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“METODO PARA AUMENTAR A LIPOLISE EM UMA CELULA DE UM
INDIVIDUO, USO DE UMA CORRENTE ELETRICA PARA
AUMENTAR A LIPOLISE EM UMA CELULA, E, KIT”

CAMPO TECNICO

O presente pedido refere-se a métodos para aumentar a lipdlise

em células, especialmente lipdlise associada com adipdcito. Tais métodos
podem compreender a aplicagdo de uma corrente elétrica nas células. A
aplicagdo de tal corrente aumenta a lipélise nas células, enquanto
substancialmente preservando a viabilidade celular.

FUNDAMENTOS DA INVENCAQO

As mulheres, bem como um numero crescente de homens, so

obcecados por sua aparéncia e procuram novas alternativas para melhorar sua
imagem corporal. Contudo, a remocdo eficaz, cirGrgica da gordura ¢
dispendiosa e pode também ser arriscada. Como tal, varios métodos menos
intrusivos foram projetados e sdo usados para reduzir a quantidade e
aparéncia da gordura.

Um destes métodos € eletrolipdlise, em que estimulagdo
elétrica € dito causar a redugdo da quantidade ou aparéncia da gordura. Tal
tecnologia ¢ descrita em varias publicagdes (tais como Patentes U.S. Nos.
5.913.836 (emitida em 22 de junho de 1999), 5.425.752 (emitida em 20 de
junho de 1995), 5.810.762 (emitida em 22 de setembro de 1998), 6.326.177
(emitida em 4 de dezembro de 2001), 6.697.670 (emitida em 4 de fevereiro de
2004, pedidos de patente U.S. No. 2002/0138117 (publicado em 26 de
setembro de 2002), 2002/0193831 (publicado em 19 de dezembro de 2002) e
publicacdo de pedido de patente internacional No. WO/1995/029732
(publicado em 9 de novembro de 1995)). Estas técnicas usualmente envolvem
a redugdo do numero de adipdcitos, na maior parte pela indugio da morte
celular, que pode produzir uma resposta inflamatéria e, no longo termo,

aumentar o nimero de células adiposas como uma reagdo de repercussdo
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direta.

Outra classe de métodos para reduzir a aparéncia da gordura
consiste em modular a atividade dos receptores especificos de células
contendo lipideo para ativar a lip6lise nestas células, pela diminui¢do da
liponeogénese ou aumento da lipdlise. Um receptor implicado em mediar os
efeitos liponeogénicos/lipoliticos € o receptor da sulfoniluréia-1 (SUR 1). Este
receptor, descrito na Patente U.S. No. 6.492.130 (emitida em 10 de dezembro
de 2002), € expresso por adipocitos e ativa os canais de potéssio.

Outro receptor implicado na lipolise é o receptor [3-
adrenérgico. Os receptores B-adrenérgicos acoplados, sinalizando caminhos,
sdo estimulados pelos horménios naturais, tais como noradrenalina e
adrenalina. Na ativag@o destes receptores, a subunidade o da proteina G,
normalmente acoplada aos receptores, dissocia-se e ativa a adenilato ciclase
da membrana, o que transforma o ATP em AMP ciclico (cAMP).
Conseqiientemente, o cAMP intracelular acumula-se e ativa a proteina cinase
A (PKA). A PKA entdo fosforila e ativa a lipase sensivel a horménio, que
rapidamente resulta na ativagdo de uma cascata lipolitica e na liberag¢do de
acidos graxos livres e glicerol.

As vias de transdug@o de sinal associadas com os receptores [3-
adrenérgicos sdo rapidamente ativados no quando estimulados e induzem
modifica¢des intracelulares drasticas. A atividade destes receptores € assim
firmemente regulada. Trinta minutos em seguida a sua ativagéo, os receptores
B-adrenérgicos sdo fosforilados por varias cinases celulares (tais como PKA,
proteina cinase C ou PKC e a cinase do receptor -adrenérgico ou B-ARK), o
que diminui a atividade dos receptores e finalmente resulta, duas horas
depois, na dessensibilizagdo (p. ex., irresponsividade) dos receptores. Além
disso, quando os receptores sdo estimulados durante um longo periodo de
tempo, os receptores sdo internalizados e degradados, o que ﬁnalfnente reduz

o numero total de receptores e ainda aumenta o fenémeno da
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dessensibilizagdo. Como tal, estes receptores [-adrenérgicos ndo sdo mais
capazes de estimular a lipdlise nos adipécitos (fendmenos de
“dessensibiliza¢do™).

Este fen6meno de “dessensibilizagdo” ¢ freqiientemente
observado em individuos obesos ou em individuos tendo excessiva deposi¢do
de gordura androide ou gindide. Conseqiientemente, nestes individuos, a
estimulagdo dos receptores [B-adrenérgicos ndo resulta em lipolise e redugio
de gordura.

Seria altamente desejavel sermos providos de métodos para
aumentar a lipdlise em um individuo. Em uma forma de realizagdo, tais
métodos ndo deveriam envolver o receptor B-adrenérgico ou suas vias de
sinalizagdo associadas e/ou causar a dessensibilizagdo de tais receptores. Em
outra forma de realizagdo, tais. métodos devem limitar a morte celular e/ou

preservar a viabilidade celular.

SUMARIO DA INVENCAO

De acordo com a presente invengdo, é provido um método para
aumentar a lipolise em uma cédula de um individuo, dito método
compreendendo aplicar uma corrente elétrica a dita célula, em que dita célula
permanece substancialmente viavel em seguida a dita aplicag&o.

Ainda de acordo com a presente invengdo, € provido o uso de
uma corrente elétrica para aumentar a lipolise em uma célula, em que dita
corrente elétrica substancialmente preserva a viabilidade de dita célula.

Ainda de acordo com a presente invengdo, ¢ provida uma
embalagem compreendendo: meios para aplicar uma corrente elétrica; e
instrugdes para utilizar ditos meios no aumento da lipolise em uma célula; em
que dita corrente elétrica substancialmente preserva a viabilidade de dita
célula.

Em outra forma de realizagdo da presente invengdo, dita

corrente elétrica € bifasica ou monofasica.
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De acordo com a presente invengdo, dita corrente elétrica no
nivel celular é de cerca de 2 mA a cerca de 6 mA, mais preferivelmente de
cerca de 4 mA.

Em outra forma de realizagdo, dita corrente elétrica provoca
uma despolarizagdo da membrana de dita célula. Além disso, a despolarizacdo
provoca uma alteracdo da atividade de um canal de ions em dita célula.

De acordo com a presente invengdo, dita despolarizagdo
provoca uma diminui¢do da atividade de um canal de ion em dita célula. O
canal de ion ¢ preferivelmente um da familia de canais de ions selecionada do
grupo consistindo de EAG, kcng, sk, SLO e Kv.

Além disso, o canal de ion € selecionado dentre o grupo
consistindo de eag, erg, elk, KCNQI1, KCNQ2, KCNQ3, KCNQ4, KCNQS5,
Kvl, Kv2, Kv3, Kv4, Kv5, Kv6, Kv7, Kv8 e Kv9.

Além disso, o canal de ions € um canal de potéssio.

Em outra forma de realiza¢do da presente invengao, dita célula
¢ um adipdcito.

Em outra forma de realizacdo, o individuo ¢ um mamifero,
mais preferivelmente um humano.

De acordo com a presente invengdo, o adipocito é localizado
em um tecido subcutdneo, um tecido adiposo visceral ou um tecido
intramuscular. Além disso, o tecido subcutineo € localizado em uma regido
selecionado do grupo consistindo de brago, joelho, panturrilha, abdome, coxa,
nadegas e quadris.

De acordo com a presente invenc;e“lo, o aumento da lipdlise €
pelo menos 1,5 vezes o nivel de lipolise de uma célula de controle.

De acordo com a presente invengdo, € descrito um uso da
presente invengdo para tratar distirbio associado com distribuigdo de gordura.
Mais preferivelmente, o distirbio associado com a distribui¢do de gordura é

selecionado do grupo consistindo de lipodistrofia e obesidade.
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Em outra forma de realizagdo, o uso da presente invengdo é
ainda associado com outro tratamento selecionado do grupo consistindo de
um regime de exercicio, uma dieta, meios estéticos/cosméticos e bebidas

eletroliticas.

BREVE DESCRICAO DO DESENHO

A Fig. 1 ilustra um histograma das médias e desvios padrdo
para as varias condig¢Ges testadas, em que os resultados sdo expressos como
10° M de glicerol liberado;

A Fig. 2 ilustra o efeito da estimulag¢do elétrica bifasica em
lipdlise de adipdcito em humanos;

A Fig. 3 ilustra os efeitos da estimulagdo elétrica monofésica
na lipdlise de adipdcito em humanos; e

A Fig. 4 ilustra um curso de tempo das concentragdes de
glicerol (medidas a cada 10 min);

A Fig. S ilustra um histograma dos meios e desvios padrdes
das concentragdes de glicerol; e

A Fig. 6 ilustra um histograma das mudangas percentuais
relativas aos valores de linha de referéncia.

DESCRICAO DETALHADA DA FORMA de REALIZACAO PREFERIDA

De acordo com a presente invengdo, sdo providos métodos,
usos e embalagens para aumentar a lipdlise. Tais métodos, usos e embalagens
compreendem a aplicacdo de uma corrente elétrica que substancialmente
preserve a viabilidade.

Em um primeiro aspecto, a presente invengdo fornece um
método de aumentar a lipdlise em uma célula. O termo “lipélise” pretende
significar a hidrélise de lipideos. Mais especificamente, o termo “lipdlise” de
célula adiposa € também usado para abranger a hidrélise de triglicerideos
intracelulares e a liberagdo de acidos graxos livres e glicerol das células. A

lipdlise usualmente ocorre intracelularmente em células contendo uma
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goticula de lipideo. A lipdlise pode ser medida por varias maneiras para
aqueles hébeis na arte, tais como a avaliagdo da liberagdo de acidos graxos
livres e da liberagdo de glicerol (reporte-se aos Exemplos abaixo) por
bioluminescéncia etc. A avaliagdo da liberagdo de glicerol das células é uma
melhor maneira de medir a lipdlise, uma vez que o glicerol ndo pode
repenetrar nas células adiposas quando liberado, enquanto os acidos graxos
livres podem.

O método compreende aplicar uma corrente elétrica a célula.
Em uma forma de realizagdo, dita célula permanece substancialmente viavel
em seguida a aplicagdo da corrente. Como aqui usado, o termo “viavel” ou
“viabilidade” significa a capacidade de uma célula realizar suas fung¢des
pretendidas. As fungGes das células podem variar de acordo com o tipo de
célula. As fungdes celulares podem incluir, por exemplo, divisdo celular,
translagdo, transcrigdo, montagem e maturagdo da proteina, secre¢do da
proteina, armazenagem de compostos (p. ex., proteinas, lipideos etc.),
responsividade a estimulos externos, migragdo etc. Um método em que uma
célula permanece ‘“substancialmente viavel” em seguida a aplicagdo da
corrente elétrica € um que ndo altera irreversivelmente a capacidade das
células de realizar sua func¢do. Alternativamente, quando aplicado a uma
populagéo de células, tal método ndo induz a morte celular (por apoptose ou
lise) na maioria das células, nem causa uma alteragdo nas fun¢Ges da maioria
das células. Em uma forma de realizac¢do, a aplica¢do da corrente elétrica
preserva a viabilidade de mais do que 50% das células, mais do que 60% das
células, mais do que 70% das células, mais do que 80% das células, mais do
que 90% das células, mais do que 95% das células ou mais do que 99% das
células. Na presente invengdo, a viabilidade das células adiposas refere-se a
sua capacidade de ativar a lipdlise pelos receptores B-adrenérgicos e por grau
ndo-significativo de lise celular.

Como mencionado acima, a corrente elétrica deve ser
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adequada para administragdo ou aplicagdo no nivel fisioldgico. A corrente
elétrica pode ser medida em ampéres (A) ou miliampéres (mA). A intensidade
da corrente elétrica pode ser medida de diferentes maneiras, empregando-se
varios meios conhecidos por aqueles habeis na arte. Em uma forma de
realizagdo, a intensidade da corrente elétrica é medida usando-se um
amperimetro (reporte-se aos Exemplos acima) ou com um osciloscopio. Em
uma forma de realizagdo, a corrente elétrica aplicada € menor do que 8 mA e,
em uma outra forma de realizagdo, menos do que 7 mA. Por exemplo, a
corrente elétrica pode ser de cerca de 2 mA a cerca de 6 mA. Em ainda outra
forma de realizagdo, a corrente elétrica pode ser de 4 mA. A corrente elétrica
acima ¢ uma “sentida” no nivel da célula. Uma pessoa habil na arte tera que
ajustar este valor em fun¢@o do individuo a ser tratado, da percentagem de
gordura e/ou musculo da 4rea a ser tratada em um individuo. Este valor
também variard de acordo com a impedancia da pele. Uma pessoa habil na
arte prontamente saberd como medir a corrente elétrica “sentida” no nivel da
célula, isto &, a corrente que alcanga a célula e a que a célula é submetida.

Em uma forma de realizagdo, a corrente elétrica aplicada pode
despolarizar a membrana da célula. As células vivas mantém uma diferenca
nas concentragdes de ions (p. ex., cations) através de sua membrana celular.
Esta diferenca em distribui¢cdo de ions em um ou outro lado das membrana
celular possibilita a formagfo de uma diferenca de potencial através da
membrana celular (p. ex., o potencial da membrana). Usualmente, em células
em repouso, o espago intracelular contém eletrdlitos mais negativos (p. ex.,
anions) ou ions menos positivos (cations) do que o ambiente extracelular. Nos
métodos descritos aqui, a aplicagdo da corrente elétrica pode alterar (p. ex.,
diminuir) a diferencga de potencial entre ambos os lados da membrana celular
e, conseqlientemente, alterar (p. ex., diminuir) o potencial da membrana.

A voltagem ou potencial da membrana origina-se de

diferencas na concentragdo dos eletrélitos (p. ex., ions) através da membrana
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celular. A fim de obter-se esta diferenca de concentragdo i6nica, estas células
usualmente contém canais de ions e bombas de ions. A expressdo “canal de
ions” significa um polipeptideo atravessando a membrana, capaz de controlar

o movimento de certos ions através da membrana. Tal canal possibilita a

~ formagdo de um gradiente de ions em qualquer dos dois lados da membrana

celular e, conseqiientemente, possibilita a polarizagdo da membrana celular.
Em outra forma de realizagdo, a despolarizag¢do causada pela corrente elétrica
pode alterar (p. ex., diminuir) a atividade de tal canal de ions na célula.

Em algumas células, é a diferenca na concentragdo de
eletrdlitos (ou ions) de potassio (K+) e sddio (Na+) que possibilita a formagdo
de um potencial da membrana. Como tal, em uma forma de realizagdo, o
canal de ions descrito acima € um canal de potassio. Em ainda outra forma de
realizagdo, o canal de potassio pode compreender uma das seqiiéncias
polipeptidicas. Em uma maneira mais geral, na presente inveng¢do a corrente
elétrica pode interferir com os canais de ion para abrir tal canal ou fecha-lo,
para criar um potencial de membrana originando-se de diferengas de
concentragdo dos eletrolitos (p. ex., ions) através da membrana celular. Os
canais de ions que podem ser afetados na presente invengdo sdo, por exemplo,
mas sem limitagdo, aqueles das familias EAG (eag, erg, e elk), KCNQ
(KCNQI, KCNQ2, KCNQ3, CKNQ4 E KCNO5), SK, slo e KV (Kv1, Kv2,
Kv3, Kv4, Kv5, Kv6, Kv7, Kv8 e Kv9). Todos estas familias de canais de
ions e seus membros especificos sdo conhecidos daqueles habeis na arte.

Ramirez-Ponce et al. demonstraram a presen¢a de canais de
potassio ativados por voltagem em rato (1990, “Electrical activity in white
adipose tissue of rat”, Rev. Esp. Fisiol. 46(2): 133 — 188; 1991 “Effects of
noradrenaline and insulin on electrical activity in white adipose tissue of rat”,
Rev. Esp. Fisiol. 47: 217 — 21; 1996, “Voltagem-Dependent Potassion
Channels in White Adipocytes”, Biochemic and Biophysical Research

Communications; € 1998, “Noradrenaline modulates the electrical activity of
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white adipocytes by a cAMP-dependent mechanism”, J. Endocrinol) e
membranas adipocitas brancas humanas (2003, “Human Adipose Cells Have
Voltage-dependent Potassium Currentes”, J. Membrana Biol. 196: 129 — 134).
Eles mostraram que os hormdnios lipoliticos (p. ex., noradrenalina) e néo-
lipoliticos (p. ex., insulina) modulam as propriedades das membranas
adipdcitas brancas. Mais especificamente, eles mostraram que a noradrenalina
provoca a despolarizagdo da membrana adipdcita, enquanto que a insulina
provoca uma hiperpolarizagdo. Eles sugeriram que, quando os adipdcitos sdo
estimulados com noradrenalina, o acumulo resultante do cAMP intracelular
modula (p. ex., bloqueia) a condutancia dos canais de potassio. O efeito do
cAMP sobre os canais de potdssio ativados por voltagem tem também sido
investigado em outros tipos de célula (Bruggmann et al. 1993, “Ether-a-go-go
encodes a voltagem-gated channel permeable to K* e Ca*" and modulated by
cAMP”, Nature 365: 445-448; Chung e Kaczamare 1995, “Modulation of the
inactivation of voltagem-dependent potassium channels por cAMP”, J.
Neurosci. 15: 3927 — 3935; Deadwyler et al. 1995, “Cannabinoids modulate
voltage sensitive potassium A-current em hippocampal neurons via a cAMP-
dependent process”, Pharmacol. Exp. Ther. 273(2): 734-743: Wilson et al.
2000, “ATP e beta adrenergic stimulation enhance voltagem-gated K current
inactivation in brown adipocytes”, Am. J. Physiol. 279: C1847 — C1858).
Virias células podem ser usadas nos métodos descritos acima.
Tais células incluem mas ndo sdo limitadas a adipdcitos. O termo “adipocito”
significa uma célula cuja fungfio mais conhecida é o armazenamento e
decomposicdo de gordura. Os adipdcitos usualmente tingem positivamente
com Oil-Red-O (que mostra o acimulo intracelular de lipideos) e expressam a
lipoproteina lipase, bem como a glicerol 3-fosfato desidrogenase. Ha dois
tipos de adipdcitos: adipocitos brancos e marrons. Os adip6citos brancos
contém na maior parte uma grande goticula de lipideo, enquanto que os

adipocitos marrons contém principalmente diversas pequenas goticulas de
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lipideos e muitas mitocondrias. A fungdo celular dos adipdcitos marrons € a
producdo de energia térmica. A menos que de outro modo especificado e
como usado aqui, o termo “adipécito” € usado para indicar adipdcitos
brancos.

Em ainda outra forma de realizagdo, o adipécito pode ser
localizado em virios tecidos. Os métodos podem ser aplicados em cada local
em que os adipocitos estdo presentes. Os adipodcitos podem ser localizados no
brago (p. ex., face lateral ou posterior, abdome (p. ex., acima e abaixo do
umbigo), nos quadris, na coxa (p. ex., face externa, posterior ou interna), em
torno da area do joelho (p. ex., acima da face interna da area do joelho),
panturrilhas (p. ex., face posterior, nadegas.

Os métodos descritos aqui podem ser usados em tecido
adiposo que pode ser submetido a uma corrente elétrica. Tais tecidos incluem
mas ndo sdo limitados a tecidos adiposos subcutineos, tecidos adiposos
viscerais e tecidos intramusculares.

Os métodos descritos aqui podem ser usados para aumentar a
lipdlise em uma célula por pelo menos 1,5 vezes com respeito a uma célula de
controle. A célula de controle, como aqui descrito, ¢ uma célula que néo foi
submetida a corrente elétrica, tal como a célula de controle descrita nos
Exemplos abaixo. A célula de controle ndo foi submetida a quaisquer
tratamentos que altere seu nivel lipolitico. A célula de controle pode ser
derivada do mesmo individuo que a célula submetida a corrente elétrica.

Em outra forma de realizagdo, os métodos aqui descritos
podem ser usados para remover gordura em cada area especifica, p.ex., nos
tecidos contendo uma quantidade de gordura que pode ser removida por
razdes estéticas/cosméticas ou terapéuticas. A deposi¢do de gordura nos
homens € usualmente observada na regido abdominal (p. ex., gordura
androide), enquanto que em mulheres € usualmente observada nos quadris,

coxa e nadegas (p. ex., gordura gindide). A gordura andrdide € usualmente
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associada com um risco mais elevado de complicagdes cardiovasculares.
Embora a gordura andrdide seja geralmente vista em homens e a gordura
gindide em mulheres, o padrdo de deposi¢do de gordura ndo é unicamente
determinado pelo sexo. Algumas mulheres, por exemplo, durante ou apos a
menopausa, mudem de um padrdo de deposi¢do gordura gindide para um
padrdo de deposicdo de gordura andréide. Os métodos aqui descritos podem
também servir no tratamento de outros disturbios associados com a
distribuicdo de gordura, tais como lipodistrofia e obesidade. Os métodos
descritos aqui podem ser usados para acelerar o retorno a uma condi¢do de
gordura normal em seguida a uma ou muitas gravidezes, para parar ou
diminuir o efeito anti-lipolitico da insulina em individuo sofrendo do tipo de
diabetes II, ou para favorecer o uso de lipideos durante uma sessdo de
treinamento.

Os métodos descritos aqui podem ser usados sozinhos ou em
combinagdo com outras técnicas conhecidas para aumentar a lipolise. Por
exemplo, os métodos podem ser usados em combina¢do com medicamentos
para induzir a lipdlise, tais como agonistas de receptor [B-adrenérgico, ou
outros medicamentos tais como metilxantinas (cafeina ou teofilina) ou
suplementos estrogénicos. Os métodos poderiam também ser usados em
associagdo com um regime de exercicio com o objetivo de diminuir a
percentagem de gordura. Tal regime de exercicio pode incluir mas ndo é
limitado a treinamento cardiovascular e treinamento de peso (p. ex., construir
massa muscular e/ou melhorar resisténcia muscular). Os métodos poderiam
também ser usados em associagdo com uma dieta com o objetivo de baixar a
percentagem de gordura e/ou peso total (p. ex., uma dieta de baixo
carboidrato, uma dieta de baixa gordura). Os métodos poderiam também ser
usados em associagdo com outros meios estéticos/cosméticos com o objetivo
de reduzir a aparéncia da gordura (p. ex., creme anti-celulite, drenagem

linfatica etc). Os métodos poderiam ser ainda usados em associagdo com
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bebidas eletroliticas (tais como Gatoraid™, Ultimate replenisher™, etc.) que
modificariam o teor de eletrdlito de um tecido, assim modulando o efeito dos
métodos da presente invengdo. Os métodos da presente inven¢do poderiam
também ser seguidos com um programa de exercicio a que um paciente
aderiria para melhorar o metabolismo, livrando-se da gordura assim liberada
pelo método da presente invengdo.

A corrente elétrica descrita aqui pode também ser usada para
aumentar a lipdlise em uma célula. Diferentes formas de realizacdo da
corrente elétrica foram descritas acima. A corrente elétrica usada aqui pode
também preservar a viabilidade de uma célula. A corrente elétrica pode ser
aplicada, por exemplo, em adipdcitos ou em areas contendo tecidos adiposos
(diferentes formas de realizag@o dos adipdcitos e dos tecidos adiposos foram
descritas acima). A corrente elétrica pode também ser adequada para ser
aplicada a um mamifero e ainda a um humano.

A presente invengdo também compreende embalagens
compreendendo meios para aplicar a corrente elétrica e instru¢bes para seu
uso no aumento da lipdlise. Diferentes formas de realizagdo das correntes
elétricas e dos usos foram descritas acima.

A presente invengdo serd mais prontamente entendida por
referéncia aos seguintes exemplos, que sdo dados para ilustrar a inveng@o em
vez de limitar seu escopo.

EXEMPLO 1
Preparacio de adipocito para estimulo e medi¢io da lipolise
Material e Métodos

Amostras de tecidos. Tecidos adiposos foram obtidos de 11
mulheres pré-menopausadas, com a idade sob 45, que estavam sofrendo
lipossucgdo ou uma cirurgia estética na regido supra-iliaca.

Isolamento do adipdcito. Os tecidos adiposos foram primeiro

colocados em tampdo de Krebs e transportados para o laboratério.
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Fragmentos de tecido adiposo fresco foram entdo incubados em uma solugéo
tipo II de colagenase (reconstituida em tampédo Krebs, 5 mg de colagenase por
grama de tecido; Sigma) por 30 minutos a 37°C sob agita¢do (100 rpm) em
uma atmosfera controlada (95% O,, 5% CO,) (Rodbell, 1964). Apos o
periodo de incubagdo, a suspensdo celular foi filtrada através de uma malha
de nailon de 250 um e separada da fragéo estromal e vascular por flotagdo. Os
adipocitos recuperados foram entfio lavados trés vezes com 5 ml de tampao
Krebs (pré-aquecido a 37°C, sem colagenase) para remover qualquer trago da
colagenase. Para a ultima lavagem, a concentragdo de adipocitos foi ajustada
a 500 células/5 pl. Os adipdcitos foram contados utilizando-se um
hemacitometro Neubauer utilizando-se corante azul tripano. Somente os
adipdcitos contendo uma definida goticula de lipideo foram considerados para
fins apresentados aqui. A concentracdo celular foi entdo ajustada entre 500 e
1000 adip6citos/50 pl. A técnica de isolamento de adipdcitos descrita aqui
possibilité o estudo da estrutura celular, ion celular e transferéncia de
alimento e a regulagdo hormonal da lipdlise.

Estimulagdo Elétrica. A suspensdo de células foi colocada
entre dois elétrodos de borracha de carbono. Os elétrodos tém a largura de 4,7
e 1,4 cm de largura. Eles foram colocados 8 cm separados em uma placa de
Petri. Os elétrodos foram projetados de modo que, quando a placa de Petri
fosse fechada, eles contatassem o fundo da céapsula.

Um gerador de energia (tal como K0406, 0-30 Vdc, 50 mA, ou
Grass S80, adaptado para seguir em tempo real a variagdo de corrente e
impedancia, a fim de ser capaz de preferivelmente manter a corrente constante
no nivel da célula), foi usado para rigorosamente controlar a corrente. Em
todas as experimentagdes realizadas, impulsos de onda quadrada, durando 500
ms, seguidos por um periodo ndo-estimulatdrio de 500 ms (correspondendo a
uma freqiiéncia de 1 Hz), foram usados. A intensidade da corrente foi de 4, 8

ou 20 mA. A intensidade da corrente foi rigorosamente monitorada com um



10

15

20

25

14

amperimetro (tal como FLUKE 179) no lado do dnodo. Os impulsos foram
monitorados com um osciloscopio (Tektronix™ TDS 2022, osciloscépio de
armazenagem digital, USA).

As células foram eletricamente estimuladas por 30 minutos em
um banho de agua agitada (40 rpm) a 37°C. As células nio submetidas a
corrente elétrica foram usadas como células de controle (p. ex., BASAL) ou
estimuladas com isoproterenol (SIGMA: ISO, 10™* M).

A resisténcia ao longo de um elétrodo de certa forma varia
entre 30 e 60 ohms. A resisténcia da solugdo € estimada a cerca de 10 ohms.
Esta diferenga de resisténcias possibilita a formagdo de um campo elétrico
que cobre a inteira superficie da placa de Petri. Em razio de a resisténcia da
solugdo ser menor do que a resisténcia dos elétrodos e em razdo de a solugio
ser agitada durante o inteiro periodo de estimulagdo, pensa-se que os
adipdcitos sejam uniformemente estimulados.

Avaliagdo da lipolise. Em razdo de os acidos graxos livres
poderem ser reesterificados dentro do adipdcito, enquanto o glicerol ndo, a
lipdlise foi avaliada medindo-se a liberagdo do glicerol. O glicerol foi
indiretamente medido avaliando-se a formag¢do de NADH produzido durante
sua transformagdo enzimatica. O NADH foi medido usando-se um
espectrofotometro (Pharmacia LKB-Novaspec) em um comprimento de onda
de 340 nm. Os resultados s@o expostos como umol de glicerol liberado por
10® adipécitos por 30 minutos.

Avaliagdo da viabilidade celular. A viabilidade celular foi
avaliada contando-se as células viaveis usando-se um hematocitdmetro
Neubauer ¢ o corante azul tripano. A viabilidade celular foi avaliada antes da
estimulagdo elétrica (0 min.) e apds estimulagéo elétrica (30 min, 60 min ou
90 min).

Andlise estatistica. Os experimentos foram realizados em

triplicata. As células obteniveis de onzE (11) individuos foram usadas para o
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controle (BASAL), estimulag@o de isoproterenol (ISO) e condigdes de 4 mA.
Células de quatro (4) individuos foram usadas para a condi¢do de 8 mA e de
sete (7) individuos para a condigdo de 20 mA. O média e desvio padrdo foram
calculados.
EXEMPLO 11
Lipolise de adipécito obtida em seguida a estimulacao elétrica
Resultados

Os adipdcitos foram isolados e eletricamente estimulados

como descrito no Exemplo 1. A Tabela 1 resume os resultados obtidos.

Tabela 1
Analise estatistica dos dados obtidos (UM de glicerol)
Condig¢io experimental BASAL ISO 4 mA S mA 20 mA
Média 1,4 3,7 2,3 2,1 1,4
Desvio padrdo 0,4 2,1 0,8 0,9 0,7
Coeficiente de variagio 29% 57% 34% 41% 53%
N 11 11 11 4 7

Os resultados apresentados aqui mostram que a lipdlise do
adipdcito foi aumentada 2,6 vezes quando os adipdcitos foram estimulados
com isoproterenol, em comparagdo com os valores de controle (BASAL, p.
ex., nenhum tratamento). Em uma concentragdo de 104M, o isoproterenol ¢
sabido estimular os receptores f-adrenérgicos, estimular a lipdlise e facilitar a
liberagdo de glicerol.

Como mostrado na Fig. 1, uma estimulagéo elétrica dom uma
corrente de 4 mA aumentou a lipolise dos adipdcitos 1,6 vezes acima dos
valores basais (p < 0,001). A lipdlise medida para a condigdo de isoproterenol
(ISO) ¢ significativamente mais elevada do que a lipdlise medida para a
condi¢do de controle (BASAL). A lipdlise medida para a condi¢do 4 mA €
significativamente mais elevada do que a lipdlise medida para a condi¢do de
controle (BASAL), porém ndo € significativamente diferente da lipolise
medida para a condig¢do de isoproterenol (ISO). A estimulagdo da lipdlise
induzida pela corrente de 4 mA ndo ¢ estatisticamente diferente da induzida

pela administrac¢do de isoproterenol.
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EXEMPLO III
Lipolise de adipocitos obtida em seguida a estimulagéo elétrica bifasica

Foi testado se a estimulagdo elétrica bifasica pode induzir
lipélise nos adipdcitos.

4 mulheres ehtre a idade de 40 — 52 anos foram usadas como
individuos. O tecido adiposo foi obtido de areas supra-iliacas através de
lipossucgéo.

E descrito que o isoproterenol (ISO) aumentou a lipolise de
adipdcitos em 15%, isto €, em um nivel ndo significativo (Fig. 2). Estes dados
sd0 muito importantes, uma vez que claramente mostram que as 4 mulheres
sdo resistentes a gordura solta através da estimulagdo do receptor [-
adrenérgico, que € conhecida como o principal caminho de estimulagdo da
lipdlise de adipécitos. Por outro lado, a estimulagdo bifasica de 6 mA
significativamente (através de procedimentos de teste T repetidos) aumentou
a lipdlise em 2,3 vezes em relagdo a basal, assim neutralizando a resisténcia
B-adrenérgica dos adipocitos, observada com ISO. Além diséo, o estimulo
bifasico de 4 mA aumentou a lip6lise basal em 1,8x, assim em um nivel
inferior do que o da estimulagdo de 6 mA.

Estes dados confirmam que uma estimulagdo elétrica bifasica
pode produzir com sucesso a perdas de gordura no tecido adiposo.
EXEMPLO 1V
Lipodlise de adipécito obtida em seguida a estimulagio elétrica monofasica

Em correlagdo com a presente invengdo, a estimulagdo
monofasica na lipdlise de adipdceitos em humanos foi também media.

E revelado que estimulagdes de 2 mA e 6 mA monofésicas
aumentaram a lip6lise basal em menos do que 15% (Fig. 3). Este nivel de
estimulagdo ndo aparece significativamente através de procedimentos de teste
T repetidos.

Estes dados confirmam que, no caso de estimulagdes
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monofasicas, uma corrente entre 2 mA e 6 mA e, preferivelmente, 4 mA, teve
um sucesso significativo no aumento da lipdlise de adipdcito.

EXEMPLO V

Viabilidade celular em seguida a estimulagio elétrica de adipécito

A viabilidade celular foi determinada usando-se duas
maneiras: primeira através de corante azul tripano, que consiste de contar
somente c€lulas que estdo mostrando sua membrana colorida por tripano
azul, enquanto as células com seu colorido citosol foram consideradas
como ndo viaveis; segunda, as células foram estimuladas por ISO apds
terem sido eletricamente estimuladas por 30 min. Assim, se a estimulagio
elétrica afetasse o metabolismo das células, sua resposta a ISO seria
diminuida.

Para o estudo monofasico, a estimula¢do de 2 mA e 4 mA nio
tiveram nenhum efeito sobre a contagem celular e a estimulacdo ISO da
lipdlise foi normal. Entretanto, a estimulagdo de 6 mA mostrou uma pequena
diminui¢do das contagens celulares, porém a estimulagdo ISO foi também
normal.

Em seguida a estimulagdo bifasica, as estimula¢des de 4 mA e
6 mA nio tiveram efeito sobre a contagem celular e a estimulagio ISO da
lipélise de adipécito foi normal.

Os dados apdiam o fato de que as estimula¢des monofasicas a
2 mA e 4 mA, bem como as estimula¢des bifasicas a 4 mA e 6 mA nio
afetam a viabilidade celular.

Além disso, deve-se levar em consideragdo que, no presente
estudo, as células foram isoladas do tecido humano e, assim, muitissimo mais
frageis do que in situ. E assim razoavel considerar para uma pessoa habil na
arte que a presente estimulagdo elétrica (monofasica 2 mA e 4 mA; bifasica 4
mA e 6 mA) ndo tem efeito sobre a viabilidade das células, se aplicada in

Vivo.
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EXEMPLO VI
Fluxo de corrente atravessante

Em correlagdo com a presente invengédo, um pré-teste de medir a
eficacia da corrente fluindo através da pele foi avaliado. Estimulagdo elétrica
transcutinea muscular foi conduzida. O objetivo foi avaliar a perda de amplitude
da corrente fluindo através da pele. Além disso, a medi¢do da intensidade de
perda de corrente, devida a resisténcia da pele, foi também avaliada.

Uma corrente de 4 mA com uma corrente monofasica de 500
ms foi usada. Nenhuma dor foi observada no paciente, assim a corrente nfio é
estimuladora das fibras nervosas, responsaveis pela sensa¢do de dor. Foi
também observado que uma aplicagdo de uma corrente de 4 mA resulta em
contragdo  muscular, assim recrutamento de fibras  motoras.
Conseqiientemente, uma pessoa habil na arte reconheceria que uma grande
maioria da corrente escoou através da barreira cutinea e dos adipdcitos, a fim
de alcangar as fibras musculares e produzir uma contra¢gdo muscular. Pelo
menos 3,8 mA dos 4 mA fluiram através da pele eficientemente.
Conseqiientemente, 95% da estimulagdo de corrente aplicada fluiu através da
barreira cutdnea. Além disso, a onda de estimula¢io quadrada nio foi afetada,
uma vez que os alfa-motorneurdnios foram estimulados. Os alfa-
motorneurdnios sdo despolarizados eficientemente pela onda de estimulagio
quadrada. Observagdo no osciloscOpio mostrou que somente uma suave
deformagdo da onda foi observada. Uma pequena curvatura da onda foi
observada, que € associada com a capacitancia da pele.

Estes dados demonstram que 95% da estimulag¢io de corrente
aplicada fluiram através da barreira cutinea e que a onda de estimulagio pode
ser considerada como uma onda quadrada fisiologicamente.

EXEMPLO VII
Microdialise in vivo

Em correlagdo com a presente invengdo, a microdialise in vivo
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foi testada. A microdialise € uma técnica que permite estimular o tecido
adiposo in vivo.

Em resumo, uma € necessario implantar uma sonda dentro dos
tecidos adiposos, que serd locada dentro do espago intersticial, onde um
equilibrio serd alcangado entre o fluido intersticial e a solugdo fisiologica
circulando dentro da sonda. Quando este equilibrio for alcangado, a sonda
pode capturar moléculas liberadas das células.

Os resultados sdo obtidos em concentra¢des reais expressas em
micro molar (uM) de glicerol, a fim de obterem-se medi¢Ges validas de
lipdlise. Trés condigdes experimentais foram testadas: (1) BASAL (atividade
de lipdlise normal, sem qualquer estimulagdo); (2) estimula¢do elétrica de
corrente bifasica de 6 mA; (3) estimulagdo elétrica de corrente bifasica de 7,6
mA.

O individuo usado no presente estudo foi uma mulher com a
idade de 45 anos (pesando 166 libras (75 kg) e medindo 5 pés (1,72 m) e a
sonda foi implantada no tecido adiposo abdominal. A estimulag¢do bifasica de
6 mA foi aplicada por 30 min, bem como a estimulagdo bifasica de 7,6 mA. E
primeiro importante éitar que foi observado que o campo elétrico estava
atravessando a parede de pele e estava alcangando o tecido adiposo. Os
resultados obtidos confirmam esta afirmac3o.

A Tabela 2 e Fig. 4 descreve um curso de tempo de concentragdes
de glicerol medido durante o experimento (medi¢Ges a cada 10 minutos).

Tabela 2
Curso de tempo de concentragdes durante o experimento (medi¢des cada

10 minutos)

BasaL@omin) | smA@omin | o |7.6mA@omim| B

] min m min ) QO MA L m ) .
{10 mint) {10 min)

B1 82 B3 | S1 | §2 B4 §3 sS4 | B5

pM de

alicerol 375 357 35 4.8 6.03 3.3 412 3.5 35
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Os resultados obtidos s@o representados na Tabela 3 e Fig. 5.
Tabela 3
Tabela resumo apresentando as concentragdes médias (uM)
com os desvios padrio (S.D.) e mudangas percentuais relativas 4&s
concentracdes de linha de referéncia médias

Concentrac¢des em microM de glicerol

Condigdes BASAL 6mA T7.6mA
Médias | 3.52 5.42 3.81
Desv. padrio 016 087 044
% troca | 100% 154% 108%

Estes resultados demonstram que a estimulagdo elétrica de 6
mA produziu lipdlise significativamente estimulada em um nivel de 54% mais
elevado do que o valor basal normal (Fig. 6). A estimulagdo elétrica de 7,6
mA nfo produziu lipdlise significativa. Estes resultados, obtidos in vivo em
um individuo vivo humano, valida os resultados encontrados in vitro.

Estes dados demonstram a correlagdo entre dados in vitro
obtidos e a capacidade da presente invengdo de aumentar a lipSlise das células
adiposas in vivo.

Sem desejarmos ficar presos a qualquer teoria especifica, estes
resultados sugerem que a corrente elétrica aplicada as células modifica o
potencial de suas membranas, provavelmente pela inativagdo (p. ex.,
fechamento) dos canais de potéssio acionados por voltagem. Em retorno, a
acumulagio do potéssio intracelular poderia ativar os caminhos lipoliticos
sem ativar os receptores [-adrenérgicos.

Embora a inveng@o tenha sido descrita com relagio a suas formas
de realizagdo especificas, deve ser entendido que € capaz de mais modificagdes e
este pedido € destinado a cobrir quaisquer variagdes, usos ou adapta¢des da
invengdo, seguindo, em geral, os principios da inven¢do e incluindo tais desvios
da presente descrigdo que se situem dentro da pratica conhecida ou costumeira da
arte a que a invengdo pertence e como possa ser aplicada aos aspectos essenciais

aqui antes expostos, € como segue no escopo das reivindica¢des anexas.
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REIVINDICACOES

1. Método para aumentar a lipdlise em uma célula de um

individuo, caracterizado pelo fato de compreender aplicar uma corrente

elétrica a dita célula, em que dita célula permanece substancialmente vidvel
em seguida a dita aplicagdo.

2. Método de acordo com a reivindicagdo 1, caracterizado pelo

fato de dita corrente elétrica ser bifasica.

3. Método de acordo com a reivindicaggo 1, caracterizado pelo

fato de dita corrente elétrica ser monofasica.
4. Método de acordo com qualquer uma das reivindicagdes 1 a

3, caracterizado pelo fato de dita corrente elétrica no nivel celular ser de cerca

de 2 mA a cerca de 6 mA.

5. Método de acordo com a reivindicagdo 4, caracterizado pelo

fato de dita corrente elétrica ser de cerca de 4 mA.
6. Método de acordo com qualquer uma das reivindicagdes 1 a

5, caracterizado pelo fato de dita corrente elétrica provocar despolarizagio da

membrana de dita célula.

7. Método de acordo com a reivindicagdo 6, caracterizado pelo

fato de dita despolariza¢do causar uma altera¢do da atividade de um canal de
ion em dita célula.

8. Método de acordo com a reivindicagdo 7, caracterizado pelo

fato de dita despolarizagdo causar uma diminui¢do da atividade de um canal
de ion em dita célula.

9. Método de acordo com a reivindicagio 8, caracterizado pelo

fato de dito canal de ion ser um de uma familia de canal de ions selecionada
do grupo consistindo de EAG, KCNQ, SK, slo e Kv.

10. Método de acordo com a reivindicagdo 9, caracterizado

pelo fato de o canal de fons ser selecionado do grupo consistindo de eag, erg,

elk, KCNQI, KCNQ2, KCNQ3, KCNQ4, KCNQ5, Kvl, Kv2, Kv3, Kv4,
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Kv35, Kv6, Kv7, Kv8 e Kv9.

11. Método de acordo com a reivindicagdo 8, caracterizado

pelo fato de dito canal de ion ser um canal de potassio.

12. Método de acordo com a reivindicagdo 1, caracterizado

pelo fato de dita célula ser um adipdcito.

13. Método de acordo com a reivindicagdo 1, caracterizado

pelo fato de dito individuo ser um mamifero.

14. Método de acordo com a reivindicagdo 13, caracterizado
pelo fato de dito mamifero ser um humano. "

15. Método de acordo com a reivindicagdo 12, caracterizado

pelo fato de dito adipécito ser localizado em um tecido subcutaneo, um tecido
adiposo visceral ou um tecido intramuscular.

16. Método de acordo com a reivindicagdo 15, caracterizado

pelo fato de dito tecido subcutaneo ser localizado em uma regifio selecionada
do grupo consistindo de brago, joelho, panturrilha, abdome, coxa, nadegas e
quadris.

17. Método de acordo com qualquer uma das reivindicagdes 1

a 16, caracterizado pelo fato de dito aumento de lipdlise ser de pelo menos 1,5

vezes com respeito ao nivel de lipdlise em uma célula de controle.
18. Uso de uma corrente elétrica para aumentar a lip6lise em

uma célula, caracterizado pelo fato de dita corrente elétrica substancialmente

preservar a viabilidade de dita célula.

19. Uso de acordo com a reivindicagdo 18, caracterizado pelo

fato de dita corrente elétrica ser bifasica.

20. Uso de acordo com a reivindicaggo 18, caracterizado pelo

fato de dita corrente elétrica ser monofésica.
21. Uso de acordo com qualquer uma das reivindicagdes 18 a
20, caracterizado pelo fato de dita corrente elétrica no nivel celular ser de

cerca de 2 mA a cerca de 6 mA.
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22. Uso de acordo com a reivindicagdo 21, caracterizado pelo

fato de dita corrente elétrica ser de cerca de 4 mA.
23. Uso de acordo com qualquer uma das reivindicagdes 18 a

22, caracterizado pelo fato de dita corrente elétrica causar uma despolarizago

da membrana de dita célula.

24. Uso de acordo com a reivindicagdo 23, caracterizado pelo

fato de dita despolariza¢do causar uma altera¢do na atividade de um canal de
ion em dita célula.

25. Uso de acordo com a reivindicagéo 23, caracterizado pelo

fato de dita despolarizagdo causar uma diminui¢do da atividade de um canal
de ion em dita célula.

26. Uso de acordo com a reivindicagdo 25, caracterizado pelo

fato de dito canal de ion ser um de uma familia de canal de ion selecionada do
grupo EAG, KCNQ, SK, slo e Kv.

27. Uso de acordo com a reivindicagdo 26, caracterizado pelo

fato de o canal de ion ser selecionado do grupo consistindo de eag, erg, elk,
KCNQI, KCNQ2, KCNQ3, KCNQ4, KCNQ5, Kvl, Kv2, Kv3, Kv4, Kv5,
Kv6, Kv7, Kv8 e Kv9.

28. Uso de acordo com a reivindicagdo 25, caracterizado pelo

fato de dito canal de ion ser um canal de potassio.

29. Uso de acordo com qualquer uma das reivindicagdes 18 a

28, caracterizado pelo fato de dita célula ser um adipdcito.
30. Uso de acordo com qualquer uma das reivindicagdes 18 a

29, caracterizado pelo fato de dita corrente elétrica ser adequada para

administra¢do a um mamifero.

31. Uso de acordo com a reivindicagdo 30, caracterizado pelo

fato de dito mamifero ser um humano.
32. Uso de acordo com qualquer uma das reivindicag¢des 18 a

31, caracterizado pelo fato de dita corrente elétrica ser adequada para
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administra¢cdo a um tecido subcutdneo, um tecido adiposo visceral ou um
tecido intramuscular.

33. Uso de acordo com a reivindicagdo 32, caracterizado pelo

fato de dito tecido subcutdneo ser localizado em uma regido selecionada do
grupo consistindo de brago, joelho, panturrilha, abdome, coxa, nadegas e
quadris.

34. Uso de acordo com qualquer uma das reivindicagdes 18 a

33, caracterizado pelo fato de dito aumento de lipdlise ser pelo menos de 1,5

vezes com respeito ao nivel de lipdlise de uma célula de controle.
35. Uso de acordo com qualquer uma das reivindicagdes 18 a

34, caracterizado pelo fato de ser para tratar um distirbio associado com

distribui¢do de gordura.

36. Uso de acordo com a reivindicagdo 35, caracterizado pelo

fato de dito disturbio associado com a distribuig¢do de gordura ser selecionado
do grupo consistindo de lipodistrofia e obesidade.
37. Uso de acordo com qualquer uma das reivindicagdes 18 a

36, caracterizado pelo fato de ser ainda associado com outro tratamento

selecionado do grupo consistindo de um regime de exercicio, uma dieta,

meios estéticos/cosméticos e bebidas eletroliticas.

38. Embalagem, caracterizada pelo fato de compreender:

(1) meio para aplicar uma corrente elétrica; e

(11) instrugdes para utilizar ditos meios no aumento da lipdlise
em uma célula;

em que dita corrente elétrica substancialmente preserva a
viabilidade de dita célula.

39. Embalagem de acordo com a reivindicagdo 38,

caracterizada pelo fato de ditas instru¢des especificarem o uso de uma

corrente elétrica de cerca de 2 mA a cerca de 6 mA.

- 40. Embalagem de acordo com a reivindicagdo 39,
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caracterizada pelo fato de ditas instrugdes especificarem o uso de uma

corrente elétrica de cerca de 4 mA.
41. Embalagem de acordo com a reivindicagdo 38,

caracterizada pelo fato de ditas instrugdes especificarem que dita corrente

elétrica causa uma despolariza¢do da membrana de dita célula.
42. Embalagem de acordo com a reivindicagdo 41,

caracterizada pelo fato de ditas instrugdes especificarem que dita

despolarizagdo causa uma alteragdo da atividade de um canal de ion de dita
célula.
43. Embalagem de acordo com a reivindicagdo 42,

caracterizada pelo fato de ditas instrugdes especificarem que dita

despolarizagdo causa uma diminui¢do da atividade de um canal de ion de dita
célula.

44. Embalagem de acordo com a reivindicagdo 43,
caracterizada pelo fato de dito canal de ion ser um de uma familia de canais

selecionada do grupo consistindo de EAG, KCNQ, SK, slo e Kv.

45. Embalagem de acordo com a reivindicagdo 44,
caracterizada pelo fato de o canal de ion ser selecionado do grupo consistindo
de eag, erg, elk, KCNQI1, KCNQ2, KCNQ3, KCNQ4, KCNQS5, Kvl, Kv2,
Kv3, Kv4, Kv5, Kv6, Kv7, Kv8 e Kv9.

46. Embalagem de acordo com a reivindicagdo 43,

caracterizada pelo fato de dito canal de ion ser um canal de potassio.
47. Embalagem de acordo com qualquer uma das

reivindicagdes 38 a 46, caracterizada pelo fato de dita célula ser um adipdcito.

48. Embalagem de acordo com a reivindicagdo 47,

caracterizada pelo fato de ditas instrucdes especificarem que dito adipdcito é

localizado em um mamifero.
49. Embalagem de acordo com a reivindicagdo 48,

caracterizada pelo fato de dito mamifero ser um humano.
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50. Embalagem de acordo com qualquer uma das

reivindicagdes 38 a 49, caracterizada pelo fato de ditas instrugdes

especificarem que dito adipdcito € localizado em um tecido subcutdneo, um
tecido adiposo visceral ou um tecido intramuscular.
51. Embalagem de acordo com a reivindicagdo 50,

caracterizada pelo fato de dito tecido subcutdneo ser localizado em uma

regido selecionada do grupo consistindo de brago, joelho, panturrilha,
abdome, coxa, nadegas e quadris.
52. Embalagem de acordo com qualquer uma das

reivindicagdes 38 a 51, caracterizada pelo fato de ditas instrugdes

especificarem que o aumento da lipdlise é de pelo menos 1,5 vezes com

respeito ao nivel de lipdlise de uma célula de controle.
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RESUMO
“METODO PARA AUMENTAR A LIPOLISE EM UMA CELULA DE UM
INDIVIDUO, USO DE UMA CORRENTE ELETRICA PARA
AUMENTAR A LIPOLISE EM UMA CELULA, E, KIT”

Sdo descritos aqui- métodos de aumentar a lipdlise em uma
célula. Tais métodos compreendem a aplicagdo de uma corrente elétrica em
uma célula. Em uma forma de realizacdo, a aplicagdo da corrente elétrica ndo
altera substancialmente a viabilidade de tal célula e/ou preserva a viabilidade
de tal célula. Em uma forma de realizac;éov, tal célula é um adipdcito. Usos e

embalagens correspondentes sdo também descritos.
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REIVINDICACOES

1. Método para aumentar a lipdlise em uma célula de um

individuo, caracterizado pelo fato de compreender aplicar uma corrente

elétrica a célula produzindo hidrdlise de lipideos na célula, em que a dita
corrente elétrica promove a despolarizagdo da membrana da dita célula e em
que a dita célula permanece viavel em seguida a dita aplicagéo.

2. Método de acordo com a reivindicagdo 1, caracterizado pelo

fato de a dita corrente elétrica ser bifasica.

3. Método de acordo com a reivindicagdo 1, caracterizado pelo

fato de a dita corrente elétrica ser monofésica.

4. Método de acordo com qualquer uma das reivindicagdes de
1 a 3, caracterizado pelo fato de a dita corrente elétrica no nivel celular ser de
cerca de 2 mA a cerca de 6 mA.

5. Método de acordo com a reivindicagdo 4, caracterizado pelo

fato de a dita corrente elétrica ser de cerca de 4 mA.

6. Método de acordo com a reivindicagdo 5, caracterizado pelo

fato de a dita despolarizagdo causar uma alteragdo da atividade de um canal

de ion na dita célula.

7. Método de acordo com a reivindicagdo 6, caracterizado pelo

fato de a dita despolarizagdo causar uma diminui¢do da atividade de um canal
de ion na dita célula.

8. Método de acordo com a reivindicagdo 7, caracterizado pelo

fato de o dito canal de ion ser um de uma familia de canal de ions selecionada
do grupo consistindo de éter 4 go-go (EAG), canal de K' dependente de
voltagem relacionado a sindrome do QT longo (KCNQ), canal ativado por
calcio de pequena condutincia (SK), slowpoke (slo), e canal de K'
dependente de voltagem (Kv).

9. Método de acordo com a reivindicagdo 8, caracterizado pelo

fato de o canal de ions ser selecionado do grupo consistindo de eag, erg, elk,
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KCNQI, KCNQ2, KCNQ3, KCNQ4, KCNQS5, Kvl, Kv2, Kv3, Kv4, Kv5,
Kv6, Kv7, Kv8 e Kv9.

10. Método de acordo com a reivindicagdo 9, caracterizado

pelo fato de o dito canal de ion ser um canal de potdssio.

11. Método de acordo com a reivindicagdo 1, caracterizado

pelo fato de a dita célula ser um adipdcito.

12. Método de acordo com a reivindicagdo 1, caracterizado

pelo fato de o dito individuo ser um mamifero.

~ 13. Método de acordo com a reivindicagdo 12, caracterizado

pelo fato de o dito mamifero ser um humano.

14. Método de acordo com a reivindica¢io 13, caracterizado

pelo fato de o dito adipécito ser localizado em um tecido subcutdneo, um
tecido adiposo visceral ou um tecido intramuscular.

15. Método de acordo com a reivindica¢do 14, caracterizado
pelo fato de o dito tecido subcutdneo ser localizado em uma regifio
selecionada do grupo consistindo de brago, joelho, panturrilha, abdome, coxa,
nadegas e quadris.

16. Método de acordo com qualquer uma das reivindicagdes de

1 a 15, caracterizado pelo fato de o dito aumento de lipdlise ser de pelo menos

1,5 vezes com respeito ao nivel de lipélise em uma célula de controle.
17. Uso de uma corrente elétrica para aumentar a lipdlise em

uma c€lula, caracterizado pelo fato de a dita corrente elétrica causar a

despolariza¢do da membrana da dita célula e em que a dita corrente elétrica
preserva a viabilidade da dita célula.

18. Uso de acordo com a reivindicagdo 17, caracterizado pelo

fato de a dita corrente elétrica ser bifasica.

19. Uso de acordo com a reivindicagdo 17, caracterizado pelo

fato de a dita corrente elétrica ser monofasica.

20. Uso de acordo com qualquer uma das reivindicag¢des de 17
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a 19, caracterizado pelo fato de a dita corrente elétrica no nivel celular ser de
cerca de 2 mA a cerca de 6 mA.

21. Uso de acordo com a reivindicagdo 20, caracterizado pelo

fato de a dita corrente elétrica ser de cerca de 4 mA.

22. Uso de acordo com a reivindicagdo 21, caracterizado pelo

fato de a dita despolarizagdo causar uma alteragéo da atividade de um canal
de ion na dita célula.

23. Uso de acordo com a reivindicagdo 21, caracterizado pelo

fato de a dita despolarizag@o causar uma diminui¢do da atividade de um canal
de ion na dita célula.

24. Uso de acordo com a reivindicagdo 23, caracterizado pelo

fato de o dito canal de ion ser um de uma familia de canal de ion selecionada
do grupo EAG, KCNQ, SK, slo e Kv.

25. Uso de acordo com a reivindica¢do 24, caracterizado pelo

fato de o canal de ion ser selecionado do grupo consistindo de eag, erg, elk,
KCNQI1, KCNQ2, KCNQ3, KCNQ4, KCNQ5, Kvl, Kv2, Kv3, Kv4, Kv5,
Kv6, Kv7, Kv8 e Kv9.

26. Uso de acordo com a reivindicagdo 23, caracterizado pelo

fato de o dito canal de ion ser um canal de potassio.
27. Uso de acordo com qualquer uma das reivindicag¢des de 17

a 26, caracterizado pelo fato de dita célula ser um adipécito.

28. Uso de acordo com qualquer uma das reivindicagdes de 17

a 27, caracterizado pelo fato de a dita corrente elétrica ser adequada para

administracdo a um mamifero.

29. Uso de acordo com a reivindicacdo 28, caracterizado pelo

fato de dito mamifero ser um humano.
30. Uso de acordo com qualquer uma das reivindicag¢Ges de 17

a 29, caracterizado pelo fato de a dita corrente elétrica ser adequada para

administra¢gdo a um tecido subcutidneo, um tecido adiposo visceral ou um
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tecido intramuscular.

31. Uso de acordo com a reivindicagdo 30, caracterizado pelo

fato de dito tecido subcutineo ser localizado em uma regido selecionada do
grupo consistindo de brago, joelho, panturrilha, abdome, coxa, nidegas e
quadris.

32. Uso de acordo com qualquer uma das reivindicagdes de 17

a 31, caracterizado pelo fato de o dito aumento de lipdlise ser pelo menos de

1,5 vezes com respeito ao nivel de lipolise de uma célula de controle.
33. Uso de acordo com qualquer uma das reivindicag¢des de 17

a 32, caracterizado pelo fato de ser para tratar um disturbio associado com

distribui¢do de gordura.

34. Uso de acordo com a reivindicagdo 33, caracterizado pelo

fato de dito distirbio associado com a distribui¢do de gordura ser selecionado
do grupo consistindo de lipodistrofia e obesidade.

35. Uso de acordo com qualquer uma das reivindicagdes de 17

a 34, caracterizado pelo fato de ser ainda associado com outro tratamento
selecionado do grupo consistindo de um regime de exercicio, uma dieta,
meios estéticos/cosméticos e bebidas eletroliticas.

36. Kit, caracterizado pelo fato de compreender:

(i) meio para aplicar uma corrente elétrica; e

(i1) instrugdes para utilizar os ditos meios no aumento da
lipolise em uma célula;

em que a dita corrente elétrica causa a despolarizagdo da
membrana da dita célula e em que a dita corrente elétrica substancialmente
preserva a viabilidade da dita célula.

37. Kit de acordo com a reivindicagdo 36, caracterizado pelo

fato de as ditas instrugdes especificarem o uso de uma corrente elétrica de
cerca de 2 mA a cerca de 6 mA.

38. Kit de acordo com a reivindicagdo 37, caracterizado pelo
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fato de as ditas instrugdes especificarem o uso de uma corrente elétrica de
cerca de 4 mA.

39. Kit de acordo com a reivindica¢do 38, caracterizado pelo

fato de as ditas instru¢des especificarem que a dita despolarizagdo causa uma
alteragfo da atividade de um canal de ion na dita célula.

40. Kit de acordo com a reivindicagdo 39, caracterizado pelo

fato de as ditas instru¢des especificarem que dita despolarizagdo causa uma
diminui¢3o da atividade de um canal de ion na dita célula.

41. Kit de acordo com a reivindicagdo 40, caracterizado pelo

fato de o dito canal de ion ser um de uma familia de canais selecionados do
grupo consistindo de EAG, KCNQ, SK, slo e Kv.

42. Kit de acordo com a reivindicagdo 41, caracterizado pelo

fato de o canal de ion ser selecionado do grupo consistindo de eag, erg, elk,
KCNQI, KCNQ2, KCNQ3, KCNQ4, KCNQS, Kvl, Kv2, Kv3, Kv4, Kv5,
Kv6, Kv7, Kv8 e Kv9.

43. Kit de acordo com a reivindicagdo 40, caracterizado pelo

fato de o dito canal de ion ser um canal de potéssio.
44. Kit de acordo com qualquer uma das reivindicagdes de 36

a 43, caracterizada pelo fato de a dita célula ser um adipécito.

45. Kit de acordo com a reivindicagdo 44, caracterizado pelo

fato de as ditas instrug¢des especificarem que o dito adipécito € localizado em
um mamifero.

46. Kit de acordo com a reivindicagdo 45, caracterizado pelo

fato de o dito mamifero ser um humano.
47. Kit de acordo com qualquer uma das reivindicagdes de 36

a 46, caracterizado pelo fato de as ditas instrugdes especificarem que o dito

adipdcito € localizado em um tecido subcutdneo, um tecido adiposo visceral
ou um tecido intramuscular.

48. Kit de acordo com a reivindicagdo 47, caracterizado pelo
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fato de o dito tecido subcutineo ser localizado em uma regido selecionada do
grupo consistindo de brago, joelho, panturrilha, abdome, coxa, nadegas e
quadris.

49. Kit de acordo com qualquer uma das reivindicagdes de 36

a 48, caracterizado pelo fato de as ditas instrugdes especificarem que o

aumento da lipolise é de pelo menos 1,5 vezes com respeito ao nivel de

lipdlise de uma célula de controle.
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