de invesbtigar os
efeitos dum preparado de fosfolipidos de peixe numa emulsdo
de acordo com & invengfio, e comparar esta Ultima com diferen
tes emulsfes tais como uma emulsfo de dleo de peixe contendo
a mesma quantidade de dcidos gordos w3, Intralipid (marca re|
gistada), e também compard-la cow fosfolfpidos de peixe em
solug8o de dgua e solugHo de NaCl.,

Ratazanas machos do tipo Dawley, com peso compreen
dido entre 170 e 190 gramas, foram utilizadas nestes ensaios)
As ratazanas foram colocadas em gaiolas individualmente e eglhi
padas com un pequeno revestimento de couro previamente pesa-—
do. O catéter para colocag¢fo intravenosas foi inserido 7 a 8
dizs mals tarde, sob anestesia dos animais. Apds a operaclo,

os referidos animais foram colocados num recinto pars infusfo.

Deixou-se passar mais 4 dias para uma recuperagfo. Apds a ci|
rurgia alimentvaramn-se as ratazanas com uma dieta preparada n
laboratdrio, R3 (Bwos AB; SOdert#lje, Suécia) e dgua da tor-
neira & vontade. Duracte todo o perfodo de ensaio forneceu-—

-se &s ratazanas a dieta R3 preparada no laboratdrio e dgua ¢
torneira & vontade.

-~

&

As ratazanas foram classificadas, usando-se uma unf
dade de referéncia, em grupos de ensaio de A a B.

Empregaram—se seis ratazanas em cada grupo experi-
nental,




Todos os grupos receberam 50 ml/hg de peso corpo-
ral (p.c.)/dia.

As infusles foram administradas por via intraveno-
sa, através de um catéter permanente, colocado na veia cen-—

Ur

tral, durante 20 horas por dia, normalmente entre as 13 hora
e ag 9 horas da manhi, por intermédio de bombas volumétricas
TEED.

Registou~se o0 consumo de alimentos em cada 24 horas.
Anotou-se o aspecto geral das ratazanas. As infusles foran
administradas durante 9 dias consecutivos. Ko 109, dia para-
ran as infusdes fs 7 horas da manhf e retirou-se a alimenta—

0 por via oral,

hos grupos A até B foram administradas as seguintes
infusles:

At 10% de enulsfo de gordura de acordo com o Exemplo 2 (T~
PLen, a precente invencfHo);

B: 10% de emulsfo de gordursa de acordo com o Exemplo 3 (FOem

C: 10% de Intralipid (marca registada),contendo 10% (em peso,
/volume) de 8leo, cowo Sleo de Ffeijfo de soja e 1,2% de
fosfolipidos de gema de ovoj

D: 1,2% de uma solugfo de fosfolipido contendos

Posfolipidos de peixe 12,0 g
Glicerol 22,2 g
Lgua para injecgfo 967 g
NaOH 1W 3 ml

E: 0,9% de solug8o NaCl.

As quantidades de dcidos gordos w3 e dcido gordos
wo foram as seguintes:

“an



- 2] -

tot w3-FA  tot w6-FA w6/w3

A=Tx 2 12,2 55,2 4,5
(invenc8o)

B =3x 3 (fleo 10,8 51,6 4,8
de peixe)

¢ = Intralipid 7,7 56,8 7,4

D = Soluglo de fog 4,8 0,3 0,1

folipidos de
peizxe
Cerca de 2 horas depois de se parar com as infusde
as rataganas foram anestesiadas com Mebumal (60 mg/Kg). Recol

lheram-se as awostras de sangue para andlise dos lipidos do
SO0

Lifpidos de soro: A partir de 1 ml de sangue extraiu-se soro

para andlise dos triglicéridos do soro e colesterol do soro,
e congelado até 3 temperatura de -70°C até & andlise, Wediu-
-se de forma enzimdtica o colesterol do soro. Og triglicéri-
dos do soro foram analiados de forme enzimdtica apbs a elimi
nacg8o do glicerol livre e hidrdlise enzimdtica.

Histopatologias figado, ring, coragfo, pulmdes, bago e timo

foram excisados, pesados e preparados pars un exame histops—
toldgico mediante uma impregnacfo em parafina e corte de sec|
¢Oes com 4 a 5 micrdmetros, depois um manchamento conm hemato
xilina-eosina. Exeminaram~se também secgles congeladas de 1o

dos os tecidos coloridos com vermelho de 8leo (0il Red 0) pa

ra gordura. |

Perfil do dcido gordo nos 1lipidos do figado: O restante teci
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do de figado das ratazanas dos grupos A a C foi utilizado ra
ra wedig8o do perfil dos dcidos gordos nos 1ipidos neutros e
nos fosfolfpidos (PL). As fraccles de 1fpidos neutros exami-
nadas foram &steres de colesterol (CE) e triglicéridos (T&).
Extraiu~se o material 1lfpido e derivatizou-se os dcidos gor—

dos e analizou-se (GLC) empregando-se processos convencionai

Os dados resultantes nos lfpidos do soro est8o ilu
trados na Figura 1 (nfvel do colesterol no soro, S-CHOL) e
na Figurs 2 (nfvel de triglicéridos do soro, S-TG). Os nivei
dos 4eidos gordos mais importantes nos 1lfpidos do figado es-
t8o0 indicados nas Figuras 3 a 7. Os resultados s8o expressos
como velores médios + SEM para as diferentes emulsles e solu

cCes,

Resultados e conclusles:

A Pigura 1 mostra claramente gue o nivel de coles-
terol no soro & muito baixo quando se utiliza a emulsfo de
acordo com a presente invengfo (x) ACB, C; p<0,05, AKOVA). O
efeito mais surpreendente, no entanto, é o resultado, guando
se compara os niveis de triglicédridos no soro. Veja-se a Fi-
gura 2. 0 citado nivel é surpreendentemente baixo: (0,30 mmo-
les/litro) e apenas metade do valor quando foram utilizados
Tntralipid (marce registada), fosfolfpidos de peixe nume go-
lug8o aquosa ou solucfio de NaCl (0,60 mmoles/litro). (x) A<3B
¢, D, B; p<0,05, ANOVA).

B absolutamnente inesperado e desconhecido o facto
de gue uma pequena guantidade de dcidos gordos w3, 08 yuais
poden derivar dos fosfolfpidos numa emuls8o lipida, pode exe]
cer efeitos fisioldgicos. A mesma quantidade de dcidos gordo
w3 nos triglicédridos (grupo B) nfo exerce os mesmos efeiltos
biolégicos ou efeitos sobre a incorporaclfo do dcido gordo.

[£2]

§ 2
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Dado gue a propor¢lo entre Ffosfolfpidos e triglicédridos & de

cercy de 1110 numa emulsfo de 19

e}

vidos a 10%, e & de 1:20 nun
emulsdo 1inids a 20%, e 0 nivel 1 limiar, para os efeitos bio-
1dgicos, do dleo de peixe, contendo cerca de 30% de 4cidos

gordos w3, & de pelo menos 10% da fase de Sleo, & quantidade
de decidos govrdos w3 na parte de fosfolfoido de uma emulsdo

1fpida deve ser de pelo menos 30% (em volume/volume do total
dos dcidos gordos) para se esperar que exerca efeitos bhiold-

gicos,

Asgim, administrando uma emulsfo de acordo cowm =
invenclo 44 ao paciente a possibilidade de receber todos oS
deidos gordos essencimis, tals como os 4cidos gordos 3-dmega
e todavia permanecer num nivel uuito reduzido de colesberol
e de triglicéridos no soro. Os dados histopatoldgicos mnostry
rall que as emulsfes cow dleo de peixe ou com fosfollyidos de
peixe se acuaularam principalmente nas células de Kupffer do
f{gado, enyuanto o Intralipid (wmarca registada) se acumulou
também nos hepatdcitos. Os fosfolipidos de peixe em solugéo
aguosa acumularam-se, no entanto, apenas nas células de Kupf
fer no figado e en células semelhantes no bago. As mencionsd
células sfo imunologicamente activas. A referida acumulacao
especifica nas células sctivas de forma imunoldgica facilite
un efeito de deidos gordos 3-Smega sobre as reacgles inflama
térias e imunolégicas. Isto tew importéncia quaendo se empre-
gam os fosfolipidos de peixe nas doencas do tipo inflawatdri
ou imunoldgico, tais como a artrite reunatdide e & sepsia
(Love et al., 1990 e Billiar et al., 1988) ow para reduzir a
incidéncia de arteroesclerose.

0 tipo de dcido gordo nos dsteres de colesterol e
de fosfolipidos do figado mostra que o EPA e o DHA sfo incor
porados apds um tratamento com a emulsBo preparada de acordo
con & invengdo, guando se compara com a eumulsfo de Sleo de

é_\_)

T

2




pelxe contendo a mesma guantidade de dcidos 3-dmega.

As wudangas induzidas pela emulsfio contendo fosfo-
1{ipidos de peixe (F~PLem), a emulsfio contendo 8leo de peixe
(FOem) ou Intralipid (IL) no tipo de 4cido gordo existente
nos fosfolipidos do

figado (PL), nos ésteres de colesterol
0B) e nos triglicéridos

(TG¢) encontram-se ilustradss nas Fi
guras 3 a T. Na fraccfo de fosfollpidos (Figuras 3 a 6), as
Unicas mudangas verificadas foram os aumentos de DHA, induzi
dos pela F~PLem (invengdo), p 0,05, ANOVA) e no EPA, induzid
pela FQem (+) p 0,05, ANOVA). O aumento especifico de DHA no
fosfolipidos, a waior reunifio de DHA, & importante para o deg|
senvolvimento do cérebro e da retina.

A absorg8o e o nivel, nas membranas bioldgicas, de
deidos gordos poliinsaturados, em especial o DHA no cérebro,
estd bem relacionada com os do figado (Anderson and Connor,
Lipids, 1988, 23(4), 286-290) e do coragfo (Swanson et al.,
British Journal of Nutrition, 1988, 59, 535~545). Assim, es-
pera-se un aperfeicoamento semelhante da absorg8o no cérebro

e no coragfo apds a administracdo da emulsBo de acordo com &

presente invengfo, em coumparagfo com a emulsfio de 8leo de peli-

xe. Consequentemente, pode-se empregar a enulsdo de acordo
com a inven¢8o também para o desenvolvimento normal do cére-

bro e da retina e para tratamento das doengas cardiovasculargs.

Na fracgdo de éster do colesterol no figado (Figu-
ras 4 e 6), a F~PLen aumentou os 4cidos DHA e BPA, e o 4cido
linoleico (18:2w6), em comparagfio com o8 grupos Foem- e II,
e o dcido alfa-linoménico (18:3w3), em comparaclo com 0 gru-
po IL. Assim, os dcidos gordos 3-fuega administrados sob a
forma de fosfolipidos sfo incorporados duma maneira mais efj
ciente nos lipidos das membranas (ésteres de colesterol e
fosfolfpidos), do que os dcidos gordos 3-dmega sob a forma




de triglicéridos (Sleo de peixe). As FungSes principais dos fci

dos gordos essenciails e, portanto, também dos dcidos gordos 3-

-fmega s8o exercidas nos 1fpidos das membranas.

Cs mencionados resultados explicem em parte o efel
to mais intenso de redugfo dos 1fpidos no soro exercido pela
enulsfo preparada de acordo com a presente invengfo, em com-
paragfo com o da emulsfo de dleo de peixe.

Venhuma redugBo de gualyuer dos dcidos gordos 6-
-8mega poude ser constetada no gruvo F-PlLem. Pelo contrdrio,

os deidos gordos 6-dmege: deido linoleico (18:2w6, Figura 6))

dcido gama-linolénico (18:3w6) e deido di-homo-game~lineléni
co (20:3w6), assim como o 4cido alfa=linolénico (18:3w3) (Fi]
gura 5) aumentaram na fraccfo de triglicérido, em comparacfo
com os grupos FOewm e IL. O nivel de dcido araguiddnico (201
14w6) permeneceu inalterado em todas as fracgdes de lipidos
(Figura 7). Esta constatac8o & muito significativa devido &
importéncia do dcido araguiddnico nas membranas bioldgicas.

Visto que os fosFfolipidos contendo o dcido gordo
3-dmega sfo mals absorvidos nas células de Kupffer, do gue
nos hepatdcitos, conforme se mostra na presente invengfo, &
de esperar que o aumento relativo de dcidos gordos 3-Smega
incorporados seja ainda mais elevado nas cédlulas imunologica
nente activas (células de Kupffer e outros macrdfagoes), do
gque em todo o fligado. Isto & importante para os efeitos antil
~inflamatdrios e imunossupressivos exercidos pelos referidos
dcidos gordos 3-dmega. Os efeitos bioldgicos obtidos pelos
dcidos gordos 3-8mega nos fosfolipidos podem ser utilizados

que L8m efeitos semelhantes e incluidos nas vesfculas de fos
folipidos (lipossomas).

Conclusles:
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Conclusdes s

Dewonstrdmos que os fosfolipidos de peixe numsa emulL
s8lo preparada de acordo com a invengfo resullavam em teores
surpreendentenente wais baixos de triglicéridos e de coleste
rol no soro, guando comparados com 0s obtidos com uma emulsdp

de 8leo de peixe contendo uma guantidade semelhante de 4cido

[

gordos 3-bmega e uma proporgdo semelhante de dcidos 6-~Omega
e 3-6mega. Os fosfolfpidos de peixe induzem a uma incorpora—
¢fo muis eficiente dos dcidos gordos 3-8mega nag membranas
bioldgicas do que o 8leo de peixe contendo uma guantidade sipi
lar de dcidos gordos 3-dmega, numa emulsfo.

Estes resultados mostram que se obtém um tipo de &pl
do gordo muito favordvel nos lipidos das membranas, com um aj
uento de todos os importantes dcidos gordos 3-8mega, assim
como nos 4cidos gordos 6-8mege, o dcido linoleico, o dcido
gama-linolénico e o dcido di-homo-gama-linolénico. O fosfolll
pido contendo dcido gordo 3-dmega, de acordo com a invengfo
é, por conseguinte, iuwportante em todas as situa¢ldes de maiof
necessidade de todos os dcidos gordos essencials, visto que
torna possivel aumentar os dcidos gordos 3-8mega (a partir
do fosfolfpido consoante a presente invengdo), assim como 08
dcidos gordos 6-6mega (em Sleos vegetais) num modelo bem equ

=

librado.

Os referidos resultados t8m implicagles na utilizg
¢80 do 4cido gordo 3-6mega contendo fosfolipidos em emulsdes
de dleo vegetal, para um emprego mais eficiente e uma melhor
incorporagfo dos dcidos gordos 3-bmega e 6-8mega. O uso do
dcido gordo 3-duega contendo fosfolilpidos vermite tambéum uma
incorporagfo mais especifica dos 4cidos gordos 3-dmega nas

células imunologicamente activas.

A invengfo pode ter implicagles especificamente nap




gituagdes de um teor aumentado de 1lipidos no soro, uma res-
posta inflamatdria wais intensa e uma mais forte actividade
imunoldgica, e também para o desenvolvimento normal do cére-

bro e da retina,

Os efeitos biloldgicos obtidos pelos 4cidos gordos
3-8mege nos fosfolfpidos podem ser usados para fins terapdu-
ticos como tals ou em cowbinag8o com drogas, com efeitos se-
melhantes, e inclufdos nas vesiculas dos fosfolipidos (1iposg

S08S ) «




REIVINDICAGOES:

la. Emuls8o aquosa compreendendo &éleo de origem vegetal
e/ou marinha, uma fase aquésa e fosfolipidos como agente
emulsionante, caracterizada pelo fdacto de os citados
fosfolipidos serem de origem marinha e/ou sintética e
conterem uma quantidade de &cidos gordos, dJmega-3 &cido
docosa- hexendico (22:6 w3 DHA) e 4cido icosapentendico

(20:5 w3 EPA) de pelo menos igual a 30%- (em peso/peso).

2a. Emulsdo de acordo com a reivindicagdo 1, caracterizada
pelo facto de a quantidade de J6leo estar compreendida
entre 0,5 e 40% (em peso/volume) e a quantidade de
fosfolipidos contendo os &cidos gordos 3-émega DHA e EPA

estar compreendida entre 0,1 e 30% (em peso/volume).

3a. Utilizag8o de fosfolipidos de origem marinha e/ou
sintética, contendo &cidos gordos DHA e EPA 3-démega numa
quantidade pelo menos igual a 30% (em peso/peso) para a
fabricagdo de uma emulsdo nutritiva que proporciona niveis

baixos de triglicéridos e de colesterol no sangue.
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4a. Utilizag8o de fosfolipidos de origem marinha e/ou

sintética contendo &cidos gordos 3-6mega numa quantidade
pelo menos igual a 30% (em peso/peso) para a fabricagdo de
uma composigdo farmaceutica com efeitos anti-inflamatério
e/ou imunossupressor apropriada para o tratamento de
perturbagdes inflamatérias e imunoldégicas como por exemplo

artrite reumatdide e sepsia.

5a. Utiliza¢do de acordo <com a reivindicagdo 4,
caracterizada pelo facto de os &cidos gordos 3-dmega serem
DHA (4dcido docosa-hexendico) e EPA (4cido

icosapentandico).

6a. Vesiculas delipidos com uma, duas ou vérias camadas,
caracterizadas pelo facto de conterem fosfolipidos dos
4dcidos gordos 3-émega DHA e EPA, numa quantidade superior

a 30% (em peso/peso).

7a. Composigdo, caracterizada pelo facto de compreender as
vesiculas de lipidos de acordo com a reivindicagdo 10,
agentes veiculares e/ou diluentes e, opcionalmente um ou

mais compostos bioactivos, combinados com as vesiculas.
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8a. Composigdo farmacéutica, caracterizada pélo facto de
“compreender fosfolipidos de origem marinha e/ou sintética
contendo os &cidos gordos démega-3 DHA e EPA e agentes
veficulares e/ou -diluentes, apropriados para a sua
administra¢do por via oral, nasal, pulmonar, rectal,
ocular, transdérmica ou parentérica, opcionalmente em

combinagdo com um ou mais compostos bioactivos.

9a. Composigdo nutritiva caracterizada pelo facto de
compreender fosfélipidos de origem marinha e/ou sintética,
que tém um teor de &cidos gordos 3-émega EPA e DHA pelo

menos igual a 30% (em peso/peso).

Lisboa,

O Agente Oficial da Propriedade Industrial

A A e

AGERICO DA SILVA CARVELHD

Agente Offciel de Proprisdade lndostrial
Rua Marqués de Fronteira, N.° 127 « 22

1000 LISBOA
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