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“NANOEMULSAO DE ACIDOS GRAXOS IODADOS PARA IMAGEAMENTO
DE CT”

CAMPO DA INVENCAO
[001] A invencdo se refere a um agente de contraste de tomografia
computadorizada (CT) iodado produzido a partir de derivados de &acido graxo
para visualizacdo nao invasiva e quantificacdo do tecido adiposo marrom e/ou
bege ou para imageamento do coracdo e/ou figado de um individuo.
Vantajosamente, esse agente de contraste deve ser tomado oralmente, o que é
uma inovacdo em imageamento de CT. A resolucdo de imagem por CT &
significativamente aprimorada em compara¢do com tomografia por emissao de
pésitrons (PET).
ANTECEDENTES DA INVENC}AO
[002] A obesidade € uma grande questdo de saude. Uma de suas principais
consequéncias é desenvolvimento de diabetes tipo 2. A mesma se deve
principalmente a uma dieta com muito agucar e muita gordura, bem como uma
auséncia de exercicio e, portanto, gasto de energia insuficiente. Esse excesso
de ingestdo de energia € armazenado principalmente como triglicerideos em
tecido adiposo branco (WAT). Uma opcdo para combater esse excesso de
ingestao de energia poderia ser forcar um aumento em gasto de energia que
compensaria essa alta ingestdo calérica. Muitos estudos demonstraram que o
tecido adiposo marrom (BAT) ou tecido adiposo bege dissipa o excesso de
energia como calor, aumentando o gasto de energia. Também foi mostrado que
mesmo se BAT estiver principalmente presente em animais em hibernagéo, o
mesmo também é constatado em criangcas humanas, bem como em humanos
adultos.
[003] O tecido adiposo marrom ou células bege consomem glicose e acido
graxo, e dissipam estes em forma de calor, reduzindo, dessa maneira, circulacéo
de acido graxo?, e aprimorando metabolismo de glicose. No BAT, uma proteina
chamada proteina de desacoplamento um (UCP1) é responsavel por essa
dissipagéo de energia, como calor. Essa proteina, presente na membrana interna
da mitocondria, desacopla a cadeia respiratéria, reduzindo a producéo de ATP e

dissipando o excesso de gradiente de prétons como calor. Mais recentemente,

Petica0 870200018220, de 07/02/2020, pég. 10/67



2/44

adipécitos que expressam UCP1 foram mostrados como estando presentes no
tecido adiposo branco (WAT) e foram nomeados adipdcitos brite ou bege?.
Infelizmente, seu papel e atividade permanecem insuficientemente conhecidos,
bem como sua participacdo no metabolismo em comparacédo com os adipocitos
marrons. Essa questdo € de grande interesse, uma vez que humanos adultos
parecem ter muito pouco BAT, enquanto h& muitos adipdcitos bege induziveis
no WAT subcutaneo 2,

[004] O desenvolvimento e avaliacdo de agentes de amarronzamento de
WAT esta adquirindo cada vez mais importancia. Portanto, métodos para avaliar
in vivo e ao longo do tempo, o efeito desses agentes na presenca e funcdo de
adipécitos marrons e bege se torna crucial. ®FDG-PET é a modalidade de
imageamento dominante para avaliar tecido adiposo marrom, mas sofre de
diversas limitacdes ’. Embora a glicose seja tomada mediante ativagdo de BAT,
acredita-se que o substrato principal seja acidos graxos 3. Portanto, ingestéo de
glicose medida por *FDG-PET poderia subestimar atividade de BAT sob
condi¢cbes fisiologicamente significativas, como exposicdo ao frio branda.
Ademais, algumas afeccdes patoldgicas como resisténcia a insulina em diabetes
tipo 2 (T2D) poderia mitigar ou influenciar a quantificacdo da atividade de BAT
com 8FDG-PET. Além disso, marcadores de &cidos graxos para PET, como
18acido F-fluoro-tia-heptadecanoico (18FTHA) “ja foi testado para imageamento
de BAT, mas parece oferecer baixo sinal em seres humanos.

[005] Lipiodol (identificado Ethiodol nos EUA), também conhecido como
Oleo etiodizado, é um 6leo de semente de papoula usado por injecdo como um
agente de contraste radiopaco que é usado para ressaltar as estruturas em
investigagbes radiolégicas. O mesmo também é usado em aplicacbes de
quimioembolizacdo como um agente de contraste em imageamento de
acompanhamento. Lipiodol também é usado em linfangiografia, o imageamento
do sistema linfatico. O mesmo tem um uso adicional em obliteragéo de varizes
gastricas como um diluente que néo afeta polimerizacdo de cianoacrilato.

[006] Recentemente, houve um interesse crescente no uso de Lipiodol
como um agente terapéutico no gerenciamento de infertilidade néo explicada,

com o uso de um procedimento chamado descarga de Lipiodol. Houve um
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pequeno numero de estudos que sugerem que descarregamento do meio
através dos tubos fornece um aumento a longo prazo em fecundidade em
pacientes com infertilidade ndo explicada. Uma revisao sistematica sugeriu um
aumento significativo em fertilidade, especialmente naquelas mulheres que
tinha, endometriose ao usar descarga de Lipiodol.

[007] Historicamente, Lipiodol foi geralmente usado como um meio de
contraste em histerossalpingografia (HSG: um procedimento para determinar
permeabilidade tubaria, usado na investigacao de subfertilidade). O mesmo se
tornou menos comumente utilizado nos anos 1960 a 1980 devido ao fato de que
0S meios soluveis em agua mais modernos fornecem imagens que sao mais
faceis de interpretar. Também é uma questdo de seguranca importante com
Lipiodol no intravazamento (vazamento) do fluido no sistema venoso o fato de
ter ocasionado complicacdes no passado. O 6leo etiodizado é composto por iodo
combinado com ésteres etilicos de acidos graxos de Oleo de semente de
papoula, principalmente como monoiodeostearato de etila e diiodoestearato de
etila. A estrutura precisa nédo € conhecida.

[008] Lipiodol também pode ser usado oralmente para a prevencdo de
distarbios de deficiéncia de iodo como bdcio, crescimento e retardamento mental
ou cretinismo. Lipiodol e outros 6leos iodados também foram empregados de
modo bem-sucedido para prevenir deficiéncia de iodo em mulheres gravidas, em
gue iodizacao de sal dietético ainda nao foi estabelecida de modo bem sucedido.
[009] Em Francois Hallouard et al. “lodinated nano-emulsions as contrast
agents for preclinical X-ray imaging: Impact of the free surfactants on the
pharmacokinetics” European Journal de Pharmaceutics and Biopharmaceutics,
vol. 83, no. 1, 1 de janeiro de 2013, pp 54-62, XP055443136, aspectos
importantes no projeto de agentes de contraste para imageamento pré-clinico de
raios X sao apresentados. O primeiro € uma formulacdo simples de agentes de
contraste de circulacéo longa, formulados a partir de um 6leo iodado comercial,
e que resulta em agentes de contraste CT que contém mais de duas vezes 0s
concentracéo de iodo que agentes de contraste comerciais. O segundo ponto é
um aspecto metodoldgico, que utiliza filtragem tangencial para reduzir os

tensoativos residuais na fase a granel e que serve bem para concentrar goticulas
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(e iodo) na suspensao. O ultimo ponto é um aspecto mais geral relacionado a
influéncia dos tensoativos livres nos farmacocinéticos e biodistribuicdo das
goticulas de nanoemulsdo em camundongo.

[0010] Além disso, Soo-Jeong Lim et al. “Nanoscaled lodized Oil Emulsion
as a CT Contrast Agent for the Detection of Experimental Liver Tumors in a Rat
Model”, Academic Radiology, Elsevier, Volume 17, Edic&do 8, 1 de agosto 2010,
Paginas 985-991, XP027119104 revela uma emulsdo de Oleo iodado para
imageamento experimental de tomografia computadorizada (CT) em tumores
hepaticos em modelos de rato. O aperfeicoamento hepatico alcancado pela
emulsdo de 6leo iodado € especifico de sistema reticuloendotelial com a
propriedade de aperfeicoamento de pool sanguineo e duragdo mais longa que
aquela alcancavel com os agentes sollveis em agua atuais. Desse modo, esse
agente pode oferecer vantagens significativas para diagnostico de metastases
hepaticas.

[0011] O documento EP 0 294534 Al (KABIVITRUM AB [SE]) se refere a
uma emulsdo para uso como um agente de contraste de raios X e que contém
um ou mais lipidios iodados emulsificados em uma fase aquosa. A emulsdo
contém um ou mais aminoacidos, acidos graxos ou seus sais, vitaminas soluveis
em gordura e/ou ureia para aumentar sua estabilidade. Ademais, a emulséo
pode conter um ou mais 6leos ou gorduras farmacologicamente aceitaveis. Pelos
agentes de aumento de estabilidade, foi possivel preparar emulsdes de lipidios
iodados que podem ser esterilizados em uma autoclave e ser armazenados por
um longo tempo sem a ruptura de emulséo.

[0012] Zhuang Zhen W et al. “CT Molecular Imaging of Perivascular Adipose
Tissue and Its Linkage to Vascular Disease” CIRCULATION, vol. 134, no. Suppl.
1,11 de novembro de 2016, XP002777573, revela que tecido adiposo
perivascular (PVAT) envolve as maiores artérias e regula funcionamento
endotelial. PVAT saudavel tem o fenoétipo de tecido adiposo marrom (BAT)
histologicamente, e possui caracteristicas anti-inflamatorias e vasorelaxantes,
gue nao sdo observadas em obesidade. A hipotese desse estudo é que
imageamento molecular com o uso de tomografia microcomputadorizada

(microCT) combinada com um acido graxo iodado pode detectar PVAT de murina
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saudavel em repouso e identificar alteragcbes dinamicas de PVAT apos
intervencdes farmacoldgicas ou fisiologicas.

[0013] Independentemente, ha uma auséncia de agentes de contraste CT
especificos para imageamento de tecido marrom e bege atualmente, o que
significa que é dificil detectar, imagear e monitorar esse tecido in vivo.
Independente do fato de que algumas areas em uma varredura de CT podem
ser definidas como tecido adiposo marrom sem o uso de agente de contraste de
CT, um ndo especialista observarA& um avanco consideravel em limites,
quantificacdo e qualidade de deteccao de tecido adiposo bege ou marrom com
0 uso de nova geracdo de agentes de contraste CT. Isso é especialmente
verdadeiro ao se levar em consideragdo adipécitos bege que sdo dispersados
dentro do tecido adiposo branco e impossiveis de visualizar sem agente de
contraste.

[0014] Ademais, dentre as diversas vias de administracdo, administracao
oral & considerada como sendo a mais aceitavel e método econdmico. As
injecOes sdo geralmente administradas em um hospital, configuradas uma vez
gue se exige um profissional experiente para administrar o agente de contraste,
especialmente infusdes intravenosas (IV). Tipicamente, sera pedido que um
paciente assine um "formulario de consentimento informado" antes de realizar
um exame de CT IV que usa contraste de iodo. Esse formulério ressaltara os
efeitos colaterais em potencial do iodo. Reacdes sérias podem incluir dificuldade
para respirar, inchaco da garganta ou inchaco de outras partes do corpo. Essas
reacfes podem ser mais sérias se ndo tratadas imediatamente. Inversamente,
formulagbes orais sdo mais faceis de administrar, seguras e alcangcam
concentracbes desejadas, tornando, desse modo, a via peroral (PO) uma
escolha ideal.

[0015] Contraste oral € geralmente usado para aperfeicoar imagens de CT
do trato gastrointestinal. Ha dois tipos diferentes de substancias usadas para
contraste oral de CT. O primeiro, sulfato de bario, é o oral agente de contraste
mais comum usado em CT. O segundo tipo de agente de contraste &, algumas
vezes, usado como um substituinte para béario e € chamado Gastrografina. Os

pacientes, em geral, precisam ingerir pelo menos 1.000 a 1.500 cm?® para
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preencher de modo suficiente o estbmago e intestinos com contraste oral. O
agente de contraste da invencado pode nao ser bem adequado para imageamento
de trato gastrointestinal devido ao fato de que o0 mesmo sera absorvido de modo
similar como gordura dietética por intestinos. Apds a absor¢cdo no compartimento
sanguineo, os mesmos serao preferencialmente admitidos por diversos érgéos
descritos abaixo. Inversamente, sulfato de bario ou agente de contraste iodado
para examinagao do trato gastrointestinal sdo usados para imagear os intestinos
sem qualquer objetivo de imagear 6rgaos internos (parenterais).

[0016] Infelizmente, atualmente, ndo ha agente de contraste de CT que
possa ser tomado oralmente para visualizar e quantificar metabolismo de
gordura do tecido adiposo bege e marrom ou para imageamento do cora¢ao ou
figado de um individuo. Desse modo, € um objetivo invencdo superar esses
problemas técnicas significativos ao fornecer um agente de contraste de CT
iodado peroral.

BREVE DESCRICAO DA INVENCAO

[0017] Um dos objetivos da presente invencédo é fornecer um método de
imageamento in vivo com Tomografia Computadorizada (CT) de oOrgaos
parentais que compreende administrar oralmente em um individuo um agente de
contraste que compreende uma nanoemulsdo biocompativel de acidos graxos
iodados que tem 4 a 24 a4tomos de carbono e/ou ésteres e/ou sais e/ou misturas

dos mesmos de acordo com a formula geral I:

0
R )L A
2 \O R1 /# R1

FORMULA |

em que n = 2-22,;

R1 é Hou |, com a provisao de que o numero de atomos de iodo seja
1 a 6, e que os atomos de iodo ndo sejam geminais nem vicinais;

e em que Rz é H, alquila, alcoxialquila, hidroalcoxialquila, poli-

hidroxialquila, hidroxi poli alquilenoxialquila insaturada ou saturada, linear ou
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ramificada.

[0018] Surpreendentemente, o dito agente de contraste de CT € adaptado
para um uso oral (isto €, peroral).

[0019] Outro objetivo da presente invencdo é fornecer um método de
imageamento in vivo com Tomografia Computadorizada de tecido adiposo
marrom e/ou bege (BAT) em um individuo, que compreende administrar
oralmente um agente de contraste que compreende uma nanoemulsao
biocompativel de acidos graxos iodados que tem 4 a 24 4&tomos de carbono e/ou
ésteres e/ou sais e/ou misturas dos mesmos de acordo com a férmula geral |
(como definido acima).

[0020] Um objetivo adicional da invencdo é fornecer um método de
imageamento in vivo com Tomografia Computadorizada do coracéo ou do figado
em um individuo, que compreende administrar oralmente um agente de contraste
gue compreende uma nanoemulséo biocompativel de acidos graxos iodados que
tem 4 a 24 4tomos de carbono e/ou ésteres e/ou sais e/ou misturas dos mesmos
de acordo com a férmula geral I, como descrito acima.

[0021] Outros objetivos e vantagens da invencéao se tornaréo evidentes para
agueles versados na técnica a partir de uma revisdo da descricdo detalhada
subsequente, que prossegue com referéncia aos desenhos ilustrativos a seguir,
e as reivindicagdes assistentes.

BREVE DESCRICAO DAS FIGURAS

[0022] Figura 1: Mostra a distribuicdo de tamanho da nanoemulséo
preparada com acido diiodo-esterarico, excipientes (Tween 80, Span 80) em
agua. O tamanho médio das goticulas de Oleo era em torno de 100 nm
determinado por difusédo de luz dinamica.

[0023] Figura 2: llustra o agrupamento de nanoemulséo ternario com acido
diiodo-esterarico, excipientes (Tween 80, Span 80) e agua. Os pontos brancos
representam nano-emulsdes e 0s pontos pretos representam auséncia de nano-
emulsdes ou separagao de fase.

[0024] Figura 3: Mostra uma vista axial de varredura de CT de um
camundongo antes e 24h apds a administracédo oral da nanoemulséo.

[0025] Figura 4: Mostra a cinética aperfeicoada de tecido adiposo marrom
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antes e apos a ingestao oral da nanoemulséao.

[0026] Figura 5: Mostra representacdo em 3D de tecido adiposo bege e
marrom em um camundongo alojado em 6 graus e a descricdo detalhada de
cada depdsitos bege e marrom no corpo do camundongo.

[0027] Figura 6: Mostra vistas axiais de varredura de CT de um camundongo
sem e 7h ap6s a administracdo oral da nanoemulsdo que revela o
aperfeicoamento do musculo cardiaco (Fig. 6a) e do figado (Fig. 6b).
DESCRICAO DETALHADA DA INVENCAO

[0028] Agentes de contraste de tomografia computadorizada (CT)
observaram apenas aprimoramentos graduais ao longo dos ultimos 20 anos. N&o
obstante, os Requerentes desenvolveram um agente de contraste de CT iodado
produzido a partir de derivados de acido graxo para visualizagdo néo invasiva e
quantificacdo do tecido adiposo bege e marrom (BAT). Vantajosamente, esse
agente de contraste deve ser tomado de modo peroral, 0 que é uma inovacao
em imageamento de CT. Atualmente, ndo ha agente de contraste de CT que
pode ser tomado oralmente para visualizar e quantificar metabolismo de gordura
do tecido adiposo marrom ou para imageamento do coracdo e figado de um
individuo. A resolucdo de imagem por CT é significativamente aprimorada em
comparacao com tomografia por emissao de poésitrons (PET).

[0029] A rota oral € comumente usada para administracao de 6leos iodados
a fim de tratar bécio ou, no caso de um acidente nuclear, mas essa via de
administracdo nunca foi descrita como um meio de entregar um agente de
contraste para imageamento de CT de Orgdos parentais. Além disso,
experimentos realizados por Requerentes mostraram toxicidade apos inje¢ao iv
(intravenosa) dos acidos graxos iodados e uma absorcéo perfeita e rapida com
nenhum efeito adverso apds administragéo oral.

[0030] O uso desse agente de contraste de CT iodado em nivel pré-clinico
ou clinico também permite a avaliacdo e monitoramento de tratamentos que
buscam o aumento da atividade do tecido adiposo bege e marrom, que € uma
abordagem promissora para tratar diabetes e obesidade.

[0031] 18F-deoxiglicose-PET radioativo € a modalidade de imageamento

dominante para avaliar de modo nado invasivo BAT, mas a mesma sofre de
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diversas limitagcdes. A ingestdo de glicose medida por ®FDG-PET poderia
subestimar atividade de BAT mediante condigdes fisiologicamente significativas
como leve constipagdo. Ademais, algumas afeccbes patolégicas como
resisténcia a insulina em diabetes tipo 2 poderia mitigar ou influenciar a
quantificagdo da atividade de BAT com ¥FDG-PET. Em comparacdo com
tomografia por emissdo de pdsitrons (PET), resolugdo de imagem por CT é
significativamente melhor, a dose de radiacao poderia ser reduzida e tecnologia
de CT é mais amplamente disponivel nas clinicas em todo o mundo.

[0032] Embora métodos e materiais similares ou equivalentes aqueles
descritos no presente documento possam ser usados na pratica ou teste da
presente invencdo, métodos e materiais adequados sdo descritos abaixo. Todas
as publicacoes, pedidos de patente, patentes, e outras referéncias mencionadas
no presente documento sdo incorporadas a titulo de referéncia em sua
totalidade. As publicacdes e pedidos discutidos no presente documento sao
fornecidos apenas para sua revelacdo antes da data de depdsito do presente
pedido. Nada no presente documento deve ser interpretado como uma admissao
de que a presente invencdo nao é designada para antedatar tal publicacdo por
virtude de invencéo anterior. Além disso, os materiais, métodos, e exemplos sao
apenas ilustrativos e ndo se destinam a ser limitantes.

[0033] No caso de conflito, o presente relatério descritivo, incluindo
definicbes, terd prioridade. Exceto onde definido em contrario, todos os termos
cientificos e técnicos usados no presente documento tém o mesmo significado
conforme é entendido comumente por uma pessoa versada na técnica para a
qual a matéria reivindicada pertence. Conforme usado no presente documento,
as seguintes definicbes sédo supridas a fim de facilitar o entendimento da
presente invencgao.

[0034] O termo "compreende"” é geralmente usado no sentido de incluir, isto
€, permitir a presenca de um ou mais recursos ou componentes.

[0035] Conforme usado neste relatorio descritivo e nas reivindicacdes, as
formas singulares de “‘um”, “uma”, “0” e “a” incluem referentes plurais, a menos
gue o contexto indique claramente o contrario.

[0036] Como usado no presente documento, os termos "individuo" ou
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"paciente” sdo bem reconhecidos na técnica, e, sdo usados de modo
intercambiavel no presente documento para se referir a um mamifero, incluindo
cachorro, gato, rato, camundongo, macaco, vaca, cavalo, cabra, ovelha, porco,
camelo e, com maxima preferéncia, um ser humano. Em algumas modalidades,
o individuo € um individuo que necessita de um diagnostico ou um individuo com
uma doencga ou disturbio diagnosticado. No entanto, em outras modalidades, o
individuo pode ser um individuo saudavel. O termo néo representa uma idade ou
sexo particular. Desse modo, individuos adultos e recém-nascidos, homem ou
mulher, se destinam a ser abrangidos.

[0037] O termo “emulsao” é geralmente interpretado para se referir a um
sistema coloidal de goticulas de um liquido disperso em outro liquido com o qual
€ imiscivel; tal definicio ndo abrangeria apenas sistemas de agua e &cidos
graxos liquidos ou seus derivados e nao dispersodes de acidos graxos solidos ou
seus derivados.

[0038] O termo “nanoemulsdo” é usado no presente documento para
abranger sistemas coloidais de acidos graxos liquidos ou soélidos ou seus
derivados em agua; a forma fisica precisa das particulas dispersas de fase
oleosa ndo € certa, mas as particulas sao provavelmente soélidas, semissolidas
ou liquidas. O tamanho médio da nanoemulsdo estard na faixa de nm, de
preferéncia, abaixo de 1.000 nm (consulte Fig. 1).

[0039] Os termos “érgaos parentais” no contexto da invencao se referem a
imageamento de 6rgdos em outra parte do corpo além da boca e/ou o canal
alimentar (isto €, trato gastrointestinal). Os 6rgaos parentais representam 6rgaos
situados ou que estdo fora do intestino, em conformidade, se referem a
localizacéo final dos 6rgdos e ndo a via de administracdo. Essa definicdo se
refere a o6rgaos (também denominados no presente documento de “érgaos
internos”) localizados dento do corpo, mas fora do intestino ou trato digestivo.
[0040] O termo “acidos graxos iodados” usado ao longo da invengdo em
efeito pode ser acidos carboxilicos alifaticos retos ou ramificados, saturados que
contém pelo menos 4 e, de preferéncia, ndo mais de 24 &tomos de carbono na
molécula, como acido oleico, linoleico, linolenico, estearidbnico, araquiddnico,

elaidico, gondoico, erucico, docosatetraenoico, eicosapentaenoico ou docosa-
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hexaenoico iodado e similar, usados sozinhos ou administrados um com o outro
ou com guantidades pequenas de outros acidos graxos. Os mesmos contém
namero maximo de atomos de iodo como uma consequéncia de reacdo de
hidroiodinacéo de ligac6es duplas de alceno de acido graxo sintético ou natural.
A invencdo também abrange acidos graxos e/ou ésteres “periodizados” dos
mesmos, esse termo se refere a &cidos graxos iodados e/ou ésteres que
possuem a quantidade maxima possivel de atomos de iodo dentro de suas
estruturas quimicas. De acordo com uma modalidade particular da invencgao
acidos graxos e/ou ésteres periodizados dos mesmos sao preferenciais.

[0041] De acordo com a presente invencdo, sais farmaceuticamente
aceitaveis do composto de &cidos graxos iodados da invencdo também sédo
abrangidos.

[0042] Como wusado no presente documento, a expressdo "sal
farmaceuticamente aceitavel” (também denominado no presente documento
como “sal”) se refere a um sal que retém a eficacia bioldgica dos acidos livres do
composto de acidos graxos iodados da invencédo e que nao é biologicamente ou,
de outro modo, indesejavel. Os sais farmaceuticamente aceitaveis do composto
de acidos graxos iodados de formula geral (I) sdo sais com adicao de acido com
acidos farmaceuticamente aceitaveis.

[0043] Um sal desejado pode ser preparado por qualquer método adequado
conhecido na técnica, incluindo tratamento do acido livre com uma base
inorganica, como hidréxido de litio, hidréxido de sodio, hidréxido de potéassio,
hidréxido de calcio, hidréxido de magnésio, hidréxido de zinco, ou base organica,
como hidréxido de amonio, metilamina, dimetilamina, trimetilamina, dietilamina,
trimetilamina, morfolina, piperazina, L-arginina, 4-fenil-ciclo-hexilamina,
benetamina, benzatina, betaina, hidrabamina, 4-(2-hidroxietil) morfolina, I-(2-
hidroxietil)-pirrolidona, I-(2-hidroxietil)piperazina, N-metilglucamina, hidroxido de
N,N,N- trimetil etanolamina, trometamina e similares.

[0044] Em geral, os sais sdo preparados carregando-se o 4cido livre em um
solvente organico, como um alcanol inferior, éteres simétrico ou assimétrico que
contém 2 a 10 atomos de carbono, um alquil éster, ou misturas dos mesmos e,

entdo, tratados com quantidade estequiométricas ou com um excesso do sal
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desejado que forma base organica ou inorganica para formar o sal
correspondente. O sal é recuperado por técnicas de recuperagdo padrao, por
exemplo, por evaporacdo da solucdo, ou por filtragem do sal desejado da
mistura, ou 0 mesmo pode ser precipitado pela adicdo de um solvente no qual o
sal € insolavel e recuperado a partir do mesmo.

[0045] Exemplos de solventes inorganicos e organicos adequados para
realizar as diversas reagdes incluem qualquer solvente organico ou inorganico
gue néo afeta de modo adverso os reagentes ou o0 produto resultante, incluindo
solventes halogenados, como cloreto de metileno, cloroférmio, solventes de éter,
como éter dietilico, e outros solventes, como tetra-hidrofurano, dioxano, diglima,
ciclooctano, benzeno ou tolueno, heptano, ciclo-hexano, solventes de
hidrocarboneto alifaticos, bem como cicloalifaticos e aromaticos, agua, solucdes
aguosas, solucdes organicas e inorganicas misturadas, acetato de etila, acetato
de propila e misturas dos mesmos. Cations inorganicos preferenciais
compreendidos nos sais sdo litio, sodio, potassio, rubidio, aménio, calcio,
magnésio, zinco e manganés.

[0046] Em quimica, o termo “geminal” usado no presente documento se
refere a relacdo entre dois atomos ou grupos funcionais que séo fixados ao
mesmo atomo.

[0047] O termo relacionado “vicinal” se refere a relagdo entre dois grupos
funcionais que sao fixados a atomos adjacentes. Atualmente, é quase impossivel
sintetizar acidos graxos iodados e/ou ésteres dos mesmos que tém atomos de
iodo fixados a atomos de carbono adjacentes (isto €, vicinal). Devido ao
impedimento estérico, essas moléculas séo instaveis e ndo podem ser usadas
para o proposito da presente invengcdo. No entanto, pode ser possivel que, no
futuro, o versado na técnica encontre uma solugéo técnica para esse problema.
Desse modo, em caso de acidos graxos iodados estaveis e/ou ésteres dos
mesmos que tém atomos de iodo em posic¢des vicinais séo fornecidos, acredita-
se que esses compostos também sejam adequados para solucionar o problema
técnico da presente invencgao.

[0048] Como usado no presente documento, o termo "alquila” inclui qualquer

grupo de hidrocarboneto alifatico saturado ou insaturado, ramificado ou de
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cadeira reta, de cadeia longa ou curta. Os grupos alquila insaturada podem ser
grupos mono- ou poli-insaturados e incluem tanto grupos alquenila quanto
alquinila. Tais grupos podem conter até 40 atomos de carbono. No entanto,
grupos alquila que contém até 10, por exemplo, 8, mais preferencialmente até 6
e, especialmente de preferéncia, até 4 atomos de carbono séo preferenciais.
[0049] O termo "alcoxila” representa -O-alquila. Um exemplo de uma alcoxila
€ uma C1-C6 alcoxila, que representa uma cadeia de alquila reta ou ramificada
que tem de um a seis atomos de carbono fixados a um atomo de hidrogénio. Os
C1-C6 grupos alcoxila exemplificativos incluem metoxila, etoxila, propoxila,
isopropoxila, butoxila, sec-butoxila, t-butoxila, pentoxila, hexoxila, e similares.
C1-C6 alcoxila inclui dentro de sua definicdo uma C1-C4 alcoxila.

[0050] O termo "arila” como usado no presente documento se refere a anel
carboxilico ou heterociclico, aromético, 5 a 14 membros monociclico ou
policiclico. Arilas exemplificativas incluem fenila, naftila, antrila, fenantrila, tienila,
pirrolila, imidazolila, pirazolila, furila, isotiazolila, furazanila, isoxazolila, tiazolila,
piridila, pirazinila, pirimidinila, piridazinila, triazinila, benzo[b]tienila, nafto[2,3-
bltiantrenila, isobenzofuranila, cromenila, xantenila, fenoxatienila, indolizinila,
isoindolila, indolila, indazolila, purinila, isoquinolila, quinolila, ftalazinila,
naftiridinila, quinoxialinila, quinzolinolina, benzotidolinila, benzotidolinila, tetra-
hidroquinolinila, cinolinila, pteridinila, carbazolila, beta-carbolinila, fenatridinila,
acridinila, perimidinila, fenantrolinila, fenazinila, isotiazolila, fenotiazinila e
fenoxazinila.

[0051] Em quimica organica, um composto “saturado” € um composto
quimico que tem uma cadeia de atomos de carbono unidos por ligagdes Unicas.
Alcanos sao hidrocarbonetos saturados. Um composto “insaturado” € um
composto quimico que contém ligacdes triplas ou ligagbes duplas carbono-
carbono, como aquelas constatadas em alcenos ou alcinos, respectivamente.
Compostos saturados e insaturados ndo precisam consistir apenas em uma
cadeia de atomo de carbono. Os mesmos podem formar cadeia reta, cadeia
ramificada, ou disposicfes de anel. Os mesmos também podem ter grupos
funcionais. E nesse sentido que os &cidos graxos s&o classificados como

saturado ou insaturado. A quantidade de insaturacdo de um acido graxo pode
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ser determinada constatando-se seu numero de iodo. Os compostos insaturados
sao aqueles nos quais a reagao de adicao pode ser obtida. Em uma cadeia de
carbonos, como um &cido graxo, uma ligacdo dupla ou tripla ocasionara uma
dobra na cadeia. Essas dobras tém implicagcbes macroestruturais. As gorduras
insaturadas tendem a ser liquidas em temperatura ambiente, em vez de solidas,
uma vez que as dobras na cadeia impedem que as moléculas sejam
acondicionadas em grande proximidade para formar um sélido, essas gorduras
sdo chamadas 6leos.

[0052] O termo “poli-hidréxi” ou poli-hidrico se refere a um composto quimico
gue contém dois ou mais grupos hidroxila por molécula.

[0053] E um objetivo da presente invencdo fornecer um método de
imageamento in vivo com Tomografia Computadorizada (CT) de 6érgaos
parentais que compreende administrar oralmente em um individuo um agente de
contraste que compreende uma nanoemulsdo biocompativel de acidos graxos
iodados que tem 4 a 24 4tomos de carbono e/ou ésteres e/ou sais e/ou misturas

dos mesmos de acordo com a férmula geral I

0
R )J\ R,
2 R

FORMULA |

em que n = 2-22,;

R1 € Hou |, com a provisdo de que o numero de atomos de iodo seja
1 a 6, e que os atomos de iodo ndo sejam geminal nem vicinal;

e em que Rz €& H, alquila, alcoxialquila, hidroalcoxialquila, poli-
hidroxialquila, hidréxi poli alquilenoxialquila insaturada ou saturada, linear ou
ramificada.

[0054] Surpreendentemente, o dito agente de contraste de CT € adaptado
para um uso oral (isto €, peroral).
[0055] De preferéncia, o grupo R2 pode ser mono ou polissubstituido. Os

grupos Rz adequados podem incluir, porém, sem limitacdo, um conjunto de
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substituintes de alquila, como metila, etila, propila, isopropila, butila, isobutila, t-
butila, ciclopropilmetila, pentila, isopentila, hexila, iso-hexila, heptila, iso-heptila,
octila, isooctila, 2-propenila, alila, crotila, 1l-butenila, 2-butenila, butadienila,
etinila, 1-propinila, 2-propinila, 1-butinila, 2-butinila, 3-butinila e propagila,
ciclopentila, ciclo-hexila, ciclo-heptila, admantila; substituintes de arila, como
fenila, naftila, anisila, toluila, xilenila, ariloxi, aralquila, aralquiloxi, grupos
heteroarila (pirimidina, morfolina, piperazina, piperidina, tiofeno), 1-ciclo-
hexilpropila, ou substituintes de haloalquila, como fluorometila, 1 fluoroetila, 2-
fluoroetila, difluorometila, trifluorometila e pentafluoroetila, clorodimetila,
clorometila, 2-cloroetila, 2,4-diclorofenila, 1,1,2,2-tetracloroetila, 1- clorobutila, e
4-clorobenzila.

[0056] Os mesmos podem incluir grupos alquila substituidos, como 9-
fluorenilmetila, metoxietoximetila, tetra-hidropiranila, pivaliloximetila,
fenilacetoximetila, fenacila e fenacila substituida, como p-bromofenacila, p-
metoxifenacila, e também /-butila, 3-metil-3-pentil, ciclopentila, cico-hexila, alil, 3-
buten-l-ila, cinamila, oxazol e 2-alquila-1,3-oxazolina. Os mesmo também podem
incluir alquilarila como benzila, benzila substituida, como trifenilmetila, p-
metoxibenzila, 4-picolila, difoenilmetila feniletila, feniletila substituida, mas
também alcoxialquila, como metoximetila, etoximetila, propoximetila,
butoximetila, metoxietila, etoxietila, propoxietila, isopropoxietila, butoxietila,
isobutoxietila, hidroalcoxialquila, como hidroximetoximetila, 2-hidroxietoximetila,
3- hidroxipropoximetila, 4-hidroxibutoximetila, hidroximetoxietila,
hidroximetoxipropil hidroximetoxibutil, hidroximetoxipentila, hidroximetoxihexila,
poli-hidroxialquila, e hidroxipolialquilenooxialquila.

[0057] Os acidos graxos iodados que tém 4 a 24 atomos de carbono e/ou
ésteres e/ou sais e/ou misturas dos mesmos de acordo com a formula geral |
compreendem as subformulas A, B, e C a seguir, dependendo do material de
partida usado.
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Férmula C

em que n € um numero inteiro de 1-6, e x, y sdo atomos de carbono,
nos quais x=0-20 e y=0-20 e x+y<20 com a provisdo de que o numero total de
atomos de carbono nas Formulas A, B ou C, respectivamente, seja <24;

e em que grupo R2 pode ser mono ou polissubstituido.
[0058] Desse modo, grupos Rz adequados incluem, por exemplo, alquila ndo
substituida, como metila, etila, propila, isopropila, butila, isobutila, pentila,
isopentila, hexila, iso-hexila, heptila, iso-heptila, octila, isooctila e similares, mas
também grupos alquila substituidos, como 9-fluorenilmetila, metoxietoximetila,
tetra-hidropiranila, pivaliloximetila, fenilacetoximetila, fenacila e fenacila

substituida, como p-bromofenacila, p-metoxifenacila, e também /-butila, 3- metil-
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3-pentila, ciclopentila, ciclo-hexila, alila, 3-buten-lila, cinamila, oxazol, 2-alquila-
1,3- oxazolina e similares. Os mesmos também incluem alquilarila, como benzila,
benzila substituida, como trifenilmetila, p-metoxibenzila, 4-picolila, dipoenilmetil
feniletila, feniletila substituida, mas também alcoxialquila, como metoximetila,
etoximetila, propoximetila, butoximetila, metoxietila, etoxietila, propoxietila,
isopropoxietila, butoxietila, isobutoxietila, hidroalcoxialquila, como
hidroximetoximetila, @ 2-  hidroxietoximetila,  3-hidroxipropoximetila,  4-
hidroxibutoximetila, hidroximetoxietila, hidroximetoxipropil hidroximetoxibutila,
hidroximetoxipentila, hidroximetoxihexila, poli-hidroxialquila,
hidroxipolialquilenooxialquila e grupos similares.

[0059] Os &cidos graxos iodados que tém 4 a 24 atomos de carbono e/ou
ésteres e/ou misturas dos mesmos de acordo com a invengdo podem existir
como misturas isoméricas ou isbmeros unicos. Se ndo especificado, ambas as
formas isoméricas sao previstas. Quando um composto da invencao contém um
centro quiral, o composto iodado pode ser fornecido como um isdmero unico (R
ou S) ou como uma mistura de isbmeros, por exemplo, uma mistura racémica.
Quando um composto iodado da invencdo contém mais de um centro quiral, o
composto iodado pode ser fornecido como um diastereocisbmero
enantiomericamente puro ou como uma mistura de diastereoisémeros.

[0060] Em uma modalidade, os acidos graxos iodados que tém 4 a 24 &tomos
de carbono e/ou ésteres e/ou misturas dos mesmos de acordo com a presente
invencdo tém pelo menos um centro assimétrico. Como consequéncia desse
centro assimétrico, o0 composto iodado da presente invencdo pode ocorrer em
qualquer uma das formas estequiométricas possiveis, e pode ser usado em
misturas de estereoisbmeros, que podem ser opticamente ativas ou racémicas,
ou podem, ser usadas sozinhas como estereoisémeros essencialmente puros,
isto &, pelo menos 95% puros. Todas as formas assimeétricas, estereoisdmeros
individuais e combinacdes dos mesmos, estdo dentro do escopo da presente
invencao.

[0061] De acordo com uma modalidade da invencao, o agente de contraste
peroral que consiste em uma nanoemulsdo biocompativel de acidos graxos

iodados que tem 4 a 24 atomos de carbono e/ou ésteres dos mesmos pode ser
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usado em uma mistura que compreende diversos ou pelo menos dois acidos
graxos iodados que tém cadeias de carbono diferentes de 4 a 24 4tomos de
carbono.

[0062] Em uma modalidade preferencial da invencédo, o agente de contraste
consiste em uma nanoemulséo biocompativel de acidos graxos iodados que tém,
de preferéncia, 10 a 20 4&tomos de carbono e, mais preferencialmente, 16 a 18
atomos de carbono de acordo com a férmula geral I. Em uma modalidade ainda
mais preferencial, o &cido graxo iodado é um acido linolénico iodado. De
preferéncia, os acidos graxos iodados sao periodinados.

[0063] Em particular, a nanoemulsdo de preferéncia compreende
emulsificantes biocompativeis selecionados dentre lecitina, éteres de
polietilenoglicol com &lcoois graxos, polissorbatos e ésteres de sorbitano ou suas
misturas. Lecitinas, polissorbatos (Tweens) e tensoativos de ésteres de
sorbitano (Spans) séo preferenciais visto que 0s mesmos tém um uso seguro e
longo documentado em cosméticos, produtos alimenticios e formulacdes
farmacéuticas (oral, parenteral e topica). De preferéncia, a quantidade dos
emulsificantes biocompativeis na nanoemulsdo é entre 5 a 30% (p/p) da
nanoemulséo total.

[0064] Em uma modalidade, o agente de contraste de CT peroral do método
de acordo com a invenc¢do € adaptado para imageamento in vivo ndo invasivo,
guantificacdo, e/ou monitoramento da atividade do tecido adiposo marrom e/ou
bege (BAT) em um individuo.

[0065] De acordo com outra modalidade, o agente de contraste de CT peroral
do método de acordo com a invencao é adaptado para visualiza¢do in vivo nao
invasiva e/ou quantificacdo de esteatose de figado ou tumores de figado em um
individuo.

[0066] De acordo com uma modalidade adicional, o agente de contraste de
CT peroral do método de acordo com a invencao é adaptado para visualizacéo
in vivo ndo invasiva do coragéo e avaliacdo da funcéo cardiaca.

[0067] De acordo com uma modalidade preferencial, o agente de contraste
de CT peroral do método de acordo com a invencao é administrado em uma dose

gue corresponde a entre 0,5 e 1,6 mg de iodo por grama de peso corporal.
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[0068] E outro objetivo da presente invencdo fornecer um método de
imageamento in vivo com Tomografia Computadorizada de tecido adiposo
marrom e/ou bege (BAT) em um individuo, que compreende administrar
oralmente um agente de contraste que compreende uma nanoemulsdo
biocompativel de acidos graxos iodados que tem 4 a 24 atomos de carbono e/ou

ésteres e/ou sais e/ou misturas dos mesmos de acordo com a férmula geral |

0
o R g,

FORMULA |

(como definido acima).

em que n = 2-22,;

R1 € Hou |, com a provisdo de que o numero de atomos de iodo seja
1 a 6, e que os atomos de iodo ndo sejam geminal nem vicinal;

e em que Rz é H, alquila, alcoxialquila, hidroalcoxialquila, poli-
hidroxialquila, hidréxi poli alquilenoxialquila insaturada ou saturada, linear ou
ramificada.

[0069] Em particular, o agente de contraste da invencéo consiste em uma
nanoemulsdo biocompativel de acidos graxos iodados que tem, de preferéncia,
10 a 20 atomos de carbono e, mais preferencialmente, 16 a 18 atomos de
carbono de acordo com uma férmula geral I. Em uma modalidade ainda mais
preferencial, o acido graxo iodado € um acido linolénico iodado.

[0070] Conforme definido acima, a nanoemulsdo, de preferéncia,
compreende emulsificantes biocompativeis selecionados dentre lecitina, éteres
de polietilenoglicol com alcoois graxos, polissorbatos e ésteres de sorbitano ou
suas misturas. De preferéncia, a quantidade dos ditos emulsificantes
biocompativeis na hanoemulséo € entre 5 a 30% (p/p) da nanoemulséo total.
[0071] Em uma modalidade, o agente de contraste para o método de

imageamento in vivo com CT da invencéo € adaptado para imageamento in vivo
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nao invasivo, quantificagcdo e/ou monitoramento da atividade do tecido adiposo
marrom e/ou bege (BAT) em um individuo.

[0072] De acordo com uma modalidade preferencial, o agente de contraste
de CT peroral do método de acordo com a invencao é administrado em uma dose
gue corresponde a entre 0,5 e 1,6 mg de iodo por grama de peso corporal.
[0073] E um objetivo adicional da invencdo fornecer um método de
imageamento in vivo com Tomografia Computadorizada do coracéo ou do figado
em um individuo, que compreende administrar oralmente um agente de contraste
gue compreende uma nanoemulsdo biocompativel de 4cidos graxos iodados que
tem 4 a 24 atomos de carbono e/ou ésteres e/ou sais e/ou misturas dos mesmos

de acordo com a férmula geral I, como descrito acima.

)
] )j\ R
2 R

FORMULA |

em que n = 2-22;

R1 € Hou |, com a provisdo de que o numero de atomos de iodo seja
1 a 6, e que os atomos de iodo ndo sejam geminal nem vicinal;

e em que Rz é H, alquila, alcoxialquila, hidroalcoxialquila, poli-
hidroxialquila, hidréxi poli alquilenoxialquila insaturada ou saturada, linear ou
ramificada.

[0074] Em particular, o agente de contraste do método de acordo com a
invencdo consiste em uma nanoemulsdo biocompativel de &cidos graxos
iodados que tem, de preferéncia, 10 a 20 atomos de carbono e, mais
preferencialmente, 16 a 18 atomos de carbono de acordo com a férmula geral |.
Em uma modalidade ainda mais preferencial, o acido graxo iodado é um &cido
linolénico iodado.

[0075] Conforme definido acima, a nanoemulsdo, de preferéncia,
compreende emulsificantes biocompativeis selecionados dentre lecitina, éteres

de polietilenoglicol com alcoois graxos, polissorbatos e ésteres de sorbitano ou
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suas misturas.

[0076] De acordo com uma modalidade, o agente de contraste de CT peroral
do método de acordo com a invencdo é adaptado para a visualizacdo e/ou
guantificacdo de esteatose de figado ou tumores de figado em um individuo.
[0077] O figado regula fluxo metabdlico no corpo. Hepatdcitos, que sdo o
principal tipo de célula no figado removem muitos materiais de circulacéo,
especialmente lipidios. Essa propriedade é de extrema importancia para o
desenvolvimento de esteatose de figado, que é uma acumulacéo de lipidios em
hepatdcitos. Uma fonte importante de lipidio para o hepatécito € livre circulacao
de acidos graxos (FFAs) que advém da lipdlise de triglicerideos armazenados e
gordura dietética. Visto que o agente de contraste da invencdo é tomado
oralmente, o mesmo € assimilado como gordura dietética. Desse modo,
vantajosamente, a nanoemulsao de acidos graxos iodados (isto é, o agente de
contraste da invencdo) € tomada por hepatOcitos e essa ingestdo sera
aumentada no caso de esteatose.

[0078] De acordo com outra modalidade, o agente de contraste de CT peroral
do método de acordo com a invencao é adaptado para a visualizacdo do coracao
e avaliacao de sua funcdo em um individuo.

[0079] Acidos graxos de cadeia longa fornecem 70 a 80% da energia para
atividade contréatil cardiaca. Acidos graxos podem entrar nos cardiomidcitos
através de difusdo simples, ou através de um mecanismo mediado por proteina.
O agente de contraste da invencdo sera, portanto, admitido pelo musculo do
coracao levando a aperfeicoamento visivel do musculo cardiaco na varredura de
CT. De preferéncia, o agente de contraste de CT peroral do método de acordo
com a invencao é administrado em uma dose que corresponde a entre 0,5 e 1,6
g de iodo por kg de peso corporal.

[0080] No entanto, em determinadas modalidades, a nanoemulsdo pode
compreender, por exemplo, pelo menos cerca de 0,01 mg de iodo por g de peso
corporal do agente de contraste de CT peroral da invencdo. Em outras
modalidades, a nanoemulsao pode compreender entre cerca de 0,1% a cerca de
75% do peso da unidade, ou entre cerca de 2% a cerca de 20%, por exemplo, e

qualquer faixa derivavel dos mesmos.

Peticéio 870200018220, de 07/02/2020, pég. 30/67



22/44

[0081] Em outros exemplos nao limitantes, uma dose também pode
compreender de cerca de 1 pg/kg/peso corporal, cerca de 100 pg/kg/peso
corporal, cerca de 500 pg/kg/peso corporal, cerca de 1 mg/kg/peso corporal,
cerca de 5 mg/kg/peso corporal, cerca de 10 mg/kg/peso corporal, cerca de 50
mg/kg/peso corporal, cerca de 100 mg/kg/peso corporal, cerca de 200
mg/kg/peso corporal, cerca de 300 mg/kg/peso corporal, cerca de 350
mg/kg/peso corporal, cerca de 400 mg/kg/peso corporal, cerca de 450
mg/kg/peso corporal, cerca de 500 mg/kg/peso corporal, cerca de 600
mg/kg/peso corporal, cerca de 700 mg/kg/peso corporal, cerca de 800
mg/kg/peso corporal, cerca de 900 mg/kg/peso corporal, cerca de 1.000
mg/kg/peso corporal, cerca de 2.000 mg/kg/peso corporal a cerca de 5.000
mg/kg/peso corporal ou mais por administragéo, e qualquer faixa derivavel dos
mesmos. Em exemplos ndo limitantes de uma faixa derivavel dos nameros
listados no presente documento, uma faixa de cerca de 350 mg/kg/peso corporal
a cerca de 1.000 mg/kg/peso corporal, cerca de 50 pg/kg/peso corporal a cerca
de 500 mg/kg/peso corporal, e similares, podem ser administrados.

[0082] Em todo case, a dose da nanoemulsdo que deve ser usada depende
da afeccdo particular que é diagnosticada, a gravidade da afeccdo, os
parametros individuais de paciente, incluindo idade, condicao fisica, tamanho e
peso, a duracdo do imageamento, a natureza de terapia concomitante (se
houver) e outros fatores similares que estdo dentro do conhecido e experiéncia
do médico da saude. Esses fatores sao conhecidos por aqueles de habilidade
na técnica e podem ser abordados com experimentacdo minima de rotina.
Consequentemente, a dosagem ideal pode ser determinada pelo médio que esta
diagnosticando qualquer paciente particular.

[0083] De fato, o substrato principal de adip6citos marrom ou bege é
considerado como acidos graxos mais do que glicose!. Essa também pode ser
a razao pela qual o agente de contraste de CT é mais admitido por adipocitos
marrons quando camundongos s&o colocados em ambiente frio ou
farmaceuticamente tratados a fim de ativar tecido adiposo marrom, o que
significa que um individuo pode obter informagdes anatdémicas e funcionais da

mesma varredura de CT. Outros métodos de imageamento para BAT, como
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BEDG-PET exigem ativacdo de BAT, mas os requerentes observaram que BAT
e mesmo tecidos adiposos marrons poderiam ser imageados com 0 uso do
agente de contraste de CT inovador sem ativacao anterior desses tecidos.
[0084] Segundo, a resolucdo de micro-CT € bem melhor (entre 10 e 100
micrébmetros) que a resolucdo de micro-PET (na ordem de 1 milimetro),
permitindo o delineamento preciso de depdsitos bege dentro de tecido adiposo
branco. Essa ultima propriedade é de importancia particular devido ao fato de
qgue nenhum método de imageamento até hoje teve capacidade de ressaltar o
tecido adiposo bege dentro do tecido adiposo branco com tal precisdo. De fato,
adipécitos bege irdo admitir o agente de contraste, o que resultara em
aperfeicoamento consideravel do contraste entre adipdcitos bege e branco. Por
outro lado, o agente de contraste nao é detectado em adipdcitos brancos.
[0085] De acordo com o conhecimento dos Requerentes, é a primeira vez
gue um individuo pode alcancar esse desempenho de modo néo invasivo € in-
vivo. Isso permite delinear de modo preciso depdsitos pequenos bege em torno
do coracdo e vasos o que é quase impossivel com 8FDG-PET devido ao efeito
de transbordamento do proprio sinal do coracéo. A possibilidade de estudar de
modo ndo invasivo e preciso a amarronzamento de PVAT (tecido adiposo
perivascular) e tecido adiposo cardiaco também poderia ajudar na avaliacdo de
seu papel em doencga cardiovascular, como aterosclerose ou hipertenséo.
Requerentes também puderam identificar claramente no camundongo novos
depdsitos bege que foram descritos de modo insuficiente até o0 momento, como
na area da virilha ou atras do joelho na area da poplitea. Ademais,

[0086] Requerentes puderam mostrar uma regionalizacdo do depdsito bege
em I6bulos diferentes dentro do bloco de gordura inguinal. Requerentes também
introduzem a varredura de CT como uma ferramenta para monitorar uma
indicacdo de atividade metabdlica de um tecido, geralmente reservada para
varredura por PET. De fato, Requerentes mostraram que afeccdes que ativam
gordura marrom ou bege, como baixa temperatura ou ativagdo adrenérgica
através de receptores beta-3 leva a um aumento na ingestdo do agente de
contraste de CT. De modo mais marcante, Requerentes também mostraram que

0 agente de contraste de CT da invencdo, composto por acidos graxos €
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detectavel mesmo na afeccéo de baixa ativacédo de tecido adiposo marrom que
é realmente desafiador com o uso de PET devido aos limites aceitaveis de
exposicdo a radiacdo de voluntarios. Os marcadores de 4cidos graxos para PET,
como 18acido F-fluoro-tia-heptadecanoico (18FTHA) 4 ja foi testado para
imageamento de BAT, mas parece oferecer baixo sinal em seres humanos.
PREPARACAO:

[0087] E entendido que qualquer método adequado para preparar os acidos
graxos iodados que tém 4 a 24 &tomos de carbono e/ou ésteres dos mesmos de
férmula (I) conhecida para o versado na técnica pode ser abrangido pelo escopo
da presente invencéao.

SINTESE QUIMICA

[0088] Os &cidos graxos insaturados lineares ou ramificados ou seus
derivados de origem natural, semissintética ou sintética pode, ser usados como
materiais de partida para produzir moléculas iodadas de interesse. O numero de
ligagOes duplas pode variar de 1 a 6.

SINTESE DE ACIDO MONOIODOESTEARICO

[0089] Pentoxido fosforoso (170 mg, 1,0 mmol) foi adicionado lentamente a
acido ortofosforico (1,0 ml) mediante agitacdo magnética. Acido oleico (141 mg,
0,5 mmol) e iodeto de sédio (150 mg, 1,0 mmol) foram adicionados e a mistura
de reacdo aquecida a 70 °C mediante resfriamento de refluxo. Apds 24 h, a
mistura de reacdao foi resfriada para temperatura ambiente e o acido separado
do produto bruto. Diclorometano (20 ml) foi adicionado e a fase organica lavada
com tiossulfato de sédio (0,1 M) até a fase organica se tornar incolor. A fase
organica foi lavada com salmoura e seca com sulfato de sodio. O solvente foi
evaporado mediante pressado reduzida devido ao 6leo incolor que foi purificado
por cromatografia Flash com o uso de gradiente de diclorometano/metanol (181

mg, 0,44 mmol, 88% de rendimento).
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SINTESE DE ACIDO ETIL MONOIODOESTEARICO

[0090] Oleato de etila foi sintetizado de acordo com o procedimento
publicado®. Brevemente, acido oleico (282 mg, 1 mmol), alcool etilico (170 mmaol,
15 ml) e SnCl2 (19 mg, 0,1 mmol foram agitados a 60 °C. ApGs 16 h, a mistura
de reacado foi resfriada para temperatura ambiente e o solvente evaporado
mediante pressdo reduzida. Diclorometano (50 ml) foi adicionado e a fase
organica lavada com agua, solucdo saturada de NaHCOs e salmoura. A fase
organica foi seca com Na:SO4 e 0 solvente evaporado mediante presséo
reduzida, produzindo 6leo incolor (282 mg, 95 % de rendimento).

[0091] Pentoxido fosforoso (170 mg, 1,0 mmol) foi adicionado lentamente a
acido ortofosférico (1,0 ml) mediante agitacdo magnética. Oleato de etila (148
mg, 0,5 mmol) e iodeto de so6dio (150 mg, 1,0 mmol) foram adicionados e a
mistura de reacdo aquecida a 70 °C mediante resfriamento de refluxo. Apds 24
h, a mistura de reacdo foi resfriada para temperatura ambiente e o &cido
separado do produto bruto. Diclorometano (20 ml) foi adicionado e a fase
organica lavada com tiossulfato de sodio (0,1 M) até a fase organica se tornar
incolor. A fase organica foi lavada com salmoura e seca com sulfato de sodio. O
solvente foi evaporado mediante pressao reduzida devido ao 6leo incolor que foi
purificado por cromatografia Flash com o uso de gradiente de

diclorometano/metanol (170 mg, 0,39 mmol, 78% de rendimento).

Petica0 870200018220, de 07/02/2020, pég. 34/67



26/44

EtOH |
sncl,| 80 °C

Nal

[0092] A sintese descrita fornece estruturas com as subférmulas A, B, e C a

seguir, dependendo do material de partida usado.

0o R,

Rz
iy \H/
(@) i .

R4

Férmula A
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0 R
Rz
o HN
X
L R4 i
Férmula B
0 Ry N
Rz
HOJJ\M/
X
L Rilp
Férmula C

em que n é um namero inteiro=I-6, e x=0-20 e y=0-20 e x+y<20 com
a provisdo de que o numero total de &tomos de carbono nas Férmulas A, B ou C
respectivamente seja <24; e em que o grupo Rz pode ser mono ou
polissubstituido.
[0093] De preferéncia, os grupos Rz adequados podem incluir, porém, sem
limitacdo, um conjunto de substituintes de alquila, como metila, etila, propila,
isopropila, butila, isobutila, t-butila, ciclopropilmetila, pentila, isopentila, hexila,
iso-hexila, heptila, iso-heptila, octila, isooctila, 2-propenila, alila, crotila, 1-
butenila, 2-butenila, butadienila, etinila, 1-propinila, 2-propinila, 1-butinila, 2-
butinila, 3-butinila e propagila, ciclopentila, ciclo-hexila, ciclo-heptila, admantila;
substituintes de arila, como fenila, naftila, anisila, toluila, xilenila, ariloxi, aralquila,
aralquildxi, grupos heteroarila (pirimidina, morfolina, piperazina, piperidina,
tiofeno), 1-ciclo-hexilpropila, ou substituintes de haloalquila, como fluorometila, 1
fluoroetila, 2-fluoroetila, difluorometila, trifluorometila e pentafluoroetila,
clorodimetila, clorometila, 2-cloroetila, 2,4-diclorofenila, 1,1,2,2-tetracloroetila, 1-
clorobutila, e 4-clorobenzila.

[0094] Os mesmos também podem incluir grupos alquila substituidos, como
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9-fluorenilmetila, metoxietoximetila,  tetra-hidropiranila, pivaliloximetila,
fenilacetoximetila, fenacila e fenacila substituida, como p-bromofenacila, p-
metoxifenacila, e também /-butila, 3-metil-3-pentil, ciclopentila, cico-hexila, alil, 3-
buten-l-ila, cinamila, oxazol e 2-alquila-1,3-oxazolina.
[0095] Os mesmo também podem incluir alquilarila como benzila, benzila
substituida, como trifenilmetila, p- metoxibenzila, 4-picolila, difoenilmetila
feniletila, feniletila substituida, mas também alcoxialquila, como metoximetila,
etoximetila, propoximetila, butoximetila, metoxietila, etoxietila, propoxietila,
isopropoxietila, butoxietila, isobutoxietila, hidroalcoxialquila, como
hidroximetoximetila, = 2-hidroxietoximetila, = 3-  hidroxipropoximetila,  4-
hidroxibutoximetila, hidroximetoxietila, hidroximetoxipropil hidroximetoxibutil,
hidroximetoxipentila, hidroximetoxihexila, poli-hidroxialquila, e
hidroxipolialquilenooxialquila.
NANO-EMULSAO:
[0096] Otimizagdo de formulacdo foi realizada por projeto experimental.
Diversos parametros foram avaliados, incluindo ingrediente ativo de CT, tipo de
excipiente (ou excipientes) e quantidade, sua compatibilidade, e método de
preparacao. A escolha de formulacao ideal teve como base propriedades fisico-
quimicas, estabilidade e biocompatibilidade.
[0097] Nanoemulsdes de 6leo em agua foram preparadas a fim de dissolver
os acidos graxos iodados em agua, o que aprimorara sua absorcao intestinal. A
formulacdo de emulséo foi aprimorada a fim de alcancar a absor¢éo mais rapida
e mais completa do agente de contraste. O objetivo dessa Ultima etapa é
alcancar o maior aperfeicoamento com a menor dose possivel. Entdo, o agente
de contraste foi testado em condi¢des diferentes de ativacao de gordura marrom
a fim de mostrar seu potencial na avaliagcdo do metabolismo de gordura marrom.
[0098] As caracteristicas a seguir devem ser alcancadas:

* nanoemulsdo O/W

* Quantidade minima de emulsificantes

* Viscosidade baixa

* Biocompatibilidade (ndo tdxico e n&o irritante em doses necessarias)

« Estabilidade prolongada de nanoemulsées em armazenamento a 4
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°C

* Eficacia de custo de materiais e processo

A curta lista proposta de excipientes e suas misturas foi testada:

* Polissorbatos (Tween) 20, 40, 60, 80

« Esteres de sorbitano(Span) 20, 40, 60, 80, 85

« Eteres de alcool graxo de polioxietileno (Brij) 30, 35, 52, 58, 72, 78,
92, 98)

* Lecitinas

* Alquil poliglicosideos

» Cetomacrogol 1000

« Alcool cetostearilico

« Alcool Cetilico

» Cocamida MEA

» Cocamida DEA

* Decil glicosideo

* Decil poliglicosideo

* Monostearato de glicerol

* Isoceteth-20

* Lauril glicosideo

» Maltosideos

* Monolaurina

* Micosubtilina

* Nonidet P-40

* Nonoxinol-9

* Nonoxinois

* NP-40

« Eter monododecilico de octaetilenoglicol
* N-Octil beta-D-tioglucopiranosideo
* Octilglicosideo

» Alcool oleico

* Glicerideos de girassol PEG-10

« Eter monododecilico de pentaetilenoglicol
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* Polidocanol

* Poloxédmero

* Poloxdmero 407

* Amina de sebo polietoxilada

* Polirricinoleato de poliglicerol

* Tristearato de sorbitano

« Alcool estearilico

* Surfactina

* Triton X-100
[0099] Lecitinas, polissorbatos (Tweens) e tensoativos de ésteres de
sorbitano (Spans) sé@o preferenciais visto que 0s mesmos tém um uso seguro e
longo documentado em cosmeéticos, produtos alimenticios e formulactes
farmacéuticas (oral, parenteral e topica).
[00100] O &cido graxo ou seus derivados (dissolvidos em um solvente
organico ou puro) podem ser adicionados agua livre de ions, de preferéncia, que
contém um emulsificante, com agitacdo vigorosa em uma temperatura acima do
ponto de fusédo do acido graxo, para produzir uma emulséo de 6leo em agua bem
dispersa. A agitacdo pode ser efetuada por qualquer meio conhecido, por
exemplo, usando-se um agitador de alto cisalhamento ou de modo ultrassonico.
[00101] A quantidade de &cido graxo iodado ou seus derivados deve ser de
pelo menos 10% e, de preferéncia, pelo menos 20% em peso da emulsdo
concentrada; um teor de 30% é geralmente preferencial; mas emulsdes como
concentradas como 40% podem ser preparadas, em alguns casos, uma
quantidade pequena de um agente emulsificante é, de preferéncia, incluida na
composicao.
[00102] Quando um emulsificante é usado, a viscosidade da emulsao ira variar
com a razao agua/ fase oleosa e, geralmente, passa atraves de um valor maximo
uma vez que a razao de agua/acido graxo é aumentada. A fim de obter uma boa
emulséo, é preferencial agitacdo por um tempo com a razdo agua/acido graxo
préxima a ou ligeiramente em excesso daguela necessaria para viscosidade
maxima e, entéo, adiciona-se ainda agua livre de ions com agitacao continuada

para fornecer a concentracdo de acido graxo iodado desejada. A emulséo €,
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entdo, resfriada para temperatura ambiente.

[00103] Também é um objetivo da presente invencédo fornecer um método de
imageamento in vitro para o tecido adiposo bege e marrom de uma amostra do
individuo, como um 6érgéo ou culturas de célula com o uso de um agente de
contraste de Tomografia Computadorizada que consiste em uma nanoemulséo
biocompativel de acidos graxos iodados que tém 4 a 24 4&tomos de carbono e/ou

ésteres e/ou sais e/ou misturas dos mesmos de acordo com a formula geral I:

@]
R )‘L N
2 R
\O 1 R,

FORMULA |

em que n = 2-22;

R1 € Hou |, com a provisdo de que o numero de atomos de iodo seja
1 a 6, e que os atomos de iodo ndo sejam geminal nem vicinal;

e em que Rz é H, alquila, alcoxialquila, hidroalcoxialquila, poli-
hidroxialquila, hidréxi poli alquilenoxialquila insaturada ou saturada, linear ou
ramificada.

[00104] E outro objetivo da presente invencéo fornecer uma composic¢éo que
compreende uma nanoemulsdo biocompativel de acidos graxos iodados que tém
4 a 24 dtomos de carbono e/ou ésteres e/ou sais e/ou misturas dos mesmos de

acordo com a formula geral | (como definido acima):

0
2\0 Ry /{\ R

FORMULA |

em que n = 2-22,;

R1 é Hou |, com a provisdo de que o numero de atomos de iodo seja
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1 a 6, e que os atomos de iodo ndo sejam geminal nem vicinal;

e em que Rz é H, alquilas, alquilas, alcoxialquila, hidroalcoxialquila,
poli-hidroxialquila, hidroxi poli alquilenoxialquila insaturado ou saturado, linear ou
ramificadas; para uso como um agente de contraste peroral de Tomografia
Computadorizada néo invasivo para imageamento in vivo do tecido adiposo
marrom e/ou bege em um individuo.

[00105] Em particular, o agente de contraste da invencao consiste em uma
nanoemulsdo biocompativel de &cidos graxos iodados que tem, de preferéncia,
10 a 20 atomos de carbono e, mais preferencialmente, 16 a 18 atomos de
carbono de acordo com uma férmula geral I. Em uma modalidade ainda mais
preferencial, o acido graxo iodado € um &acido linolénico iodado.

[00106] Conforme definido acima, a nanoemulsdo, de preferéncia,
compreende emulsificantes biocompativeis selecionados dentre lecitina, éteres
de polietilenoglicol com alcoois graxos, polissorbatos e ésteres de sorbitano ou
suas misturas.

[00107] E ainda objetivo adicional da presente invencdo fornecer uma
composicao que compreende uma nanoemulsao biocompativel de acidos graxos
iodados que tém 4 a 24 atomos de carbono e/ou ésteres e/ou sais e/ou misturas

dos mesmos de acordo com a férmula geral | (como definido acima):

0
R )-L A
2 R
\0 1 R,

FORMULA |

em que n = 2-22;

R1 € Hou |, com a provisdo de que o numero de atomos de iodo seja
1 a 6, e que os atomos de iodo ndo sejam geminal nem vicinal;

e em que Rz €& H, alquila, alcoxialquila, hidroalcoxialquila, poli-
hidroxialquila, hidroxi poli alquilenoxialquila insaturada ou saturada, linear ou
ramificada,

para uso como um agente de contraste peroral de Tomografia
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Computadorizada nédo invasivo para imageamento in vivo do coracdo ou do
figado em um individuo.
[00108] Em particular, o agente de contraste da invencao consiste em uma
nanoemulsdo biocompativel de acidos graxos iodados que tem, de preferéncia,
10 a 20 atomos de carbono e, mais preferencialmente, 16 a 18 atomos de
carbono de acordo com uma férmula geral I. Em uma modalidade ainda mais
preferencial, o acido graxo iodado € um &cido linolénico iodado.
[00109] Conforme definido acima, a nanoemulsdo, de preferéncia,
compreende emulsificantes biocompativeis selecionados dentre lecitina, éteres
de polietilenoglicol com alcoois graxos, polissorbatos e ésteres de sorbitano ou
suas misturas.
[00110] De acordo com uma modalidade da invencao, o agente de contraste
de CT peroral da invencéo é adaptado para a visualizacéo e/ou quantificacédo de
esteatose de figado ou tumores de figado em um individuo.
[00111] Kits que compreendem o agente de contraste de Tomografia
Computadorizada da invencdo também séo previstos.
[00112] Outro objetivo da presente invencdo é fornecer um método para
prevenir e/ou tratar um paciente que sob suspeita de estar sofrendo ou que esta
sofrendo de uma doenca do coragdo ou figado, em que o dito método
compreende as etapas de:

a) administrar ao dito paciente o agente de contraste peroral de
Tomografia Computadorizada da invencdo que consiste em uma nanoemulséo
biocompativel de acidos graxos iodados que tem 4 a 24 4&tomos de carbono e/ou

ésteres e/ou sais e/ou misturas dos mesmos de acordo com a férmula geral I

O
R )L l S
2 R

FORMULA |

em que n = 2-22;
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R1 € H ou I, com a provisdo de que o numero de atomos de iodo
seja 1l a 6, e que os &tomos de iodo ndo sejam geminal nem vicinal;

e em que Rz € H, alquila, alcoxialquila, hidroalcoxialquila, poli-
hidroxialquila, hidréxi poli alquilenoxialquila insaturada ou saturada, linear ou
ramificada.

b) e, de modo subsequente, administrar ao dito paciente a terapia
adaptada dependendo dos resultados da etapa de imageamento in vitro) do
coracao e/ou figado do dito paciente.

[00113] Aqueles que séo versados na técnica observardo que a invencao
descrita no presente documento é susceptivel a variacdes e modificacdes além
daquelas especificamente descritas. Deve ser entendido que a invengéo inclui
todas tais variac6es e modificacdes sem se afastar do espirito ou caracteristicas
essenciais da mesma. A invencdo também inclui todas as etapas, recursos,
composicdes e compostos denominados ou indicados neste relatorio descritivo,
de modo individual ou coletivo, e qualguer um e todas as combinacdo ou
qualquer duas ou mais das ditas etapas ou recursos. A presente revelacéo,
portanto, deve ser considerada como em todos 0s aspectos ilustrada e nao
restritiva, o escopo da invencéao é indicado pelas reivindicacdes anexas, e todas
as alteracdes que estao dentro do significado e faixa de equivaléncia se destinam
a ser abrangidos na mesma.

[00114] A descricdo anterior serd melhor completamente entendida em
referéncia aos Exemplos a seguir. Tais Exemplos, s&do, no entanto,
exemplificativos de métodos de pratica da presente invencao e se destinam a
limitar o escopo da invencgao.

EXEMPLOS

[00115] A varredura de CT In vivo foi realizada antes e em diversos pontos no
tempo apos a aplicacdo dos agentes de contraste no camundongo. O
camundongo é anestesiado com isoflurano e colocado na varredura de CT
disponivel na instalacdo de imageamento animal pequena. A varredura dura
aproximadamente 10 minutos por camundongo. Em seguida, o camundongo é
colocado em sua gaiola e se recuperara da anestesia dentro de alguns minutos.

Em seguida, as imagens sao transferidas a outro computador para analise do
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aperfeicoamento de gordura marrom.

[00116] A ativacdo ou inibicdo in vivo do tecido adiposo marrom é feita
modulando-se a temperatura de alojamento do camundongo. Os camundongos
sdo alojados por 1 semana em uma camara termostatica a fim de ativar a
termogénese de tecido adiposo marrom (a 6 °C). Apés 1 semana, o agente de
contraste € fornecido oralmente a camundongos, e o camundongos sao
submetido a varredura no dispositivo de varredura por CT a fim de avaliar o
aperfeicoamento de gordura marrom nessas diferentes condi¢des de ativacao.
EXEMPLO 1: SINTESE DE ACIDO 9(10)-IODO-OCTADECANOICO

[00117] Pentéxido fosforoso (170 mg, 1,0 mmol) foi adicionado lentamente a
acido ortofosférico (1,0 ml) mediante agitacdo magnética. O acido oleico (141
mg, 0,5 mmol) e iodeto de sodio foram adicionados, e a mistura de reacao foi
aguecida a 70 °C sob resfriamento de refluxo. Apds 24 horas, a mistura de
reacao foi resfriada a temperatura ambiente, e o acido foi separado do produto
cru. O diclorometano (20 ml) foi adicionado, e a fase organica foi lavada com
tiossulfato de soédio (0,1 M) até que a fase organica se tornasse incolor. A fase
organica foi lavada com salmoura e seca sobre sulfato de sédio. O solvente foi
evaporado sob pressédo reduzida fornecendo um 6leo incolor que foi purificado
por cromatografia instantinea com o wuso de um gradiente de
diclorometano/metanol (181 mg, 0,44 mmol, rendimento a 88%). RMN de *H (600
MHz, CDCls) § 4,07 - 4,02 (m, 1H), 2,28 (t, J= 7,5 Hz, 2H), 1,78 (m, 2H), 1,60 (m,
4H), 1,45 (m, 2H), 1,36 - 1,16 (m, 22H), 0,81 (t, J= 7,0 Hz, 3H). LRMS (ESI): m/z
calculado para [M+K]* 449,1, constatado 448,1.

EXEMPLO 2: SINTESE DE ACIDO 9(10), 12(13)-DI-IODO-OCTADECANOICO
[00118] O pentoxido fosforoso (340 mg, 2,0 mmol) foi adicionado lentamente
ao acido ortofosforico (2,0 ml) sob agitacdo magnética. O acido linoleico (280
mg, 1,0 mmol) e iodeto de sbédio (500 mg, 3,33 mmol) foram adicionados, e a
mistura de reacdo aquecida a 70 °C sob resfriamento por refluxo. Apds 24 horas,
a mistura de reacdao foi resfriada a temperatura ambiente, e o acido foi separado
do produto cru. O diclorometano (20 ml) foi adicionado, e a fase organica foi
lavada com tiossulfato de sédio (0,1 M) até que a fase organica se tornasse

incolor. A fase organica foi lavada com salmoura e seca sobre sulfato de sodio.
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O solvente foi evaporado sob presséo reduzida fornecendo um 6leo incolor que
foi purificado por cromatografia instantanea com o uso de um gradiente de
diclorometano/metanol (407 mg, 0,76 mmol, rendimento a 76%). RMN de *H (600
MHz, CDCls) & 4,15 - 4,07 (m, 2H), 2,41 - 2,34 (m, 2H), 2,11 - 2,02 (m, 2H), 1,96
-1,82 (m, 2H), 1,76 - 1,62 (m, 4H), 1,58 - 1,50 (m, 2H), 1,46 - 1,23 (m, 16H), 0,95
- 0,88 (m, 3H). LRMS (ESI): m/z calculado para [M+Na]* 559,0, constatado 558,9.
EXEMPLO 3: PREPARACAO DE NANOEMULSAO

[00119] A nanoemulsdo foi preparada misturando-se os 200 mg de &cido
linoleico iodado, 100 mg de excipientes (por exemplo, Tween 80/Span 80, razao
de 90/10) e 200 mg de agua MilliQ. A mistura foi resfriada com o uso de um
banho de gelo ao mesmo tempo que foi homogeinizado por ultrassonicacdo. O
ultrassonicador foi definido a 30% de amplitude por 2 minutos com o uso de um
pulso de 5s seguido por uma sequéncia de pausas de 5s fornecendo uma
nanoemulsdo homogénea.

EXEMPLO 4: SINTESE E CARACTERIZADO DE UM AGENTE DE
CONTRASTE DE CT USADO PARA IMAGEAR E QUANTIFICAR ATIVIDADE
METABOLICA DE BAT.

[00120] A fim de investigar in vivo os adipécitos marrom e bege, a
nanoemulsao foi fornecida oralmente a um camundongo alojado a 6 °C durante
1 semana a fim de ativar atividade de gordura marrom. Uma varredura de CT foi
realizada antes e apés a ingestéo oral do agente de contraste de CT da invenc¢éao
(Figura 3), que contém 9 (10), 12 (13)dioiodo-octadecanoato de etila. Conforme
mostrado na Figura 4, a cinética de ingestao por tecido adiposo marrom atingiu
um platd de aproximadamente 24 horas pos-ingestdo em BAT ativado. Ademais,
conforme mostrado na Figura 5, o agente de contraste de CT permitiu construir
um mapa de todos os depositos diferentes de adipose marrom e bege em todo
o corpo do camundongo estudado in vivo. Devido a alta resolugéo da CT, cada
depdsito foi claramente identificado, conforme ilustrado na Figura 5. Além disso,
as Requerentes ndo apenas puderam identificar todos os depdsitos marrom ou
bege como também alguns depdésitos ndo observados in vivo até entdo, como
na virilha e nas areas popliteas.

[00121] Os resultados obtidos por dissecacéo classica de depdsito de gordura
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marrom e branca e aqueles fornecidos pela abordagem inovadora in vivo da
Requerente foram comparados, conforme retratado pela Figura 5, que € uma
representacdo de cada um dentre o depdsito individual de tecido adiposo bege

ou marrom obtido com o agente de contraste de CT da invencao.

o) . 0
0 Me;SiCl HO
——-
Nal
|
O

——

EtOH

EXEMPLO 6: SINTESE DE ACIDO 16-I0DO-HEXADECANOICO

[00122] 16-hexadecanolida (2,00 g, 7,86 mmol, 1 eq.), iodeto de sodio (3,54
g, 23,6 mmol, 3 eq.), clorotrimetilsilana (2,99 ml (2,56 g), 23,6 mmol, 3 eq.) e
acetonitrila (25 ml, ¢=0,31 M) foram agitados sob refluxo sob atmosfera de
nitrogénio de um dia para o outro. Agua (20 ml) e éter (50 ml) foram adicionados
a mistura de reacdo. A fase organica foi lavada com agua, tiossulfato de sodio,
salmoura saturada e seca sobre sulfato de sédio. A fase orgéanica foi removida
por filtracdo e evaporada sob presséo reduzida para obter um sélido branco (2,88
g, 7,53 mmol, rendimento a 96%). RMN de 'H (600 MHz, CDCls) § 3,19 (t, J =
7,1 Hz, 2H), 2,35 (t, J = 7,5 Hz, 2H), 1,82 (p, J = 7,1 Hz, 2H), 1,63 (p, J = 7,5 Hz,
2H), 1,43-1,19 (m, 23H). 13C RMN de H (151 MHz, CDCI3) & 179,62, 34,09,
33,72, 30,66, 29,77,29,75, 29,73, 29,69,29,57, 29,39, 29,21,28,70, 24,83,7,71.
EXEMPLO 7: SINTESE DE 16-I0DOHEXADECANOATO DE ETILA

[00123] O acido 16-iodo-hexadecanoico (100 mg, 0,262 mmol, 1 eq.), cloreto
de estanho (1) (19,8 mg, 0,105 mmol, 0,4 eq.) e etanol (5 ml, c=0,052 M) foram
agitados sob atmosfera de nitrogénio de um dia para o outro sob refluxo. A
mistura de reacdo foi evaporada sob pressdo reduzida. O produto cru foi
purificado por cromatografia instantanea com o uso de um gradiente de ciclo-
hexano/éter para obter um sélido branco (94,0 mg, 0,229 mmol, rendimento a 88
%). ESI MS 433,2 [M+Na]+. RMN de 'H (600 MHz, CDCI3) 6 4,12 (m, J = 7,1 Hz,
2H), 3,19 (t, J = 7,1 Hz, 2H), 2,28 (t, J = 7,6 Hz, 2H), 1,82 (p, J = 7,1 Hz, 2H),
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1,61 (p, J = 7,4 Hz, 2H), 1,45-1,19 (m, 23H). 13C RMN de 'H (151 MHz, CDCI3)
§ 174,10, 60,31, 34,56, 33,72, 30,66, 29,78, 29,75, 29,74, 29,69, 29,60, 29,57,
29,42, 29,30, 28,70, 25,15, 14,41,7,66.

EXEMPLO 8: SINTESE DE 12-IODODODECANOATO DE ETILA

CC 2=
Me3SiCl |

EtOH Q
SnCl “o
|

EXEMPLO 9: SINTESE DE ACIDO 12-I0DO-HEXADECANOICO
[00124] Oxaciclotridecan-2-ona (1,00 g, 5,00 mmol, 1 eq.) 16-hexadecanolida
(2,00 g, 7,86 mmol, 1 eq.), iodeto de sodio (2,25 g, 15,0 mmol, 3 eq.) e
clorotrimetilsilano (1,90 ml (1,63 g), 15,0 mmol, 3 eq.) e acetonitrila (25 ml, c=0,31
M) foram agitados sob refluxo sob atmosfera de nitrogénio de um dia para o
outro. Agua (20 ml) e éter (50 ml) foram adicionados & mistura de reacéo. A fase
organica foi lavada com &gua, tiossulfato de sddio, salmoura saturada e seca
sobre sulfato de sodio. A fase organica foi removida por filtracéo e vaporada sob
pressdo reduzida para obter um solido amarelado claro (1,62 g, 4,97 mmol,
rendimento a 98%). ESI MS 325,2 [M-H]-. RMN de 'H (600 MHz, CDCls) & 3,19
(t, J=7,1Hz, 2H), 2,35 (t, J = 7,0 Hz, 2H), 1,82 (p, J = 7,1 Hz, 2H), 1,63 (p, J =
7,5 Hz, 2H), 1,44-1,22 (m, 14H). 13C RMN de 'H (151 MHz, CDCI3) § 179,47,
34,06, 33,70, 30,64, 29,59, 29,52, 29,50, 29,35, 29,18, 28,67, 24,82, 7,71.
EXEMPLO 10: SINTESE DE 12-I0DODODECANOATO DE ETILA
[00125] O éacido 12-iodo-hexadecanoico (800 mg, 2,45 mmol, 1 eq.), cloreto
de estanho (Il) (200 mg, 1,05 mmol, 0,4 eq.) e etanol (50 ml, ¢=0,052 M) foram
agitados sob atmosfera de nitrogénio de um dia para o outro sob refluxo. A
mistura de reacdo foi evaporada sob pressdo reduzida. O produto cru foi
purificado por cromatografia instantanea com o uso de um gradiente de ciclo-

hexano/éter para obter um sélido branco (1,06 g, 2,58 mmol, rendimento a 66%).
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ESI MS 355,1 [M+H]+. RMN de 1H (600 MHz, CDCls) § 4,11 (q, J = 7,1 Hz, 2H),
3,18 (t, J = 7,1 Hz, 2H), 2,27 (t, J = 7,6 Hz, 2H), 1,81 (p, J = 7,1 Hz, 2H), 1,60 (p,
J=7,4Hz, 2H), 1,37 (9, J = 6,8, 6,4 Hz, 2H), 1,33 - 1,20 (m, 15H). 13C RMN de
IH (151 MHz, CDCI3) § 174,03, 60,28, 34,52, 33,69, 30,63,29,58, 29,51,
29,37,29,26, 29,25, 28,66,25,11, 14,40,7,51.

EXEMPLO 11: SINTESE DE ACIDO 9(10), 12(13)-DIODO-OCTADECANOICO

/\/\/a/=\/\/\./\/ﬁ\,3,H

P20s

(h [ 0

PSS P SR

()

[00126] O pentoéxido fosforoso (2,82 g, 20,0 mmol, 2 eq.), &cido linoleico (3,00
g, 10,7 mmol, 1 eq.), iodeto de sodio (6,00 g, 40,0 mmol, 4 eq.) e acido fosforico
(20 ml, c=0,50 M) foram agitados sob uma atmosfera de nitrogénio a 70 °C por
12 horas e por 1 h 30 em temperatura ambiente sob baixa agitacdo. Eter (50 ml)
e agua (20 ml) foram adicionados a mistura de reacao. A fase aquosa foi extraida
com acetato de etila e as fases organicas combinadas foram lavadas com
tiossulfato de sédio (0,1 M), salmoura saturada, seca sobre sulfato de sédio,
removida por filtracdo e evaporada sob presséo reduzida. O produto cru foi
purificado por cromatografia instantanea com o uso de um gradiente de
diclorometano/metanol +0,1% de &cido acético para obter um sélido amarelado
claro (4,875 g, 9,09 mmol, 85% de rendimento). ESI MS 558,5 [M+Na]+, 553,5
[M+NH4]+. 574,5 [M+K]+. RMN de H (600 MHz, CDCI3) & 4,14 - 4,05 (m, 2H),
2,35 (m, 2H), 1,96 - 1,80 (m, 2H), 1,76-1,61 (m, 3H), 1,57- 1,49 (m, 3H), 1,46-
1,27 (m, 16 H), 0,90 (7, J = 6,8 Hz, 3H).
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EXEMPLO 12: SINTESE DE ACIDO TRI-IODO-OCTADECANOICO E TRI-
IODOOCTADECANOATO DE ETILA

IN OH
0
H3PO4
Nal
1 r0;
|
I n 3
OH
EtOH | SnCl,
Y
I 1) I o
0’/\\

{1 I 0!

Petica0 870200018220, de 07/02/2020, pég. 49/67



41/44

EXEMPLO 13: SINTESE DE ACIDO TETRAIODOICOSANOICO E
TETRAIODOICOSANOATO DE ETILA
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EXEMPLO 14: SINTESE DE ACIDO PENTAIODOICOSANOICO E
PENTAIODOICOSANOATO DE ETILA
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EXEMPLO 15: SINTESE DE ACIDO HEXAIODODOCOSANOICO E
HEXAIODODOCOSANOATO DE ETILA
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EXEMPLO 16: CARACTERIZAQAO DE UM AGENTE DE CONTRASTE DE CT
USADO PARA IMAGEAR O CORACAO E FIGADO.

[00127] A fim de investigar in vivo o coracdo e figado, a nanoemulsdo da
invencgao foi fornecida oralmente 5 a um camundongo. Uma varredura de CT foi
realizada anteriormente e 7 horas ap0s a ingestdo oral do agente de contraste

de CT da invencao, contendo ésteres etilicos iodados de &cidos linoleico (65%),
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oleico (30%) e linolénico (4%) (Figura 6). Conforme mostrado na Figura 6a, 0
agente de contraste é absorvido pelos cardiomiocitos do coragéo, revelando as
paredes do ventriculo esquerdo. O aperfeicoamento de paredes do coracdo
permite a medicdo de parametros anatdbmicos como a espessura ou 0 volume do
musculo cardiaco. Conforme mostrado na Figura 6b, o agente de contraste
também é absorvido pelo figado, aumentando seu contraste.
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REIVINDICACOES
1. Método de imageamento in vivo com Tomografia Computadorizada

de tecido adiposo marrom e/ou bege (BAT) em um individuo caracterizado pelo

fato de que compreende administrar oralmente um agente de contraste que
compreende uma hanoemulsao biocompativel de acidos graxos iodados que tem
4 a 24 dtomos de carbono e/ou ésteres e/ou sais e/ou misturas dos mesmos de

acordo com a férmula geral I:

0
R J\ B
2"\-.“\0 R-| /FRi

FORMULA |

emque n = 2-22;

R1 € H ou I, com a provisdo de que o niumero de atomos de iodo
seja 1 a 6, e que os atomos de iodo ndo sejam geminal nem vicinal,

e em que Rz é H, alquilas insaturada ou saturada, linear ou
ramificada, alquilas, alcoxialquila, hidroxialcoxialquila, poli-hidroxialquila, hidroxi
poli alquilenoxialquila.

2. Método de imageamento in vivo com CT, de acordo com a

reivindicacdo 1, caracterizado pelo fato de que os acidos graxos iodados com 4

a 24 atomos de carbono e/ou ésteres e/ou sais e/ou misturas dos mesmos de
acordo com a férmula geral | estdo na de uma nanoemulséo biocompativel.
3. Método de imageamento in vivo com CT, de acordo com a

reivindicacdo 1 ou 2, caracterizado pelo fato de que o agente de contraste &

adaptado para imageamento in vivo nao invasivo, quantificacdo e/ou
monitoramento da atividade do tecido adiposo marrom e/ou bege (BAT) no dito
individuo.

4. Método de imageamento in vivo com CT, de acordo com qualquer

uma das reivindicacoes 1 a 3, caracterizado pelo fato de que o agente de

contraste consiste em uma nanoemulsdo biocompativel de &cidos graxos
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iodados que tem 10 a 20 atomos de carbono de acordo com a férmula geral 1.
5. Método de imageamento in vivo com CT, de acordo com qualquer
uma das reivindicacdes 1 a 4, caracterizado pelo fato de que o agente de

contraste consiste em uma nanoemulsdo biocompativel de acidos graxos
iodados que tem 16 a 18 atomos de carbono de acordo com a férmula geral 1.

6. Método de imageamento in vivo com CT, de acordo com qualquer

uma das reivindicacdes 1 a 5, caracterizado pelo fato de que o acido graxo
iodado é um &cido linolénico iodado.
7. Método de imageamento in vivo com CT, de acordo com qualquer

uma das reivindicacbes 1 a 6, caracterizado pelo fato de que a nanoemulséo

compreende emulsificantes biocompativeis selecionados dentre lecitina, éteres
de polietilenoglicol com alcoois graxos, polissorbatos e ésteres de sorbitano ou
suas misturas.

8. Método de imageamento in vivo com CT, de acordo com a

reivindicagcdo 7, caracterizado pelo fato de que a quantidade dos ditos

emulsificantes biocompativeis na nanoemulsédo esta entre 5 a 30 % (p/p) da
nanoemulséo total.
9. Método de imageamento in vivo com CT, de acordo com qualquer

uma das reivindicacdes 1 a 8, caracterizado pelo fato de que o agente de

contraste peroral CT € administrado em uma dose correspondendo a entre 0,5 a
1,6 mg de iodo por grama de peso corporal.
10. Método de imageamento in vivo com Tomografia

Computadorizada do coracéo ou do figado em um individuo caracterizado pelo

fato de que compreende administrar oralmente um agente de contraste que
compreende uma hanoemulsao biocompativel de acidos graxos iodados que tem
4 a 24 atomos de carbono e/ou ésteres e/ou sais e/ou misturas dos mesmos de

acordo com a formula geral I:

)
] )j\ R
2 R
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FORMULA |

emque n = 2-22;

R1 € H ou I, com a provisdo de que o numero de atomos de iodo
seja 1 a 6, e que os atomos de iodo ndo sejam geminal nem vicinal,

e em que Rz é H, alquilas insaturada ou saturada, linear ou
ramificada, alquilas, alcoxialquila, hidroxialcoxialquila, poli-hidroxialquila, hidroxi
poli alquilenoxialquila.

11. Método de imageamento in vivo com CT, de acordo com a

reivindicacdo 10, caracterizado pelo fato de que os acidos graxos iodados com

4 a 24 atomos de carbono e/ou ésteres e/ou sais e/ou misturas dos mesmos de
acordo com a férmula geral | estdo na de uma nanoemulséo biocompativel.
12. Método de imageamento in vivo com CT, de acordo com a

reivindicacdo 11, caracterizado pelo fato de que o agente de contraste consiste

em uma nanoemulséo biocompativel de acidos graxos iodados que tem 16 a 18
atomos de carbono de acordo com a formula geral I.

13. Método de imageamento in vivo com CT, de acordo com qualquer

uma das reivindicacdes 10 a 12, caracterizado pelo fato de que o acido graxo
iodado & um &cido linolénico iodado.

14. Método de imageamento in vivo com CT, de acordo com qualquer
uma das reivindicagcdes 10 e 13, caracterizado pelo fato de que o agente de

contraste € para a visualizacdo do coracdo e avaliacdo de sua funcédo no dito
individuo.

15. Método de imageamento in vivo com CT, de acordo com qualquer
uma das reivindicacdes 10 a 14, caracterizado pelo fato de que o agente de

contraste de CT peroral é administrado em uma dose que corresponde a entre

0,5 e 1,6 mg de iodo por grama de peso corporal.
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RESUMO
“NANOEMULSAO DE ACIDOS GRAXOS IODADOS PARA IMAGEAMENTO
DE CT”
Agente de contraste de tomografia computadorizada (CT) iodado produzido a
partir de derivados de acido graxo para visualizacao nao invasiva e quantificacao
do tecido adiposo marrom e/ou bege (BAT) ou para imageamento do coracao
e/ou figado de um individuo. Vantajosamente, esse agente de contraste deve ser
tomado oralmente, o que € uma inovacdo em imageamento de CT. A resolucao
de imagem por CT é significativamente aprimorada em comparacdo com

tomografia por emisséo de poésitrons (PET).
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