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“COMPOSIGAO COMPREENDENDO UM POLIPEPTIDEO DE FATOR-9 DE
CRESCIMENTO DE FIBROBLASTO”

DECLARACKO DE INTERESSE GOVERNAMENTAL
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com suporte governamental sob o Numero de Concessdo NIH/NIAMS
AR46837, concedido pelo National Institutes of Health. O Governo

dos Estados Unidos pode ter certos direitos sobre a invencé&o.
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Este pedido reivindica o beneficio de prioridade
do Pedido Provisdrio U.S. No. 61/114.028, depositado em 12 de
novembro de 2008, o qual € aqui incorporado por referéncia em sua

totalidade.
CAMPO DA INVENGAO

A invengdo de refere a composicgdes e a métodos
farmacéuticos para o tratamento de perda de cabelos e para a
regeneragdo de foliculos pilosos. De maneira especifica, a
invengdo se refere a polipeptideos de fator-9 de crescimento de
fibroblasto para o tratamento de perda de cabelos ou para a

regenerac¢do de foliculos pilosos.
HISTORICO DA INVENGAO

A neogénese folicular é definida como a geracdo
de novos foliculos pilosos (HF) depois do nascimento. Os seres
humanos s&o paridos com um complemento total de HFs, .qué‘—§5dé
mudar de caracteristicas de tamanho e de crescimento, como na
calvicie precoce, ou podem, finalmente, se degenerar e
desaparecer, nos estdgios tardios da calvicie ou nas alopecias
envolvendo cicatrizes (cicatriciais). Portanto, a geracdo de novos
HFs é desejavel no tratamento da calvicie comum, assim como - .nas
condigcBes de perda de cabelos comuns, tais como lupus eritematoso
discoide, hipotricose congénita, liquen planopilaris) -e* outras

alopecias envolvendo cicatrizes.
SUMARIO DA INVENCAO

A presente invencdo fornece métodos de tratamento

de perda de cabelos, de tratamento, inibicd8o ou supressdo ‘de um
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distuirbio de pele degenerativo, e de tratamento de alopecia
andogenética (AGA) em um paciente e de geragdo de novos .foliculos
pilosos (HFs) e de aumento do tamanho dos HFs existentes,
compreendendo © rompimento epidérmico ou administragdo de wnt, e
administracdo de um polipeptideo de fator-9 de crescimento de
fibroblasto ou de outro composto gque regule a montante a
sinalizacdo de gene sonic hedgehog.

Assim, em uma ‘modalidade, a presente invencédo
fornece um método de tratamento de perda de cabelos em um
paciente, compreendendo as etapas de (a) rompimento da epiderme na
regido da perda de cabelos no paciente e (b) administracdo de um
polipeptideo de fator-9 de crescimento de fibroblasto ao paciente.

Em uma modalidade, a perda de cabelos é devida a
alopecia androgenética (AGA). Em uma modalidade, a AGA é calvicie
de padrdo feminino, Em uma modalidade, a perda de cabelo é o
resultado de uma lesdo & pele. Em uma modalidade, a perda de
cabelos é no couro cabeludo ou na sobrancelha do paciente. Em uma
modalidade, a perda de cabelos € em tecido de pele cicatrizado do
paciente. Em uma modalidade, a etapa de administracdo é realizada
3-12 dias depois da etapa' de rompimento. Em uma modalidade, a
etapa de administragdo é realizada por exposigcdo da regido da
perda de cabelos a um estimulo mecdnico, quimico ou éptico. Em uma

modalidade, o estimulo dptico é radiagdo. Em uma modalidade, a

etapa de administracdo ¢é via administracgédo tépica. Em uma
modalidade, a etapa de administragdo ¢é via administracdo
subepidérmica.

Em outra modalidade, a presente invengdo fornece
um método para gerar um foliculo piloso na derme de um paciente
com perda de cabelos, compreendendo as etapas de (a) rompimento da
epiderme na regido da perda de cabelos no paciente e (b)
administracdo de uma composicdo compreendendo um polipeptideo de
fator-9 de crescimento de fibroblasto ao paciente.

Em outra modalidade, a presente invengdo fornece
um método para aumentar o tamanho de um foliculo piloso na derme
de um paciente com perda de cabelos, compreendendo as etapas de

(a) rompimento da epiderme na regido da perda de <cabelos no
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paciente e (b) administracdo de uma composigdo compreendendo um
polipeptideo de fator-9 de crescimento de fibroblasto ao paciente.

Em outra modalidade, a presente invengdo fornece
um método para aumentar a formagdo de foliculos pilosos na pele de
um paciente com perda de cabelos, compreendendo as etapas ‘de (a)
rompimento da epiderme na regido da perda de cabelos no paciente e
(b) administracdo de uma composigdo compreendendo um polipeptideo
de fator-9 de crescimento de fibroblasto ao paciente.

Em outra modalidade, a presente invengdo fornece
um método para tratar, inibir ou suprimir um distdrbio de pele
degenerativo, compreendendo as etapas de (a) rompimento da
epiderme na regido do disturbio de pele degenerativo no paciente e
(b) administracdo de uma composigdo compreendendo um polipeptideo
de fator-9 de crescimento de fibroblasto ao paciente.

Fm outra modalidade, a presente invengdo fornece
um método para tratar uma alopeéia androgenética (AGA) em um COuro
cabeludo de um paciente, compreendendo as etapas de (a) rompimento
da epiderme na regido da AGA no paciente e (b) administracdo de
uma composicdo compreendendo um polipeptideo de fator-9 de
crescimento de fibroblasto ao paciente.

Em outra modalidade, a presente invengdo fornece
um método de tratamento de perda de cabelos em um paciente,
compreendendo a etapa de administracédo de uma composigédo
compreendendo um polipeptideo de fator-9 de crescimento de
fibroblasto e de um polipeptideo de wnt ao paciente.

Em outra modalidade, a presente inveng¢do fornece
um método para aumentar o tamanho de um foliculo piloso na derme
de um paciente, compreendéndo a etapa de administrag¢do de uma
composigdo compreendendo um polipeptideo de fator-9 de crescimento
de fibroblasto e de um polipeptideo de wnt ao paciente.

Em outra modalidade, a presente invengdo fornece
um método para aumentar a formagdo de foliculos pilosos na pele de
um paciente, compreendendo a etapa de administracdo de uma
composicdo compreendendo um polipeptideo de fator-9 de crescimento
de fibroblasto e de um polipeptideo de wnt ao paciente.

Em outra modalidade, a presente invengdo fornece

um método para tratar, inibir ou suprimir um distdrbio de pele
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degenerativo, compreendendo a etapa de administracdo de uma
composicdo compreendendo um polipeptideo de fator-9 de crescimento
de fibroblasto e de um polipeptideo de wnt ao paciente.

Em outra modalidade, a presente invengdo fornece
um método para tratar uma alopecia androgenética (AGA) em um Couro
cabeludo de um paciente, compreendendo a etapa de administragdo de
uma composicdo compreendendo um polipeptideoc de fator-9 de
crescimento de fibroblasto e de um polipeptideo de wnt ao
paciente.

Fm outra modalidade, a presente invengdo fornece
um método para tratar.perda de cabelos em um paciente, compreendendo
as etapas de (a) rompimento da epiderme na regido da perda de
cabelos no paciente e (b) administragcdo de wuma composicédo
compreendendo um composto ou fator que regule a montante gene
sonic hedgehog (SHH) para o paciente.

Em outra modalidade, a presente inveng¢do fornece
um método para gerar um foliculo piloso na derme de um paciente,
compreendendo as etapas de (a) rompimento da epiderme na regido da
perda de cabelos no paciente e (b) administracdo de uma composigdo
compreendendo um composto ou fator que regule a montante gene
sonic hedgehog (SHH) para o paciente.

Em outra modalidade, a presente invencgdo fornece
um método para aumentar o tamanho de um foliculo piloso na derme
de um paciente, compreendendo as etapas de (a) rompimento da
epiderme na regido da perda de cabelos no paciente e (b)
administracdo de uma composig¢do compreendendo um composto ou fator
que regule a montante gene sonic hedgehog (SHH) para o paciente.

Em outra modalidade, a presente inveng¢do fornece
um método para aumentar a formagdo de foliculos pilosos na pele de
um paciente, compreendendo as etapas de (a) rompimento da epiderme
na regido da perda de cabelos no paciente e (b) administracdo de
uma composicdo compreendendo um composto ou fator que regule a
montante gene sonic hedgehog (SHH) para o paciente.

Fm outra modalidade, a presente invencdo fornece
um método para tratar, inibir ou suprimir um disturbio de pele
degenerativo, compreendendo as etapas de (a) rompimento da

epiderme na regido da perda de cabelos no paciente e (b)
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administracdo de uma composigdo compreendendo um composto ou fator
que regule & montante gene sonic hedgehog (SHH) para o paciente.

Em outra modalidade, a presente invencgdo fornece
um método para tratar uma alopecia androgenética (AGA) em um couro
cabeludo de um paciente, compreendendo as etapas de (a) rompimento
da epiderme na regido da perda de cabelos no paciente e (b)
administracdo de uma composigdo compreendendo um composto ou fator
que regule & montante gene sonic hedgehog (SHH) para o paciénte.

Outras caracteristicas e vantagens da presente
invengdo tornar-se-do evidentes a partir da seguinte descrigdo
detalhada, exemplos e figuras. Entretanto, deve ser entendido que
a descricdo detalhada e os exemplos especificos, embora indicando
modalidades preferidas da invencdo sdo dadas somente poOr meio de
ilustracdo, uma vez que varias mudancas e modificag¢fes dentro do
espirito e do escopo da invencdo tornar-se-do para oOs técnicos no

assunto a partir desta descricdo detalhada.
BREVE DESCRIGAO DOS DESENHOS

Figura 1. FGF9 ¢é expresso durante o periodo
indutivo de regeneracdo de foliculos pilosos no Dia 1 depois do
descolamento do sangue coagulado (SD). E apresentada a razdo de
mARN de FGF9 comparada a g-PCR de expressdo de mARN de controle de
expressdo de mARN de FGF9 em epiderme regenerada.

Figura 2. Imunotingimento de YTCR de epiderme
regenerada (SD7, monte integral (Wholemount) (x200) e
imunotingimento de FGF9 de amostra SDl (segdo congelada) (x400).

Figura 3. Imunotingimento de YOTCR & FGF9 de
epiderme regenerada para amostra SD1.

Figura 4. Imunotingimento de YTCR & FGF9 de pele
embriondria de El14.

Figura 5. Especificidade de anticorpo de
neutralizacdo anti-FGF9 para lisado integral embriondrio de
camundongo E14.5 (pistas 1 e 2) e para hFGFI(+) recombinante.

Figura 6. Experimento de neutralizagdo anti-FGF9
em camundongos C57BL/6 de 3 semanas de idade. (A) Programa de
tratamento, no qual 50 pL de 10 ug/mL de anti-FGF9 ou de controle

de isotipo de IgG2a foram injetados subepidermicamente no dia do
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descolamento do sangue coagulado (SD)1-SD4, e tecido foi amostrado
no SD5. (B) Numeros de foliculos pilosos depois de injeg8es de
anti-FGF9 ou de controle de 1IgG2a em camundongos usando O
protocolo de tratamento descrito em (A). (C) Diagrama mostrando o
sitio de injecéo.

Figura 7. Numero de foliculos ©pilosos em
camundongos tratados como anti-FGF9 versus controles em varios
estdgios de desenvolvimento do foliculo piloso, conforme descrito
em Paus R, et al. J Invest Dermatol 1999).

Figura 8. Modelo mostrando como a contagem de
germes de cabelos foi conduzida por mm? em 3 diferentes campos por
cada amostra. '

Figura 9. Tratamento com rhFGFS para trés dias em
cultura de explante de pele embriondria (E13.5). Culturas foram
tratadas com 10, 20 ou 40 ng/mL de rhFGF9 ou tampdo de controle
durante trés dias, e o numero de germes de cabelos/mm® foi
avaliada conforme descrito na Figura 8. Média * DP. *: P < 0,05,
*x*, p < 0,01, comparado ao controle. EDA-Al (50 ng/mL) foi wusado
como um controle positivo para o numero de germes de cabelos.

Figura 10. Tingimento por imuno-histoquimica
mostrando o tingimento com fosfatase alcalina da derme em
explantes de pele de controle e embriondrios tratados com rhFGF9
(10, 20, 40 ng/mL).

Figura 11. Tratamento com anticorpo de
neutralizacdo anti-FGF9 durante trés dias em cultura de explante
de pele embriondrio (E13.5). As culturas foram tratadas com 10, 20
ou 40 ug/mL de anticorpo de neutralizacdo anti-FGF9 ou controle
durante trés dias, e o numero de germes de cabelos/mm* foi
avaliada como descrito na Figura 8.

Figura 12. Tingimento por imuno-histogquimica
mostrando tingimento de K17 da epiderme em explantes de pele de
controle e tratados com anti-FGF9 (10, 20, 40 pg/mL).

Figura 13. Tingimento por imuno-histoquimica
mostrando Tingimento por imuno-histoquimica mostrando o tingimento
por fosfatase alcalina da derme em explantes de pele de controle e

embrionarios tratados com anti-FGF9 (10, 20, 40 ug/mL).
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Figura 14. Efeito de tratamento de 24 h usando
rhFGF9 (10, 20, 40 ng/mL) em marcadores de genes de
desenvolvimento de foliculos pilosos embriondrios sonic hedgehog
(Shh), Ptchl e Ptch2 por gPCR. '

Figura 15. Efeito de tratamento de 24 h usando
rhFGF9 (10, 20, 40 ng/mb) em marcadores de genes de
desenvolvimento de foliculos pilosos embriondrios Glil e Gli2 por
qPCR.

Figura 16. Fgf9 é expresso durante a iniciagdo de
HFN e ¢é importante para HFN. (A) Fgf9 é altamente expresso em
epiderme regenerada, antes da formacdo de foliculos pilosos no Dia
1 e 3, depois de re-epitelizac¢do com descolamento de sangue
coagulado (SD) e diminuiu para o nivel basal de epiderme ndo
ferida, Dia 0. *: P < 0,05, **: P < 0,01, média * desvio padrdo.
(B) Efeito de neutralizacdo de FGF9 sobre HFN depois de ferimento
em camundongos de 3 semanas de idade. O numero de foliculos
pilosos regenerados foi diminuido de maneira significativa nos
camundongos tratados com anticorpo de neutralizacdo de anti-FGF9.
**. p < 0,05. (B) Determinacdo de estdgios de desenvolvimento de
foliculos pilosos. Foliculos pilosos nos camundongos tratados com
anti-FGF9 mostraram atraso na maturacdo de foliculos pilosos. (C-
E) Ensaio de neogénese de foliculos pilosos de monte integral
tingido para proteina KRT17 e (F-H) atividade de fosfatase
alcalina em epiderme e derme separadas no Dia 5 depois de re-
epitelizacéo, respectivamente. A superexpressdo de Fgf9 em
camundongos K14rtTA; TRE—Fng—IRES—erp resultou em numeros
aumentados de foliculos pilosos no Dia 17 depois de ferimento.
Barra de escala, 1 mm.

Figura 17. FGF9 é expresso por DETC ativado. (A)
Imunotingimento duplo para FGF9 e YOTCR. A expressdo de Fgf9 em
DETCs positivos para YTCR repovoados depois de re-epitelizacgéo.

Linha tracejada, membrana de base. Barra de escala, 50 um. (B)
Expressdo de gene Fgf9 & altamente regulada a montante nos DETCs
isolados depois de ativacdo com mIL-2 e anti-CD3. '
Figura 18. Neogénese de foliculos pilosos em
camundongos TCRd-/- ¢é severamente prejudicada. (A-D) Amostras

epidérmicas e dérmicas de monte integral tratadas para detectar



10

15

20

25

30

35

proteina KRT17 e (E-H) atividade de fosfatase alcalina no Dia 5
depois de re-epitelizagdo. A formagdo de foliculos pilosos foi
significativamente impedida em camundongos de 8 semanas e de 40
semanas de idade. Barra de escala, 1 mm. *: P < 0,05, média * erro
padrdo.

Figura 19. Estdgios de desenvolvimento de HFs em
ferimentos de controle e tratados com anticorpo anti-fgf9.

Figura 26. A expressdo FGF9 em camundongos
K14rtTA; TRE-Fgf9-IRES-eGfp comparados com camundongos de controle
durante 2 dias de tratamento com doxiciclina.

Figura 21. A expressdo de FGF9 em DETCs. (A) FGF9

z

é altamente expressa em células dendriticas suprabasais.

Imunotingimento duplo de monte integral de FGF9 e YOTCR de epiderme
de orelha a partir de camundongo de tipo selvagem sem (B) ou com
incubac¢do com IL-2 (C).

Figura 22. A expressdo em camundongos FGF9fiox/flox .

lck-cre comparados a controle FGF9fox/tiox,
DESCRIGAO DETALHADA DA PRESENTE INVENGAO

A presente invencdo se refere a composi¢les e a
métodos farmacéuticos para . tratamento de perda de cabelos e para
regeneragdo de foliculos pilosos. Especificamente, a invencdo se
refere a polipeptideos de fator-9 de crescimento de fibroblasto e
34 administracdo de um polipeptideo de fator-9 de crescimento de
fibroblasto para tratamento de perda de cabelos ou para
regeneracdo de foliculos pilosos.

A presente invengdo fornece métodos de tratamento
de perda de cabelos, de tratamento, inibigdo ou supressdo de um
disttdrbio de pele degenerativo, e de tratamento de alopecia
andogenética (AGA) em um paciente e de geracgdo de novos foliculos
pilosos (HFs) e de aumento do tamanho dos HFs existentes,
compreendendo © rompimento epidérmico ou administracgdo de wnt, e
administragdo de um polipeptideo de fator-9 de crescimento de
fibroblasto ou de outro composto que regule a montante a
sinalizacdo de gene sonic hedgehog.

‘ Em uma modalidade, a presente invencdo fornece

métodos de tratamento de perda de cabelos, métodos para gerar um

‘foliculo piloso, métodos para aumentar o tamanho de um foliculo
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piloso, métodos para tratar uma alopecia androgenética (AGA),
métodos para sustar alopecia, métodos de reversdo de alopecia, e
métodos de depilagdo compreendendo a administragdo de uma
composicdo compreendendo um anticorpo de fator-9 de crescimento de
fibroblasto de neutralizacdo para um paciente.

EFm outra modalidade, uma composicdo ou método da
presente invengdo sdo utilizados sobre a pele humana. Em outra
modalidade, a composicdo ou método sdo utilizados sobre uma Aarea
de crescimento de cabelos ndo desejados. Em outra modalidade, a
drea é a face. Em outra modalidade, a drea é a &rea de biquini. Em
outra modalidade, a 4rea é a das pernas. Em outra modalidade, &
4rea é dos bracos. Em outra modalidade, a drea é a do peito.

Em uma modalidade, os métodos da presente
invencdo incluem a colocacdo em contato de um paciente com um
inibidor de FGF9, SHH, WNT, ou outras composi¢des para uso na
presente invengdo. Um “inibidor", utilizado nos métodos e nas
composic¢des da presente invengdo, é, em outra modalidade, um
anticorpo que se liga & proteina ou fator bioldégico que seja o
alvo do inibidor. Em outra modalidade, o inibidor é um inibidor
farmacolégico. Em outra modalidade, o inibidor ¢ qualquer outro
tipo de inibidor conhecido na técnica. Cada possibilidade
representa uma modalidade separada da presente invencgédo.

Em uma modalidade, a presente invenc¢do fornece um
método de tratamento de perda de cabelos, compreendendo a etapa de
administracdo de uma composicdo, compreendendo um polipeptideo de
fator-9 de crescimento de fibroblasto, a um paciente.

Em uma modalidade, a presente invengdo fornece um
método de tratamento de perda de cabelos em um paciente,
compreendendo as etapas de (a) rompimento da epiderme na regidio da
perda de cabelos no paciente e (b) administragcdo de um
polipeptideo de fator-9 de crescimento de fibroblasto ao paciente.

Fm outra modalidade, a presente invencdo fornece
um método de tratamento de perda de cabelos em um paciente,
compreendendo a etapa de administracdo de uma composigdo
compreendendo um polipeptideo de fator-9 de crescimento de

fibroblasto e um polipeptideo de wnt ao paciente.
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Em outra modalidade, a presente invengdo fornece
um método de tratamento de perda de cabelos em um paciente,
compreendendo as etapas de (a) rompimento da epiderme na regido da
perda de cabelos no paciente e (b) administracdo de uma composicdo
compreendendo um composto ou fator que regule a montante gene
sonic hedgehog (SHH) para o paciente.

Em outra modalidade, a presente invencdo fornece
um método para tratar uma alopecia androgenética (AGA) em um couro
cabeludo de um paciente, compreendendo as etapas de (a) rompimento
da epiderme na regido da AGA no paciente e (b) administracdo de
uma composicdo compreendendo um polipeptideo de fator-9 de
cfescimento de fibroblasto ao paciente.

Em outra modalidade, a presente invencgdo fornece
um método para tratar uma alopecia androgenética (AGA) em um cCoOuro
cabeludo de um paciente, compreendendo a etapa de administracdo de
uma composicdo compreendendo um polipeptideo de fator-9 de
crescimento de fibroblasto e um polipeptideo de wnt ao paciente.

Em outra modalidade, a presente invengdo fornece
um método para tratar uma alopecia androgenética (AGA) em um couro
cabeludo de um paciente, compreendendo as etapas de (a) rompimento
da epiderme na regido da perda de cabelos no paciente e (b)
administracdo de uma composigdo compreendendo um composto ou fator
que regule a montante gene sonic hedgehog (SHH) para o paciente.

Em outra modalidade, a presente invencdo fornece
um método para gerar um foliculo piloso na derme de um paciente
com perda de cabelos, compreendendo as etapas de (a) rompimento da
epiderme na regido da perda de cabelos no paciente e (b)
administracdo de uma composi¢do compreendendo um polipeptideo de
fator-9 de crescimento de fibroblasto ao paciente.

Em outra modalidade, a presente invengdo fornece
um método para gerar um foliculo piloso na derme de um sujeito,
compreendendo a etapa de administragdo de uma composigdo
compreendendo um polipeptideo de fator-9 de crescimento de
fibroblasto e um polipeptideo de wnt ao paciente. ‘

Em outra modalidade, a presente inveng¢do fornece
um método para gerar um foliculo piloso na derme de um sujeito,

compreendendo as etapas de ‘(a) rompimento da epiderme na regido da
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perda de cabelos no paciente e (b) administragdo de uma composicgédo
compreendendo um composto ou fator que regule a montante gene
sonic hedgehog (SHH) para o paciente.

Em outra modalidade, a presente invengdo fornece
um método para aumentar o tamanho de um foliculo piloso na derme
de um paciente com perda de cabelos, compreendendo as etapas de
(a) rompimento da epiderme na regido da perda de cabelos no
paciente e (b) administracdo de uma composigdo compreendendo um
polipeptideo de fator-9 de crescimento de fibroblasto ao paciente.

Em outra modalidade, a presente invencdo fornece
um método para aumentar o tamanho de um foliculo piloso na derme
de um paciente, compreendendo a etapa de administracdo de uma
composicdo compreendendo um polipeptideo de fator-9 de crescimento
de fibroblasto e um polipeptideo de wnt ao paciente.

Em outra modalidade, a presente invengdo fornece
um método para aumentar o tamanho de um foliculo piloso na derme
de um paciente, compreendendo as etapas de (a) rompimento da
epiderme na regido da perda de cabelos no paciente e (b)
administracdo de uma composic¢do compreendendo um composto ou fator
que regule a montante gene sonic hedgehog (SHH) para o paciente.

Em outra modalidade, a presente invengéo fornece
um método para aumentar a formagdo de foliculos pilosos na pele de
um paciente com perda de cabelos, compreendendo as etapas de (a)
rompimento da epiderme na regido da perda de cabelos no paciente e
(b) administracdo de uma composig¢do compreendendo um polipeptideo
de fator-9 de crescimento de fibroblasto ao paciente.

Fm outra modalidade, a presente inveng¢do fornece
um método para aumentar a formagdo de foliculos pilosos na pele de
um paciente, compreendendo a etapa de administracdo de uma
composicdo compreendendo um polipeptideo de fator-9 de crescimento
de fibroblasto e um polipeptideo de wnt ao paciente.

Em outra modalidade, a presente invengdo fornece
um método para aumentar a formagdo de foliculos pilosos na pele de
um paciente, compreendendo as etapas de (a) rompimento da epiderme
na regidio da perda de cabelos no paciente e (b) administragdo de
uma composicdo compreendendo um composto ou fator que regule a

montante gene sonic hedgehog (SHH) para o paciente.
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Em outra modalidade, a presente invencdo fornece
um método para tratar, inibir ou suprimir um distdrbio de pele
degenerativo, compreendendo as etapas de (a) rompimento da epiderme
na regido do distirbio de pele degenerativo no paciente e (b)
administracdo de uma composigdo compreendendo um polipeptideo de
fator-9 de crescimento de fibroblasto ao paciente.

Fm outra modalidade, a presente inveng¢do fornece
um método para tratar, inibir ou suprimir um distdrbio de pele
degenerativo compreendendo a etapa de administragdo de uma
composicdo compreendendo um polipeptideo de fator-9 de crescimento
de fibroblasto e um polipeptideo de wnt ao paciente.

Em outra modalidade, a presente invencdo fornece
um método para tratar, inibir ou suprimir um distdrbio de pele
degenerativo, compreendendo as etapas de (a) rompimento da epiderme
na regido da perda de cabelos no paciente e (b) administracdo de
uma composicdo compreendendo um composto ou fator que regule a
montante gene sonic hedgehog (SHH) para o paciente. 7

Em uma modalidade, os métodos da presente
invencdo tratam, inibem ou suprimem um distdirbio de pele
degenerativo. Em uma modalidade, o disturbioc de pele degenerativo
é hiperqueratose, hiperpigmentagdo, despigmentacgao, atrofia ou
combinagdes dos  mesmos. Em uma modalidade, um distdarbio
degenerativo de pele ¢é calcinose, circunscrita; cutis; coldide
milio; degeneracgdo da pele; NOS de dermatose senil; ou
calcificacdo subcuténea.

Em outra modalidade, um distirbio degenerativo da
pele é granuloma anular. Em uma modalidade, o disturbio de pele
degenerativo € granuloma anular localizado, que, em uma
modalidade, é a forma mais comum de granuloma anular, e, em outra
modalidade, & caracterizada pela presenga de carocos (nédulos ou
papulas) pequenos, firmes, vermelhos ou amarelos, Qque aparecem
dispostos em um anel sobre a pele. Em uma modalidade, os tamanhos
das lesdes variam de um a cinco centimetros. Em uma modalidade, os
locais mais comumente afetados incluem os pés, mdos e dedos. Em
outras modalidades, o disturbio de pele degenerativo é granuloma
anular generalizado ou disseminado, linear, perfurante ou

subcutdneo. Em uma modalidade, as lesBes associadas com granuloma
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anular podem desaparecer sem tratamento (remissdo esponténea) e
reaparecer.

Em outra modalidade, os métodos da presente
invencdo sdo adequados para a profilaxia e tratamento de secura,
aspereza da pele, a formagdo de linhas secas, reidratagdo reduzida
por gléndulas sebdceas e uma suscetibilidade aumentada a estresse
mecénica (tendéncia a rachaduras), paré e} tratamento de
fotodermatose, ©0s sintomas de xerose senil, fotoenvelhecimento e
outras condigdes degenerativas que estejam associadas com a
decomposicdo do tecido conectivo (fibras de coldgeno e de elastina
e também glicosaminoglicanas/hialuronano) da pele.
sFotoenvelhecimento” denota o enrugamento, secura e diminuigdo de
elasticidade da pela provocado por luz em uma radiagdo de UV
particular.

Outros campos de aplicagdo das composigdes de
aéordo com a invencdo s3o o tratamento e a prevencgdo de
degeneracdo de colageno induzida por envelhecimento e/ou UV e
também a decomposicdo de elastina e de glicosaminoglicanas; de
condicdes de pele degenerativas, tais como perda de elasticidade e
também atrofia das camadas celulares epidérmicas e dérmicas, de
constituintes do tecido conectivo, de estacas de rede e vasos
capilares) e/ou dos anexos da pele; de mudancas negativas’
desencadeadas ambientalmente na pele e nos anexos da pele, por
exemplo, causadas por vradiacgdo ultravioleta, fumo, poluicgédo,
espécies de oxigénio reativas, radicais livres e similares; de
condicdes de pele deficitédrias, sensiveis e  hipoativas ou
condicdes de anexos da pele deficitdrias, sensiveis ou hipoativas;
a reducdo na espessura da pele; de relaxamento da pele e/ou fadiga
da pele; de mudancas na perda de 4gua transepidérmica e teor de
umidade normal da pele; de uma mudanga no metabolismo de energia
da pele sauddvel; de desvios da comunicagdo de célula para célula
normal na pele, que podem se manifestar, por exemplo, em
enrugamento; de mudancas na proliferacdo normal de fibroblastos e
gueratindcitos; de mudangas na diferenciacéo normal de
fibroblastos e queratinécitos; de actinodermatose polimérfica,
vitiligo; de disturbios de cicatrizac¢do de ferimentos; distdrbios

em relacdo & homeostase normal de coldgeno, &cido hialurdnico,
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elastina e glicosaminoglicana; de ativagdo aumentada de enzimas
proteoliticas na pele, tais como, por exemplo, metaloproteinases.

Em outra modalidade, a presente invencdo fornece
uin método de tratamento de perda de cabelos, de geragcdo de um
foliculo piloso, de aumento do tamanho de um foliculo piloso, de
aumento de formacdo de foliculos pilosos, de tratamento, de
inibicdo ou de supressdo de um distirbio de pele degenerativo, de
tratamento de alopecia androgenética (AGA), compreendendo qualquer
combinacdo das seguintes etapas: (a) interrupc¢do da epiderme na
regido da perda de cabelos no paciente; (b) administragdo de um
polipeptideo de fator-9 de crescimento de fibroblasto; (¢)
administracdo de um polipeptideo de wnt; e (d) administragdo de um
composto ou fator que regule a montante os genes sonic hedgehog
(SHH), Patched-1 (Ptchl), Patched-2 (Ptch2), Glil, Gli2, ou
combinacdes dos mesmos, ao paciente.

Em outra modalidade, a presente invencdo fornece
um método de depilacdo, compreendendo a etapa de administragdo de
uma composicdo compreendendo um anticorpo de neutralizagdo de
fator-9 de crescimento de fibroblasto a um paciente. Em uma
modalidade, o anticorpo é administrado em uma concentracdo de 10
Mg/mL. Em uma modalidade, a depilacdo ¢é nas pernas, Dbragos,
axilas, 4rea pubica, costas, face, nariz ou orelhas do paciente.
Em uma modalidade, o método compreende adicionalmente a etapa de
rompimento da epiderme na regido da depilacdo antes da etapa de
administracdo. Em uma modalidade, a etapa de colocacdo em contato
é realizada 3-12 dias depois da etapa de rompimento. Em uma
modalidade, a etapa de rompimento ¢é realizada por exposigdo da
regido da perda de cabelos a um estimulo mecdnico, gquimico ou
6ptico. Em uma modalidade,” o estimulo dptico ¢é radiagdo. Em uma
modalidade, a etapa de administracdo é via administragdo tdpica.
Em uma modalidade, a etapa de administragdo € via administracéo
subcuténea.

Em outra modalidade, a presente invenc¢do fornece
um método de reversdo de alopecia, compreendendo a etapa de
administracdo de uma composigdo compreendendo um polipeptideo de
fator-9 de crescimento de fibroblasto a um paciente calvo ou se

tornando calvo. Em outra modalidade, a presente invencdo fornece
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um método de sustacdo de alopecia compreendendo a etapa de
administracdo de uma composig¢do compreendendo um polipeptideo de
fator-9 de crescimento de fibroblasto a um paciente calvo ou se
tornando calvo. v

Em outra modalidade, a presente invencdo fornece
um método de tratamento de um ferimento em um paciente,
compreendendo a etapa de administragdo de uma composigdo
compreendendo um polipeptideo de fator-9 de crescimento de
fibroblasto a um paciente calvo ou se tornando calvo. Em outra
modalidade, a presente invengdo fornece um método de tratamento de
uma lesdo em um paciente, compreendendo a etapa de administracgédo
de uma composicdo compreendendo um polipeptideo de fator-9 de
crescimento de fibroblasto a um paciente calvo ou se tornando

calvo.
FGF9

Em uma modalidade, os métodos da presente
invencdo compreendem a etapa de administracdo de uma composigdo
compreendendo um polipeptideo de fator-9 de crescimento de
fibroblasto, isoladamente ou em composi¢gdo com um ou mais
compostos adicionais. Em uma modalidade, FGF9 se refere a Fgf-9,
FGF-9, fator 9 de crescimento de fibroblasto, GAF, fator de
ativacdo de glia, precursor de fator de ativagdo de glia ou HBGF-
9. Em uma modalidade, a proteina FGF9, dos métodos da presente
invencdo, apresenta a sequéncia:
IFPNGTIQGTRKDHSRFGILEFISIAVGLVSIRGVDSGLYLGMNEKGELYGSEKLTQECVFREQFE
ENWYNTYSSNLYKHVDTGRRYYVALNKDGTPREGTRTKRHQKFTHFLPRPVDPDKVPELYKDILSQ
S (Numero de Acesso ao GenBank: BAA03572; SEQ ID No: 1). Em outra
modalidade, a proteina FGF9 apresenta uma sequéncia conforme
mostrada no Nuamero de Acesso ao GenBank P31371, BAF83481,
NP_002001, CAC17692, EAX08316, AAI03980, AAI03979, AAT74624 ou
AAH69692. Em outra modalidade, a proteina FGF9 ¢é codificada por
uma molécula de 4cido nucléico gendmico apresentando uma sequéncia
conforme mostrada no Numero de Acesso ao GenBank AL139378.15,
AY682094.1 ou CH471075.1, ou codificada por uma molécula de mARN
apresentando uma sequéncia conforme mostrada no Numero de AcessoO
ao GenBank AK290792.1, BC069692.1, BC103978.1, BC103979.1,
CR746503.1 ou D14838.1. Em outra modalidade, um fragmento
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z

biologicamente ativo de uma proteina FGF9 é utilizado em um método
da presente invencdo. Em outra modalidade, um homélogo de uma
proteina FGF9 é utilizado em um método da presente invencéb. Cada
possibilidade representa uma modalidade separada da presente
invengdo.

Em uma modalidade, a administrag¢&do de FGF9 humana
recombinante aumentou os niveis de expressdo de gene sonic
hedgehog (SHH) (Figura 14).

Em uma modalidade, os métodos da Dpresente
invencdo compreendem a etapa de administragdo de uma composigdo
compreendendo um polipeptideo de sonic hedgehog (SHH) ,
isoladamente ou em composicdo com um ou mais compostos adicionais.
Em outra modalidade, os métodos da presente inveng¢do compreendem a
etapa de administragdo de um composto ou fator gue aumente a
expressdo de SHH. Em uma modalidade, SHH se refere a TPT; HHGI;
HLP3; HPE3; SMMCI; TPTPS ou MCOPCB5. Em uma modalidade, a proteina
SHH dos métodos da presente invencdo apresenta a sequéncia:
MLLLARCLLLVLVSSLLVCSGLACGPGRGFGKRRHPKKLTPLAYKQFTPNVAEKTLGASGRYEGKI
SRNSERFKELTPNYNPDIIFKDEENTGADRLMTQRCKDKLNALAISVMNQWPGVKLRVTEGWDEDG
HHSEESLHYEGRAVDITTSDRDRSKYGMLARLAVEAGFDWVYYESKAHTHCSVKAENSVAAKSGGC
FPGSATVHLEQGGTKLVKDLSPGDRVLAADDQGRLLYSDFLTFLDRDDGAKKVFYVIETREPRERL
LLTAAHLLFVAPHNDSATGEPEASSGSGPPSGGALGPRALFASRVRPGQRVYVVAERDGDRRLLPA
AVHSVTLSEEAAGAYAPLTAQGTILINRVLASCYAVIEEHSWAHRAFAPFRLAHALLAALAPARTD
RGGDSGGGDRGGGGGRVALTAPGAADAPGAGATAGIHWY SQLLYQIGTWLLDSEALHPLGMAVKSS
(Nimero de Acesso ao GenBank: Q15465.1; SEQ ID No: 2). Em outra
modalidade, a proteina SHH apresenta uma seqguéncia conforme
mostrada no Numero de Acesso ao GenBank BAA34689.1; AAB67604.1;
AAS01990.1; AAQ87879.1; EAL23913.1; EAX04543.1; AAA62179.1 ou AAT1l
1926.1. Em outra modalidade, a proteina SHH é codificada por um
dcido nucléico apresentando uma sequéncia conforme mostrada no
Numero de Acesso ao GenBank AB020410.1; AC002484.1 ; AC078834.5;
AY422195.1; CH236954.1; CH471149.1; AY927450.1; 1L38518.1 ou
BC111925.1. Em outra modalidade, um fragmento biologicamente ativo
de uma proteina SHH é utilizado em um método da presente invengdo.
Em outra modalidade, um homdélogo de uma proteina SHH é utilizado
em um método da presente invengdo. Cada possibilidade representa

uma modalidade separada da presente invengdo.



10

15

20

25

30

35

17

Em uma modalidade, SHH se liga a um receptor
remendado (PTC), que funciona em associacdo com Smoothened (SMO),
para ativar a transcrigdo de genes alvo. Na auséncia de SHH, PTC
reprime a atividade de sinalizacdo constitutiva de SMO. Em outra
modalidade, SHH também regula o oncogene gli. Em outra modalidade,
SHH ¢é um sinal intercelular essencial para uma variedade de
eventos de cdpia a partir de um modelo durante o desenvolvimento:
o sinal produzido pela notocorda, que induz o destino das células
ventrais no tubo neural e somitas, e o sinal de polarizacdo para
cbépias a partir de um modelo do eixo anterior-posterior. do botdo
de membro em desenvolvimento. Em outra modalidade, SHH exibe
atividade de inducdo tanto de placa de piso quanto de neurdnios
motores.

Em outra modalidade, a administra¢do de FGF9
humana recombinante aumentou os niveis de homélogo 1 patched
(Drosophila), (PTCHl; Figura 14), que, em uma modalidade, é um
gene humano. Em uma modalidade, Ptchl codifica um membro da
familia de genes patched. Em uma modalidade, Ptchl é o receptor
para sonic hedgehog (SHH), que, em uma modalidade, € uma molécula
secretada implicada na formagdo de estruturas embriondrias e na
génese de tumor. Em uma modalidade, Ptchl funciona como um
supressor de tumor. Em uma modalidade, mutacdes de Ptchl tém sido
associadas com sindrome de carcinoma de células basais nevdides,
carcinoma de células escamosas esofageanas, tricoepiteliomas,
carcinomas de células transicionais da Dbexiga, assim como
holoprosencefalia. Em uma modalidade, a jungdo alternada de Ptchl
resulta em miltiplas variantes de transcritos que codificam

diferentes isoformas.
PTCH1

Em uma modalidade, os métodos da presente
invencdo compreendem a etapa de administragcdo de uma composigdo
compreendendo um polipeptideo Patched-1 (PTCH1), isoladamente ou
em composigcdo com um oub mais compostos adicionais. Em outra
modalidade, os métodos da presente invengdo compreendem a etapa de
administracdo de um composto ou fator que aumente a expressdo de
PTCH1. Em uma modalidade, PTCH1 se refere PTC; BCNS; HPE7; PTCl;
PTCH; NBCCS; PTCH11l; FLJ26746 ou FLJ42602. Em uma modalidade, a
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proteina PTCH1 dos métodos da presente invengcdo apresenta a
sequéncia:
MASAGNAAEPQDRGGGGSGCIGAPGRPAGGGRRRRTGGLRRAAAPDRDYLHRPSYCDAAFALEQIS
KGKATGRKAPLWLRAKFQRLLFKLGCYIQKNCGKFLVVGLLIFGAFAVGLKAANLETNVEELWVEV
GGRVSRELNYTRQKIGEEAMFNPQLMIQTPKEEGANVLTTEALLQHLDSALQASRVHVYMYNRQWK
LEHLCYKSGELITETGYMDQIIEYLYPCLIITPLDCFWEGAKLQSGTAYLLGKPPLRWINFDPLEF
LEELKKINYQVDSWEEMLNKAEVGHGYMDRPCLNPADPDCPATAPNKNSTKPLDMALVLNGGCHGL
SRKYMHWQEELIVGGTVKNSTGKLVSAHALQTMFQLMTPKQMYEHFKGYEYVSHINWNEDKAAAIL
EAWQRTYVEVVHQSVAQNSTQKVLSFTTTTLDDILKSFSDVSVIRVASGYLLMLAYACLTMLRWDC
SKSQGAVGLAGVLLVALSVAAGLGLCSLIGISFNAATTQVLPFLALGVGVDDVFLLAHAFSETGQN
KRIPFEDRTGECLKRTGASVALTSISNVTAFFMAALIPIPALRAFSLQAAVVVVFNFAMVLLIFPA
ILSMDLYRREDRRLDIFCCFTSPCVSRVIQVEPQAYTDTHDNTRYSPPPPYSSHSFAHETQITMQS
TVQLRTEYDPHTHVYYTTAEPRSEISVQPVTVTQDTLSCQSPESTSSTRDLLSQFSDSSLHCLEPP
CTKWTLSSFAEKHYAPFLLKPKAKVVVIFLFLGLLGVSLYGTTRVRDGLDLTDIVPRETREYDFIA
AQFKYFSFYNMY IVTQKADYPNIQHLLYDLHRSFSNVKYVMLEENKQLPKMWLHYFRDWLQGLQDA
FDSDWETGKIMPNNYKNGSDDGVLAYKLLVQTGSRDKPIDISQLTKQRLVDADGIINPSAFYIYLT
AWVSNDPVAYAASQANIRPHRPEWVHDKADYMPETRLRIPAAEPIEYAQFPFYLNGLRDTSDFVEA
IEKVRTICSNYTSLGLSSYPNGYPFLFWEQYIGLRHWLLLFISVVLACTFLVCAVFLLNPWTAGIT
VMVLALMTVELFGCMMGLIGIKLSAVPVVILIASVGIGVEFTVHVALAFLTAIGDKNRRAVLALEHM
FAPVLDGAVSTLLGVLMLAGSEFDFIVRYFFAVLAILTILGVLNGLVLLPVLLSFFGPYPEVSPAN
GLNRLPTPSPEPPPSVVRFAMPPGHTHSGSDSSDSEYSSQTTVSGLSEELRHYEAQQGAGGPAHQV
IVEATENPVFAHSTVVHPESRHHPPSNPRQQPHLDSGSLPPGRQGQQPRRDPPREGLWPPPYRPRR
DAFEISTEGHSGPSNRARWGPRGARSHNPRNPASTAMGSSVPGYCQPITTVTASASVIVAVHPPPV
PGPGRNPRGGLCPGYPETDHGLFEDPHVPFHVRCERRDSKVEVIELQDVECEERPRGSSSN
(NUmero de Acesso ao GenBank: Q13635.2; SEQ ID No: 3). Em outra
modalidade, a proteina PTCH1 apresente uma sequéncia conforme
mostrada no Nuimero de Acesso ao GenBank: CAH73817.1; CAH73818.1 ;
CAH73819.1; AAR21238.1; AAR21239.1; AAR21240.1; EAW92631.1;
EAW92632.1; BAD74184.1; BAD74185.1; BAD74186.1; BAD74187.1;
BAD74188.1; BAD92732.1; BAF47711.1; BAEA5300.1; BAE45302.1;
BAE45304.1; BAF47712.1; BAC85893.1; AAHA3542.1; AAC50496.1;
AAC50550.1 ou AAIS2920.1. Em outra modalidade, a proteina PTCH1 &
codificada por um &cido nucléico apresentando uma sequéncia
conforme mostrada no Numero de Acesso ao GenBank: AL161729.27;
AY395758.1; AY395768.1; AY395772.1; CH471174.1; AB189436.1;
AB189437.1; AB189438.1; AB189439.1; AB189440.1; AB209495.1;
AB212827.1; AB212828.1; AB214500.1; AB233422.1; AB233424.1;
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AB239329.1; AI358880.1; AT494442.1; AK124593.1; AK130256.1;
BC043542.1; BF195352.1; BM974119.1; BX117041.1; CR744004.1;
DB093644.1; U43148.1; U59464.1 ou BC152919.1. Em outra modalidade,
um fragmento biologicamente ativo de wuma proteina PTCH1L ¢&
utilizado em um método da presente invengdo. Em outra modalidade,
um homélogo de uma proteina PTCH1 ¢é utilizado em um método da
presente invencdo. Cada possibilidade representa uma modalidade
separada da presente invencgdo.

Em outra modalidade, a administracdo de uma FGF9
humana recombinante aumentou niveis de homdélogo 2 patched

(Drosophila), (PTCH; Figura 14).
PTCHZ

Em uma modalidade, os métodos da presente
invencdo compreendem a etapa de administragdo de uma composigdo
compreendendo um polipeptideo Patched-2 (PTCH2), isoladamente ou
em composicdo com um ou mais compostos adicionais. Em outra
modalidade, os métodos da presente invencdo compreendem a etapa de
administracdo de um composto ou fator que aumente a expressdo de
PTCH2. Em uma modalidade, ptch2 codifica um membro da familia de
genes patched. Em uma modalidade, a proteina patched € o receptor
para sonic hedgehog, uma molécula secretada implicada na formacdo
de estruturas embriondrias e mna génese de tumor. Em uma
modalidade, ptch2 estd mutado em um meduloblastoma e em carcinoma
de células basais, sugerindo que ele desempenha um papel no
desenvolvimento de alguns tumores. Variantes de transcritos
alternados tém sido descritas, mas sua funcdo bioldégica ndo foi
determinada. Em uma modalidade, o polipeptideo de PTCH2, para uso
nos métodos da presente invencgdo, apresenta a sequéncia:
FDFIVRYFFAALTVLTLLGLLHGLVLLPVLLSILGPPPEVIQMYKESPEILSPPAPQGGGLRVGSL
QVNISYWKELLWCQDLRPEEI (Numero de Acesso ao GenBank: Q5JR97; SEQ ID
No: 4). Em outra modalidade, a proteina PTCH2 apresenta uma
sequéncia conforme mostrada no Numero de Acesso ao GenBank:
CAI23127.1; CAI13000.1; AAR(05447.1; EAXQ07017.1; AAD25953.1;
AAC79847.1; AAD17260.1 ; AAQ88919.1; AAQ89375.1 ou AAIS2912.1. Em
outra modalidade, a proteina PTCH2 ¢é codificada por um acido
nucléico apresentando uma sequéncia conforme mostrada no Numero de

Acesso ao GenBank: AL136380.22; ALL592166.16; AY438664.1;
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CH471059.2; AF087651.1; AF091501.1; AF119569.1; AK307168.1;
AY358555.1; AY359016.1 ou BC 152911.1. Em outra modalidade, um
fragmento biologicamente ativo de uma proteina PTCH2 ¢é utilizado
em um método da presenté invencdo. Em outra modalidade, um
homélogo de uma proteina PTCH2 ¢é utilizado em um método da
presente invencdo. Cada possibilidade representa uma modalidade

separada da presente invencdo.
GLI1

Em uma modalidade, os métodos da presente
invencdo compreendem a etapa de administragdo de uma composigdo
compreendendo um polipeptideo de homélogo 1 de oncogene associado
3 glioma (proteina de dedo de zinco) (GLI1), isoladamente ou em
composicdo com um ou mais compostos adicionais. Em uma modalidade,
glil codifica uma proteina, que é um membro da familia Kruppel de
proteinas de dedo de =zinco. Em outra modalidade, os métodos da
presente invencdo compreendem a etapa de administracdo de um
composto ou de um fator que aumente a expressdo de GLI1. Em uma
modalidade, o polipeptideo de GLI1, para uso nos métodos da
presente invengdo, apresenta a sequéncia:
MFNSMTPPPISSYGEPCCLRPLPSQGAPSVGTEGLSGPPFCHQANLMSGPHSYGPARETNSCTEGP
LFSSPRSAVKLTKKRALSISPLSDASLDLQTVIRTSPSSLVAFINSRCTSPGGSYGHLSIGTMSPS
LGFPAQMNHQKGPSPSFGVQPCGPHDSARGGMIPHPQSRGPFPTCQLKSELDMLVGKCREEPLEGD
MSSPNSTGIQDPLLGMLDGREDLEREEKREPESVYETDCRWDGCSQEFDSQEQLVHHINSEHTHGE
RKEFVCHWGGCSRELRPFKAQYMLVVHMRRHTGEKPHKCTFEGCRKSYSRLENLKTHLRSHTGEKP
YMCEHEGCSKAFSNASDRAKHONRTHSNEKPYVCKLPGCTKRYTDPSSLRKHVKTVHGPDAHVTKR
HRCGDGPLPRAPSISTVEPKREREGGPIREESRLTVPEGAMKPQPSPGAQSSCSSDHSPAGSAANTD
SGVEMTGNAGGSTEDLSSLDEGPCIAGTGLSTLRRLENLRLDQLHQLRPIGTRGLKLPSLSHTGTT
VSRRVGPPVSLERRSSSSSSISSAYTVSRRSSLASPFPPGSPPENGASSLPGLMPAQHYLLRARYA
SARGGGTSPTAASSLDRIGGLPMPPWRSRAEYPGYNPNAGVTRRASDPAQAADRPAPARVQORFKSL
GCVHTPPTVAGGGQNFDPYLPTSVYSPQPPSITENAAMDARGLQEEPEVGTSMVGSGLNPYMDFPP
TDTLCYCGPEGAAAEPYGARGPGSLPLGPGPPTNYGPNPCPQQASYPDPTQETWGEFPSHSGLYPG
PKALGGTYSQCPRLEHYGQVQVKPEQGCPVGSDSTGLAPCLNAHPSEGPPHPQPLFSHYPQPSPPQ
YLQSGPYTQPPPDYLPSEPRPCLDFDSPTHSTGQLKAQLVCNYVQSQQELLWEGGGREDAPAQEPS
YQSPKFLGGSQVSPSRAKAPVNTYGPGFGPNLPNHKSGSYPTPSPCHENFVVGANRASHRAAAPPR
LLPPLPTCYGPLKVGGTNPSCGHPEVGRLGGGPALYPPPEGQVCNPLDSLDLDNTQLDFVAILDEP
QGLSPPPSHDQRGSSGHTPPPSGPPNMAVGNMSVLLRSLPGETEFLNSSA {(NUmero de
Acesso ao GenBank: P08151; SEQ ID No: 5). Em outra modalidade, a
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proteina GLI1 apresenta uma sequéncia conforme mostrada no Numero
de Acesso ao GenBank: AAM13391.1; EAW97013.1; BAG60219.1; AAHI1
3000.1 ou CAA30297.1. Em outra modalidade, a proteina GLI1 ¢é
codificada por um d&cido nucléico apresentando uma sequéncia
conforme mostrada no Numero de Acesso ao GenBank: AC022506.38;
AF316573.1; CH471054.1 ; AK297899.1; BC013000.2 ou X07384.1. Em
outra modalidade, um fragmento biologicamente ativo de uma

z

proteina GLI1 é utilizado em um método da presente invencdo. Em
outra modalidade, um homélogo de uma proteina GLI1 é utilizado em
um método da presente invengdo. Cada possibilidade representa uma

modalidade separada da presente invencgdo.
GLIZ2

Em uma modalidade, os métodos da presente
invencdo compreendem a etapa de administragdo de uma composigédo
compreendendo um polipeptideo de homélogo 2 de oncogene associado
4 glioma (proteina de dedo de zinco) (GLI2), isoladamenté ou em
composicdo com um ou mais compostos adicionais. Em outra
modalidade, os métodos da presente invencdo compreendem a etapa de
administracdo de um composto ou de um fator que aumente a
expressdo de GLI2. Em uma modalidade, a4 GLI2 pode-se referir como
HPE9; THP1 ou THP2. Em uma modalidade, gli2 codifica uma proteina,
que pertence a subclasse de proteinas de dedo de zinco do tipo
C2H2 da familia Gli. Membros dessa subclasse sdo caracterizados
como fatores de transcricdo, que se ligam a ADN através de motivos
de dedo de zinco. Esses motivos contém ligag¢Ses H-C conservadas.
As proteinas de dedo de zinco da familia Gli s&do mediadores de
sinalizacdo de sonic hedgehog (shh) e elas estéo implicadas como
potentes oncogenes na célula de carcinoma embriondrio. A proteina
codificada por esse gene se localiza no citoplasma e ativa a
expressdo de gene de homélogo de Drosophila patched (PTCH). Pensa-
se também que ela desempenha um papel durante a embriogénese. A
proteina codificada estd associada com vdrios fendtipos de
sindrome de cefalopolissindactilia de Greig, de sindrome de
Palliester-Hall, de tipo IV de polidactilia preaxial, de tipos Al
e B de polidactilia posaxial. Em uma modalidade, o polipeptideo
GLI2 para uso nos métodos da presente invencgéo apresénta a

sequéncia:
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MALTSINATPTQLSSSSNCLSDTNQNKQSSESAVSSTVNPVATHKRSKVKTEPEGLRPASPLALTQ
GQVLDTAHVGVPFPSPQEQLADLKEDLDRDDCKQEAEVVIYETNCHWEDCTKEYDTQEQLVHHINN
EHIHGEKKEFVCRWQACTREQKPFKAQYMLVVHMRRHTGEKPHKCTFEGCSKAYSRLENLKTHLRS
HTGEKPYVCEHEGCNKAFSNASDRAKHQNRTHSNEKPYICKIPGCTKRYTDPSSLRKHVKTVHGPD
AHVTKKQRNDVHLRTPLLKENGDSEAGTEPGGPESTEASSTSQAVEDCLHVRATKTESSGLCQSSP
GAQSSCSSEPSPLGSAPNNDSGVEMPGTGPGSLGDLTALDDTPPGADTSALAAPSAGGLQLRKHMT
TMHRFEQLKKEKLKSLKDSCSWAGPTPHTRNTKLPPLPGSGSILENFSGSGGGGPAGLLPNPRLSE
LSASEVTMLSQLQERRDSSTSTVSSAYTVSRRSSGISPYFSSRRSSEASPLGAGRPHNASSADSYD
PISTDASRRSSEASQCSGGSGLLNLTPAQQYSLRAKYAAATGGPPPTPLPGLERMSL

RTRLALLDAAEGTLPAGCPRPLGPRRGSDGPTYGHGHAGAAPAFPHEAPGGGTRRASDPVRRPDAL
SLPRVQRFHSTHNVNPGPLPPCADRRGLRLQSHPSTDGGLARGAYSPRPPSISENVAMEAVAAGVD
GAGPEADLGLPEDDLVLPDDVVQYIKAHASGALDEGTGQVYPTESTGF SDNPRLPSPGLHGQRRMV
AADSNVGPSAPMLGGCQLGFGAPSSLNKNNMPVQWNEVSSGTVDSLASQVKPPPFPQGNLAVVQQK
PAFGQYPGYSPQGLQASPGGLDSTQPHLQPRSGAPSQGIPRVNYMQQLRQPVAGSQCPGMTTTMSP
HACYGQVHPQLSPSTISGALNQFPQSCSNMPAKPGHLGHPQQTEVAPDPTTMGNRHRELGVPNSAL
AGVPPPHPVQSYPQQSHHLAASMSQEGYHQVPSLLPARQPGFMEPQTGPMGVATAGFGLVQPRPPL
EPSPTGRHRGVRAVQOQQLAYARATGHAMAAMPS SQETAEAVPKGAMGNMGSVPPQPPPQDAGGAPD
HSMLYYYGQIHMYEQDGGLENLGSCQVMRSQPPQPQACQDSIQPQPLPSPGVNQVSSTVﬁSQLLEA
PQIDFDAIMDDGDHSSLFSGALSPSLLHSLSQNSSRLTTPRNSLTLPSIPAGISNMAVGDMSSMLT
SLAEESKFLNMMT (Numero de Acesso ao GenBank: P10070; SEQ ID No: 6).
Em outra modalidade, a proteina GLI2 apresenta uma sequéncia
conforme mostrada no Nimero de Acesso ao GenBank: AAA35898.1;
BAA25665.1; BAA25666.1; BAA25667.1; BAA25668.1; BAD92591.1;
BAG61875.1; AAS72889.1; AAS72890.1; AAS72891.1; AAI1l 1411.1;
BAAO3568.1; BAA03569.1; AAY58315.1; AAY58316.1; AAY58317.1 ou
AAY87165.1. Em outra modalidade, a proteina GLI2 é codificada por

um &cido nucléico apresentando uma sequéncia conforme mostrada no

Numero de Acesso ao GenBank: AC016764.8; AC017033.5
(60664..181887) ; M20672.1; M20673.1; AB007295.1; AB007296.1;
AB007297.1; AB007298.1; AB209354.1; AJ707583.1; AK300071.1;
AY493737.1; AY493738.1; AY493739.1; BC111410.1; D14827.1;

D14828.1; DQO004396.1; DQ004397.1; DQO004398.1 ou DQO086814.1. Em
outra modalidade, wum fragmento biologicamente ativo de uma
proteina GLI2 é utilizado em um método da presente invengdo. Em
outra modalidade, um homélogo de uma proteina GLI2 é utilizado em
um método da presente invengdo. Cada possibilidade representa uma

modalidade separada da presente invencgdo.
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Em uma modalidade, os métodos da presente
invencdo compreendem a etapa de administracdo de uma composigdo
compreendendo um polipeptideo de Wnt. O polipeptideo de Wnt, dos
métodos e das composicdes da presente invengdo, apresenta, em
outra modalidade, a sequéncia:
MNRKARRCILGHLFLSLGMVYLR1GGFSSVVALGASIICNKIPGLAPRQRATICQSRPDAIIVIGEGS
QMGLDECQFQFRNGRWNCSALGERTVFGKELKVGSREAAFTYAIIAAGVAHAITAACTQGNLSDCG
CDKEKQGQYHRDEGWKWGGCSADIRYGIGFAKVFVDARE IKQNARTLMNLHNNEAGRKILEENMKL
ECKCHGVSGSCTTKTCWTTLPQFRELGYVLKDKYNEAVHVEPVRASRNKRPTFLKIKKPLSYRKPM
DTDLVYIEKSPNYCEEDPVTGSVGTQCGRACNKTAPQASGCDLMCCGRGYNTHQYARVWQCNCKFHW
CCYVKCNTCSERTEMYTCK (Numero de Acesso ao GenBank: BC008811; SEQ ID
No: 7). Em outra modalidade, o polipeptideo de Wnt apresenta uma
sequéncia selecionada a partir das sequéncias mostradas nas
entradas ao GenBank: NM_004625, D83175, U53476 e NP_004616. Em
outra modalidade, o polipeptideo Wnt é um proteina Wnt7. Em outra
modalidade, o polipeptideo Wnt ¢é uma proteina Wnt7a. Em outra

z

modalidade, o polipeptideo Wnt ¢é proteina Wntl. Em outra

z

modalidade, polipeptideo Wnt é um polipeptideo Wnt3. Em outra

z

modalidade, polipeptideo Wnt & um polipeptideo Wnt3a. Em outra

modalidade, polipeptideo Wnt é um polipeptideo Wntl0. Em outra

polipeptideo Wnt é um polipeptideo WntlOb. Em outra

o
o
o

modalidade, o polipeptideo Wnt € uma proteina WntlOa. Em outra
modalidade, o
o

modalidade, polipeptideo Wnt é codificado por um &cido nucléico
apresentando uma sequéncia mostrada em uma das entradas ao GenBank
acima. Em outra modalidade, um fragmento bioclogicamente ativo de
um polipeptideo Wnt é utilizado em um método da presente invengdo.
Em outra modalidade, um fragmento biologicamente ativo de uma
proteina Wnt7 ¢é utilizado em um método da presente invengdo. Em
outra modalidade, wum fragmento Dbiologicamente ativo de um
polipeptideo Wnt é utilizado em um método da presente invengdo. Em
outra modalidade, um fragmento biologicamente ativo 'de um
polipeptideo Wnt7a é utilizado em um método da presente invengdo.
Cada possibilidade representa uma modalidade separada da presente
invencdo.

Em outra modalidade, os métodos da presente

invencdo estimulam um ou mais membros da via de sinalizagdo de
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SHH, que, em uma modalidade, é N-Shh (produto de clivagem), N-Shh-
Chol, que, em uma modalidade, inibe Patched-1 e Patched-2, que, em
uma modalidade, inibem Smoothened, que, em uma modalidade,
estimula GLI-1, que, em uma modalidade, estimula a transcrigdo de
outros genes (em uma modalidade, GLI-1, PTCl, HNF3B) e GLI-2, e
GLI-3, que, em uma modalidade, inibem a transcrigcdo de outros
genes. Assim, em uma modalidade, a estimulagdo de FGF9 e o éumento
resultante em SHH, aliviardo a inibig¢do tdnica de proteinas
Patched na proteina Smoothened e aumentardo os niveis de GLI-1,
conduzindo & intensificacdo de transcrigdo de genes.

Fm outra modalidade, os métodos da presente
invencdo estimulam um ou mais membros da via de sinalizacdo de

z

WNT, que, em uma modalidade, é Frizzled, SFRP, Dishevelled (Dsh),
TCF, LRP, APC, P-catenina, Axina, Dickkopf, GSK3, Naked, Porcupina
ou FRAT/GBP.

Em outra modalidade, a via de wnt € estimulada
antes da via de hedgehog. Em outra modalidade, as duas vias sé&o
estimuladas de uma maneira de sobreposigdo. Em outra modalidade,
as duas vias s3o estimuladas simultaneamente. Cada possibilidade
representa uma modalidade separada da presente invengdo.

Em outra modalidade, homélogos e variantes de
transcritos e proteinas da_presente invencdo sdo administrados em
métodos da presente invencdo. Em outra modalidade, homélogos e
variantes de transcritos e proteinas da presente invencdo s&o
alvos em métodos da presente invengdo. Cada possibilidade
representa uma modalidade separada da presente invengdo.

Os termos “homologia”, “homdlogo”, etc.,'quando
em referéncia a qualquer proteina ou peptideo, se referem, em uma
modalidade, a percentagem de residuos de aminodcidos na sequéncia
candidata que sdo idénticos aos residuos de um polipeptideo nativo
correspondente, depois de alinhamento das sequéncias e introducdo
de intervalos, se necessario, para se alcangar a homologia
percentual méxima, e ndo considerando quaisquer substituic¢des
conservativas como parte da identidade de sequéncias. Métodos e
programas de computador para © alinhamento sdo bem conhecidos na

técnica.
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Em outra modalidade, o termo “homologia”, quando
em referéncia a qualquer sequéncia de dcidos nucléicos,
gsimilarmente indica uma percentagem de nucleotideos em uma
sequéncia candidata, que sejam idénticos aos nucleotideos de uma
sequéncia de dcidos nucléicos nativa correspondente.

Em outra modalidade, ‘“homologia” se refere a
identidade de mais do que 70%. Em outra modalidade, “homologia” se
refere & identidade de mais do que 75%. Em outra modalidade,
vhomologia” se refere & identidade de mais do que 80%. Em outra
modalidade, “homologia” se refere a identidade de mais do que 82%.
Em outra modalidade, “homologia” se refere a identidade de mais do
que 85%. Em outra modalidade, “homologia” se referé a identidade
de mais do que 87%. Em outra modalidade, “homologia” se refere a
identidade de mais do que 90%. Em outra modalidade, “homologia” se
refere a identidade de mais do que 92%. Em outra modalidade,
“homologia” se refere & identidade de mais do que 95%. Em outra
modalidade, “homologia” se refere a identidade de mais do que 97%.
Em outra modalidade, “homologia” se refere a identidade de mais do
qﬁe 98%. Em outra modalidade, “homologia” se refere a identidade
de mais do que 99%. Em outra modalidade, “homologia” se refere a
identidade de 100%. | ‘

Homologia de proteinas e/ou de peptideos, para
qualquer sequéncia de aminodcidos listada aqgui, é determinada, em
uma modalidade, por métodos bem descritos na técnica, incluindo
andlise por immunoblot, ou, via andlise com algoritmos de
computador de sequéncias de aminodcidos, utilizando qualquer um de
inumeros pacotes de software disponiveis, via métodos
estabelecidos. Alguns desses pacotes podem incluir os pacotes
FASTA, BLAST, MPsrch ou Scanps, e podem empregar o uso dos
algoritmos de Smith e Waterman, e/ou alinhamentos globais/locais
ou BLOCKS para andlise, por exemplo. Cada métodos de determinagdo

de homologia representa uma modalidade separada da presente

invencdo.

Em uma modalidade, o termo “peptidéo" inclui
peptideos nativos (ou produtos de degradacéo, peptideos
sintetizados sinteticamente ou peptideos recombinantes) e

peptidomiméticos (tipicamente, peptideos sintetizados
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sinteticamente), tais como peptdides e semipeptdides, que andlogos
de peptideos, que podem apresentar, por exemplo, modificac¢des que
tornem os peptideos mais estdveis enguanto em um corpo ou mais
capazes de penetrar em células bacterianas. Tais modificagdes
incluem, mas ndo estdo limitadas a, modificag¢do do terminal N,
modificacdo do terminal C, modificagdo da 1ligacédo peptidica,
incluindo, mas ndo limitada a, CH,-NH, CH,-S, CH,-S=0, O=C-NH, CH-
0, CH,-CH,, S=C-NH, CH=CH ou CF=CH, modificagdes da cadeia
principal, e modificacdo de residuo. Métodos para preparagdo de
compostos peptidomiméticos s&o bem conhecidos na técnica  e sédo
especificados, por exemplo, em Quantitative Drug Design, CA.
Ramsden Gd., Capitulo 17.2, F. Choplin Pergamon Press (1992), o
qual ¢é aqui incorporado por referéncia como se completamente
mostrado aqui.

LigacBes peptidicas (-CO-NH-) dentro do peptideo
podem estar substituidas, por exemplo, por liga¢Bes N-metiladas (-
N(CH;) -CO-), ligacgdes éster (-C(R)H-C-0-0-C(R)-N-), ligacdes
cetometilénicas (-CO-CH,-), ligacdes o-aza (-NH-N(R)-CO-), sendo
que R é qualquer alquila, por exemplo, metila, ligag¢des carba (-
CH,-NH-), 1ligag¢des hidréxi-etilénicas (-CH(OH)-CH;-), ligacdes
tioamida (-CS-NH-), ligacdes duplas olefinicas (-CH=CH-), ligagdes
retroamida (-NH-CO-), derivados de peptideo (-N(R)-CH,-CO-), sendo
que R é a cadeia lateral “normal”, naturalmente presente na cadeia
de carbono.

Essas modificacdes podem ocorrer em qualgquer das
ligacBes ao longo da cadeia de peptideo e mesmo em varias (2-3) ao
mesmo tempo.

Aminodcidos aromdticos naturais, Trp, Tyr e Phe,
podem estar substituidos por &cidos ndo naturais sintéticos, tais
como TIC, naftilelanina (Nol), derivados metilados no anel de Phe,
derivados halogenados de Phe ou o-metil-Tyr.

Em adicdo- ao acima, os peptideos da presente
invencdo também podem incluir um ou mais aminodcidos modificados
ou um ou mais mondmeros de ndo aminodcido (por exemplo, A&cidos
graxos, carboidratos complexos, etc.).

Conforme usado adqui no relatdério descritivo e na

secdo das reivindicagBes abaixo, o termo ‘“aminodcido” ou
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vaminocdcidos” é entendido a incluir os 20 aminocdcidos que ocorrem
naturalmente; aqueles aminodcidos frequentemente modificados pds-
traducionalmente in vivo, incluindo, por exemplo, hidréxi-prolina,
fosfo-serina e fosfo-treonina; e outros aminodcidos ndo usuais,
incluindo, mas ndo limitados a, &cido 2-amino-adipico, hidréxi-
lisina, isodesmosina, nor-valina, nor-leucina e ornitina. Além
disso, o termo “aminodcido” inclui aminodcidos tanto D qguanto L.

Em outra modalidade, aminocdcidos que ocorrem
naturalmente e aminodcidos ndo convencionais ou modificados,
conforme sejam conhecidos na técnica, podem ser usados com a
presente invengdo.

Em outra modalidade, a presente invengdo fornece
um kit, compreendendo uma ferramenta e/ou um composto adeguado
para a realizacdo de um método da presente invencédo.

Em outra modalidade, a presente inveng¢do fornece
um dispositivo, compreendendo uma ferramenta adequada para o
rompimento epidérmico e um meio de entrega de um composto ou fator
que regule a montante a expressd@o de SHH.

Deve ser entendido que, incluidos na presente
invencdo, estdo métodos compreendendo a etapa de administracdo de
um 4&cido nucléico isoclado, em uma modelidade, de um vetor ou
plasmideo, que codifigque um polipeptideo da presente invencdo,
que, em uma modalidades, ¢é um polipeptideo de fator-9 de
crescimento de fibroblasto, shh, wnt, ptchl, ptch2, glil ou gli2,
ou uma composicgdo compreendendo um tal vetor.

Em uma modalidade, é fornecido um &cido nucléico
isolado, que codifica um polipeptideo da presente invengdo, para
uso nos métodos da presente invengdo.

Em uma modalidade, um “4cido nucléico isolado” se
refere a um segmento ou fragmento de 4&cido nucléico, gue tenha
sido separado a partir de sequéncias que o flanqueiem em um estado
que ocorra naturalmente, por exemplo, um fragmento de ADN que
tenha sido removido das sequéncias que estejam normalmente
adjacentes ao fragmento, por exemplo, as sequéncias adjacentes ao
fragmento em um genocma, e€m gue ele ocorra naturalmente. O termo
também se aplica a acidos nucléicos que tenham sido

substancialmente purificados a partir de outros componentes, que
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naturalmente acompanhem o &cido nucléico, por exemplo, ARN ou ADN
ou proteinas, que naturalmente o acompanhem na célula. Portanto, o
termo inclui, por exemplo, um ADN recombinantes, que esteja
incorporado em um vetor, em um plasmideo ou virus que se replique
de maneira autdnoma, ou no ADN gendmico de um procarionte ou
eucarionte, ou que exista como uma molécula separada (por exemplo,
como um cCADN ou um fragmento gendmico ou de cADN produzido por PCR
ou por digestdo com enzimas de restrigdo), independente de outras
sequéncias. Ele também inclui um ADN recombinante, que seja parte
de um gene hibrido  que codifique sequéncia de polipeptideo
adicional.

Em uma modalidade, a presente invencgdo fornece
uma célula compreendendo um &cido nucléico ou vetor isolado da
presente invengdo.

Em uma modalidade, dois polinucleotideos da
presente invencdo estdo ligados de maneira operativa. Por exemplo,
em uma modalidade, polinucleotideos que codifigquem FGF9 e WNT,
podem estar ligados de maneira operativa. Em uma modalidades,
*ligado(s) de maneira operativa” indica que uma porgdo de 4&cido
nucleico, de fita tunica ou de fita dupla, compreende os dois
polinucleotideos dispostos dentro da porg¢do de &cido nucléico, de
uma maneira tal que eles sejam expressos em conjunto. Por meio de
exemplo, um promotor ligado de maneira operativa a regido
codificante de um gene é capaz de promover a transcrig¢do da regido
codificante. _

Em uma modalidade, um polinucleotideo de presente
invencdo compreende uma sequéncia promotora/reguladora, dque, em
uma modalidade, o promotor/regulador esteja posicionado na
extremidade 5’ da sequéncia codificante de proteina desejada, tal
que ela conduza a expressdo da proteina desejada em uma célula. Em
conjunto, o &cido nucléico que codifica a proteina desejada e sua
sequéncia promotora/reguladora compreendem um “transgene”.

Em uma modalidade, o termo “sequéncia
promotora/reguladora” se refere a uma sequéncia de &cido nucléico,
que seja exigido para expressdo de um produto de gene ligado de
maneira operativa & sequéncia promotora/reguladora. Em alguns

casos, essa sequéncia pode ser a sequéncia promotora de nucleo e,
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em outros casos, esta sequéncia também pode incluir uma sequéncia
intensificadora e outros elementos reguladores, que sdo exigidos
para expressao do produto de gene. A sequéncia
promotora/reguladora pode, por exemplo, ser uma gue expresse o0
produto de gene de uma maneira especifica ao tecido. Em uma
modalidade, um promotor usado na presente invencdo pode ser
constitutivo ou indutivel. Em outra modalidade, um promotor para
uso nos métodos da presente invencdo pode ser especifico ao
tecido. Tais promotores sdo bem conhecidos na técnica.

Em outra modalidade, a presente invencdo fornece
um veiculo de entrega para administracdo de um polipeptideo da
presente invencdo. Exemplos de tais veiculos de entrega sé&o
conhecidos na técnica e podem incluir virus ou Dbactérias
recombinantes engenheirados para exprimir o polipeptideo. Em uma
modalidade, os virus ou bactérias estdo atenuados. Em uma
modalidade, virus para uso nos métodos da presente invencdo podem
incluir retrovirus, adenovirus, virus adeno-associados, etc. Em
uma modalidade, o virus pode ser de gualguer serotipo ou subgrupo
conhecido.

Em uma modalidade, qualguer um de inumeros
diferentes vetores podem ser usados nos métodos da presente
invencdo, tais como vetores virais, vetores de plasmideo, ADN
linear, etc, conforme conhecido na técnica, para introduzir um
fragmento de &cido nucléico exdgeno que codifica. um agente
terapéutico em células e/ou tecido alvos. Esses vetores podem ser
inseridos, por exemplo, usando infecgdo, transdugdo, transfecgéo,
transfeccdo mediada por cdlcio-fosfato, transfecgdo mediada por
DEAE-dextrana, eletroporacdo, transfec¢do mediada por lipossoma,
entrega de Dbiolistico, entrega de gene lipossomial usando
lipossomas fusogénicos e anidnicos (que sdo uma alternativa ao uso
de 1lipossomas catidbnicos), injecdo direta, absorcdo mediada por
receptor, magnetoporacdo, ultrassom ou gqualgquer combinagdo dos
mesmos, assim como outras técnicas conhecidas na técnica (para
detalhes adicionais, ver, por exemplo, “Methods in Enzymology”
Vol. 1-317, Academic Press, Current Protocols in Molecular
Biology, Ausubel F. M. et al. (eds.) Greene Publishing Associates,

(1989) e em Molecular Cloning: A Laboratory Manual, segunda
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edicdo, Sambrook et al. Cold Spring Harbor Laboratory Press,
(1989), ou outros manuais de laboratério padrdo). Os segmehtos de
polinucleotideos, que codificam sequéncias de interesse, podem ser
ligados em um sistema de vetor de expressdo adequado para
transducdo de células de mamiferos e para direcionamento da
expressdao de produtos recombinantes dentro das células
transduzidas. A introducdo do fragmento de &cido' nucléico exdgeno
é realizada por introducdo do vetor nas vizinhangcas do micro-
organismo. Uma vez que o fragmento de &cido nucléico exdgeno tenha
sido incorporado nas células usando qualquer das técnicas
descritas acima ou conhecidas na técnica, a taxa de producéd e/ou
de secrecdo do agente terapéutico codificado pelo fragmento de
dcido nucléico pode ser quantificada. Em uma modalidade, o termo
vexdgeno” se refere a uma substlncia que se originou do lado de
fora, por exemplo, um &cido nucléico que se originou do lado de
fora de uma célula ou tecido.

Em uma modalidade, um vetor para uso nos métodos
da presente invencdo é um agente de transferéncia de gene né&o
imunogénico, tal como um vetor ndo viral (por exemplo, plasmideos
de ADN ou ADN de minicirculo), um vetor viral “sem tripas”, isto
é, sem genes enddégenos (o qué, em uma modalidade, é devido a uma
eliminacdo, enquanto que, em outra modalidade, ¢é devido a uma
insercdo, substituigdo ou eliminag¢do em um gene, que impega a
expressdo de gene), um vetor de adenovirus dependente de
auxiliador (HDAd), ou virus adeno-associado AAV (que, em uma

z

modalidade, é de fita uUnica e, em outra modalidade, ¢ de fita
dupla). Em uma outra modalidade, a formulagdo ¢é escolhida de
maneira tal que a expressdo de gene recombinante resulte em
caréncia de toxicidade ou rejeicdo imune-mediada do produto de
gene pelo tecido. Em uma modalidade, o vetor ¢é derivado
viralmente, e, em outra modalidade, o vetor é um plasmideo. Em uma
modalidade, o vetor derivado viralmente ¢é derivado a partir de
adenovirus, que, em uma modalidade, ¢é adenovirus dependente de
auxiliador, enquanto que, em outra modalidade, o vetor derivado
viralmente é derivado a partir de vetor associado a adenovirus.

Em uma modalidade, o termo “vetor” ou “vetor de

expressdo” se referem a uma molécula de veiculo, na qual possa ser
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inserida uma sequéncia de A&cidos nucléicos para introducdo em uma
célula, onde ela possa ser replicada. Em uma modalidade, as
moléculas de 4&cidos nucléicos sdo transcritas em ARN, que, em
alguns casos, sdo, entdo, traduzidas em uma proteina, polipeptideo
ou peptideo. Em outros casos, sequéncias de ARN ndo sédo
traduzidas, por exemplo, na producdo de moléculas sem sentido ou
ribozimas. Em uma modalidade, vetores de expressdo podem conter
uma variedade de ‘“sequéncias de controle”, que se referem a
sequéncias de &cidos nucléicos necessdrias para a transcrigdo e,
possivelmente, & traducdo de uma sequéncia codificante ligada de
maneira operativa em uma célula de hospedeiro em particular. Em
outra modalidade, um vetor inclui adicionalmente uma origem de
replicacdo. Em uma modalidade, o vetor pode ser um vetor de
veiculo de transporte, que, em uma modalidade, pode se propagar
tanto em células procaridticas quanto em células eucaridticas, ou,
em outra modalidade, o vetor pode ser construido para facilitar
sua integracdo dentro do genoma de um organismo de escolha. O
vetor, em outras modalidades, pode ser, por exemplo, um plasmideo,
um bacmideo, um fagomideo, um cosmideo, um fago, um virus ou um
cromossoma artificial. Em uma modalidade, o vetor ¢é um vetor
viral, que, em uma modalidade, pode ser um bacteridéfago, wvirus
mamifero, ou virus vegetal.

Em outras modalidades, o vetor viral é derivado a
partir de um virus, virus da variola, lentivirus, virus da pélio,
virus da hepatite, virus do papiloma, citomegalovirus, virus simio
ou virus do herpes simplex.b

Em certas modalidades da invencd@o, o vetor
compreendendo uma sequéncia de &cidos nucléicos pode compreender
ADN recombinante nu ou plasmideos. A transferéncia do construto
pode ser realizada por qualquer método, que permeabilize
fisicamente ou Gquimicamente a membrana da célula. Em uma
modalidade, o vetor é um ADN de minicirculo, gque, em uma
modalidade, é uma molécula de ADN superespiralada para
transferéncia de gene ndo viral, que ndo tenha uma origem de
replicagdo bacteriana nem um marcador de resisténcia a

antibidtico.
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A construgdo de vetores usando técnicas
recombinantes padrdo é bem conhecida na técnica (ver, por exemplo,
Maniatis, et al., Molecular Cloning, A Laboratory Manual (Cold
Spring Harbor, 1990) e Ausubel, et al., 1994, Current Protocols in
Molecular Biology (John Wiley & Sons, 1996y, ambos aqui

incorporados por referéncia).

Em uma modalidade, composicdes da presente
invencdo compreendem o agente indicado, enguanto, em outra
modalidade, composigdes da presente invencdo consistem

essencialmente no agente indicado, enqguanto, em outra modalidade,
composicBes da presente invengdo no agente indicado. Em algumas
modalidades, o termo “compreende” se refere a inclusdo do agente
ativo indicado, tal como polipeptideo de fator-9 de crescimento de
fibroblasto humano, shh, wnt, etc., assim como inclusdo de outros
agentes ativos e veiculos, excipientes, emolientes,
estabilizadores, etc., farmaceuticamente aceitdveis, como sdo bem
conhecidos na industria farmacéutica. Em algumas modalidades, o
termo “consistindo essencialmente em” se refere a uma composigdo,
cujo Unico ingrediente ativo € o ingrediente ativo indicado,
entretanto, outros compostos podem ser incluidos, que sejam para
estabilizacdo, preservagdo, etc., a formulagdo, mas ndo estdo
envolvidos diretamente no efeito terapéutico do ingrediente ativo
indicado. Em algumas modalidades, o) termo “consistindo
essencialmente em” pode ser referir a componentes que facilitem a
liberacdo do ingrediente ativo. Em algumas modalidades, o termo
“consistindo” se refere a uma composigdo, que contenha o
ingrediente ativo e um veiculo ou excipiente farmaceuticamente
aceitéavel.

Em uma modalidade, métodos da presente invencédo
tratam, inibem ou suprimem a perda de cabelos. Em uma modalidade,
métodos da presente invencdo deram foliculos pilosos ou aumentam o
tamanho dos foliculos pilosos, em uma modalidade, em um paciente
com perda de cabelos. Em uma modalidade, a perda de cabelos ¢é
devida a alopecia androgenética (AGA). Em uma modalidade, a perda
de cabelos ¢é devida & calvicie padrdo masculina. Em outra

modalidade, a perda de cabelos é devida a calvicie padrédo
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feminina. Em outra modalidade, a perda de cabelos é o resultado de
uma lesdo a pele.

| Em outra modalidade, os métodos da‘ presente
invencdo tratam, inibem ou suprimem uma doenga ou disturbio em um
paciente. Em uma modalidade, o paciente apresenta uma doenga ou
distirbio compreendendo calvicie. Em outra modalidade, o paciente
ndo apresenta uma doenca ou distuirbio compreendendo calvicie. Em
outra modalidade, a doenca ou disturbio é alopecia androgenética
(AGA). Em outra modalidade, a doenga ou disturbio ¢ calvicie
padrdo masculina. Em outra modalidade, a doenca ou disturbio é
calvicie padrdo feminina. Em outra modalidade, a doengca ou
distirbio é um lupus eritematoso discoide. Em outra modalidade, a
doenca ou distUrbio ¢é uma hipertricose congénita. Em outra
modalidade, a doenca ou distuirbio é ligquen planopilaris.

Em outra modalidade, a doenca ou disturbio € uma
alopecia envolvendo cicatrizes (ou, em outra concretizagédo,
cicatricial), que, em uma modalidade, é perda de cabelos devida a
cicatrizacdo da 4&rea do couro cabeludo. Em uma modalidade,
alopecia envolvendo cicatrizes tipicamente envolve o topo do couro
cabeludo e ocorre predominantemente em mulheres. A condigéo
frequentemente ocorre em mulheres afro-americanas e acredita-se
esteja associada com entrancamento apertado persistente ou
venfileiramento de milho” do couro cabeludo. Uma forma de alopecia
envolvendo cicatrizes também pode ocorrer em mulheres pds-
menopausa, associada com inflamagdo dos foliculos pilosos e
subsequente formacdo de cicatrizes. Em outra modalidade, a'doenga
ou disturbio é qualquer outra doenga ou disturbio compreendendo
calvicie conhecido na técnica.

Em outra modalidade, a presente invencdo fornece
métodos para tratar alopecia areata, que, em uma modalidade, é um
distirbio autoimune que causa perda de cabelos irregular, que pode
variar de afinamento difuso a extensas &reas de calvicie com
“ilhas” de cabelos retidos.

Em outra modalidade, a presente invengdo fornece
métodos para tratamento de tricotilomania, que, em uma modalidade,

é o puxar compulsivo dos cabelos. A perda de cabelos devida a
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tricotilomania €& tipicamente irregular, 3j& que os puxadores de
cabelos tendem a concentrar o0 puxamento em dreas selecionadas.

Em outra modalidade, a presente invencgdo fornece
métodos para tratar alopecia triangular, que, em uma modalidade, é
uma perda de cabelos nas &areas temporais, que, algumas vezes,
comeca na inféncia. A perda de cabelos pode ser completa, ou
alguns fios de cabelos finos, de pequeno diémetro, - podem
permanecer.

Em outra modalidade, a presente invencgdo fornece
métodos para tratar efluvio teldgeno, que, em uma modalidade, é um
tipo comum de perda de cabelos causada quando uma grande
percentagem dos cabelos do couro cabeludo sdo deslocados para fase
de ‘perda por queda”. As causas do efluvio telégeno podem ser
hormonais, nutricionais, associadas a drogas ou associadas ao
estresse.

Em outra modalidade, a presente invencdo fornece
métodos para tratar sindrome de andgeno frouxa, que, em uma
modalidade, é uma condicdo que ocorre principalmente em pessoas
muito cabeludas, nas quais o couro cabeludo se assenta frouxamente
em foliculos pilosos e é facilmente extraido por combinacéo ou
puxamento. Em uma modalidade, a condigcdo pode aparecer na
inféncia.

Em outra modalidade, a presente invengdo fornece
métodos para tratar Tinea capitis (verme anular do couro
cabeludo), que, em uma modalidade, ¢é causado por uma infecgdo
fingica, e, em uma modalidade, ¢é caracterizado por remendos de
descamacdo que podem se espalhar e resultar em cabelos quebrados,
vermelhiddo, intumescimento e exsudante sobre o couro cabeludo.

Em outra modalidade, a presente inveng¢do fornece
métodos para tratar perda de cabelos associada com condigdes
particulares, que, em uma modalidade, sdo céncer, doenca da
tiredide, dieta inadequada em proteinas, baixos niveis séricos em
ferro, ou associadas com estimulos ambientais particulares, que,
em uma modalidade, sdo quimioterapia, ou, em outra modalidade, sdo
radioterapia.

Em outras modalidades, a presente invengdo

fornece um método de tratamento de qualquer doenca, distirbio ou
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sintoma associados com calvicie. Em outras modalidades, a presente
invencdo fornece um método de tratamento de gqualquer doenga,
disturbio ou sintoma, associados com disturbio de pele
degenerativo. Em outras modalidades, a presente invencgdo fornece
um método de tratamento de qualquer doenca, disturbio ou sintoma,
associados com alopecia. Cada doenca, disturbio ou sintoma
representa uma modalidade separada da presente invencgdo.

Em uma modalidade, “tratar” se refere ou ao
tratamento terapéutico ou as medidas preventivas profiléticas,
sendo que o objeto é prevenir ou diminuir a condigdo ou disturbio
patolégico alvo, conforme anteriormente descrito acima. Assim, em
uma modalidade, tratar pode incluir afetar diretamente ou curar,
suprimir, inibir, prevenir, reduzir a severidade de, retardar o
inicio de, reduzir os sintomas associados com a doenca, disturbio
ou condicdo, ou uma combinagdo dos mesmos. Assim, em uma
modalidade, “tratar” se refere, inter alia, ao retardamento da
progressdo, aceleragdo da remissdo, indug¢do da remissdo, aumento
da remissdo, aceleracdo da recuperacdo, aumento da eficdcia de ou
diminuicdo da resisténcia a terapéutica alternativa, ou uma
combinacdo dos mesmos. Em uma modalidade, “prevenir” se refere,
inter alia, ao retardar do inicio dos sintomas, prevenc¢do da
reicidiva, diminuicdo do numero ou da frequéncia de episddios de
reicidiva, aumento de 1laténcia entre episdédios sintomdticos, ou
uma combinacdo dos mesmos. Em uma modalidade, ‘“suprimir” ou
“inibir” se referem, inter alia, a redugdo da severidade dos
sintomas, reducdo da severidade do episdédio corrente, redugdo do
nimero de sintomas, reducdo da incidéncia dos sintomas, redugdo da
laténcia dos sintomas, melhoria dos sintomas, reducdo dos sintomas
secunddrios, reducdo das infecg¢Bdes secunddrias, ou uma combinacéo
dos mesmos.

Em uma modalidade, sintomas sdo primdrios,
enquanto que, em outra modalidade, sintomas s&o secunddrios. Em
uma modalidade, ‘“primdrio(s)” se refere a um sintoma-que seja um
resultado direto da alopecia, enquanto que, em outra modalidade,
vgsecunddrio(s)” se refere a um sintoma que seja derivado de ou
consequéncia de uma causa primdria. Em uma modalidade, as

composicBes e esforgcos para uso na presente invengdo tratam
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sintomas primdrios ou secunddrios ou complicag¢des secundarias
relacionadas a alopecia, em uma modalidade, dermatite seborreica.

Em outra modalidade, “sintomas” podem  ser
qualquer manifestagdo de alopecia, compreendendo perda de cabelos,
calvicie, perda de cabelos temporéria, perda de cabelos irregular,
distiarbios de pele degenerativos ou uma combinag¢do dos mesmos.

Métodos de determinacgdo da presenga e da
severidade de alopecia e/ou de disturbios de pele degenerativos,
tais como aqueles aqui descritos, s&do bem conhecidos na técnica.
cada método representa uma modalidade separada da presente
invengdo.

Em uma modalidade, os métodos da presente
invencdo sdo para tratar um paciente com perda de cabelos. Em uma
modalidade, a perda de cabelos ocorre no couro cabeludo do
paciente. Em outra modalidade, a perda de cabelos ocorre na
sobrancelha do paciente. Em outra modalidade, a perda de cabelos
ocorre em tecido de pele cicatrizado do paciente, que, em uma
modalidade, pode ser couro cabeludo, sobrancelha, brago ou perna
do paciente. Em outra modalidade, qualguer outra Adrea ou regido da
pele suportando cabelos sdo tratadas por um método da presente
invencdo. Cada possibilidade representa uma modalidade separada da
presente invengdo.

Em uma modalidade, métodos da presente invengdo
compreendem a etapa de rompimento da epiderme na regido da perda
de cabelos, antes da etapa de administracdo. Em outra modalidade,
o epitélio é rompido.

Em outra modalidade de métodos e composigles da
presente invencdo, a primeira etapa (por exemplo, rompimento
epidérmico) ¢é realizada 3-12 dias antes da segunda etapa (por
exemplo, adigdo de um composto ativo, fator, célula, etc.). Em
outra modalidade, o intervalo é de 4-12 dias. Em outra modalidade,
o intervalo & de 5-12 dias. Em outra modalidade, o intervalo é de
4-11 dias. Em outra modalidade, o intervalo é de 6-11 dias. Em
outra modalidade, o intervalo é de 6-10 dias. Em outra modalidade,
o intervalo é de 6-9 dias. Em outra modalidade, o intervalo é de
6-8 dias. Em outra modalidade, o intervalo é de 7-8 dias. Em outra

modalidade, o intervalo é de 5-11 dias. Em outra modalidade, o
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intervalo é de 5-10 dias. Em outra modalidade, o intervalo é de 7-
10 dias. Em outra modalidade, o intervalo é de 1 semana. Em outra
modalidade, as composicdes para uso nos métodos da presente
invencdo sdo aplicadas conforme a crosta de sangue coagulado
comece a cicatrizar, que, em uma modalidade, é de 3-12 dias depois
do rompimento epidérmico. Em uma modalidade, as composic¢des para
uso nos métodos da presente invencdo sdo aplicadas um dia depois
do descolamento do sangue coagulado, em outra modalidade, dois
dias depois do descolamento do sangue coagulado, em outra
modalidade, trés dias depois do descolamento do sangue coagulado,
em outra modalidade, quatro dias depois do descolamento do sangue
coagulado, em outra modalidade, cinco dias depois do descolamento
do sangue coagulado, em outra modalidade, seis dias depois do
descolamento do sangue coagulado, em outra modalidade, sete dias
ou mais depois do descolamento do sangue coagulado. Em outra
modalidade, as composicdes para uso na presente invengdo s&o
administradas nos dias 1-4 depois do descolamento do sangue
coagulado. Cada possibilidade representa uma modalidade separada
da presente invencéo.

Em uma modalidade, a etapa de rompimento é
realizada por exposicdo da regido da perda de cabelos a  um
estimulo meclnico, quimico ou éptico. Em uma modalidade, o
estimulo éptico é radiacgédo.

A etapa de rompimento da epiderme em métodos da
presente invencdo é realizada, em outra modalidade, por
abradamento da regido da pele de interesse. Em outra modalidade, o
termo “abradamento” se refere a um ato de criar uma abras8o. Em
outra modalidade, “abradamento” se refere a esfregamento. Em outra
modalidade, “abradamento” de refere a desgaste por atrito. Em uma
modalidade, a abrasdo epidérmica causa, sob as condigdes aqui
utilizadas, a nova neogénese de HFs. Em outra modalidade, a camada
epidérmica é rompida.

Em uma modalidade, “abrasdo” se refere a um
ferimento consistindo em >1eséo superficial a pele. Em outra
modalidade, “abrasdo” se refere a uma area do couro cabeludo ou da
pele, a partir da qual a epiderme seja removida. Em outra

modalidade, “abrasdo” se refere a uma adrea do couro cabeludo ou da
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pele, a partir da qual a epiderme e a derme sejam removidas. Cada
definicdo de “abradamento” e de “abrasdo” representa uma
modalidade separada da presente invengdo.

Em uma modalidade, o rompimento epidérmico por um
método da presente inveng¢do converte a regido da pele de interesse
de volta a um estado semelhante ao embriondrio, no qual o foliculo
se regenera. Em outra modalidade, € criada uma Jjanela de
oportunidade subsequente, durante a qual o numero e o tamanho de
novos HFs na regido da pele de interesse podem ser manipulados. Em
outra modalidade, a administracdo de um composto ou fator, gque
promovam uma diferenciacgdo de uma célula epidérmica nao
especializada em uma célula de HF durante essa janela, provocam a
regeneracdo de HFs maiores e mais numerosos. Em uma modalidade, a
morfologia de HFs na pele abradada ¢é similar aquela de HFs
embriondrios, e os marcadores expressos sdo também similares.

Em outra modalidade, os ferimentos excisionais
dos métodos da presente invenc¢do sdo criados usando uma ferramenta
cirirgica. Em uma modalidade, a ferramenta cirdrgica ¢é um
perfurador circular para bidépsia dérmica. Em outra modalidade, os
ferimentos excisionais sdo induzidos porxr congelamento ou
criolesdo. O uso de congelamento ou criolesdo é bem conhecido na
técnica e é usado, por exemplo, por dermatologistas para lesionar
a pele. Em uma modalidade, o congelamento ou criolesdo resulta em
uma bolha. Em outra modalidade, a bolha é usada como uma “camara”
para introduzir drogas e/ou células na &rea re-epitelizada. Cada
possibilidade representa uma modalidade separada da presente
invengéo.

Em outra modalidade, o rompimento epidérmico nos
métodos da presente invenc¢do remove adicionalmente tecido dérmico
da regido da pele de interesse. Em outra modalidade, o rompimento
epidérmico ndo remove tecido dérmico da regido da pele de
interesse. Cada possibilidade representa uma modalidade separada
da presente invencgéo.

“Rompimento” de uma epiderme ou de uma camada
epidérmica se refere, em outra modalidade, a remogdo de parte da
epiderme ou da camada epidérmica. Em outra modalidade, o termo se

refere & perturbacdo da incolumidade da epiderme ou da camada
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epidérmica. Em outra modalidade, o termo se refere a perfuracido da
epiderme ou da camada epidérmica. Em outra modalidade, somente
parte da camada epidérmica necessita ser removida. Em outra
modalidade, a camada epidérmica inteira ¢é removida. Em outra
modalidade, o termo se refere ao abradamento da epiderme ou da
camada epidérmica. Em outra modalidade, o termo se refere ao
ferimento da epiderme ou da camada epidérmica. Cada possibilidade
representa uma modalidade separada da presente invengdo.

Em outra modalidade, o rompimento epidérmico é
realizado com uma ferramenta que compreende uma lixa. Em outra
modalidade, o rompimento epidérmico ¢ realizado com um laser. Em
outra modalidade, o laser é um laser Fraxel. Em outra modalidade,
o laser é um laser de CO,. Em outra modalidade, o laser é um laser
excimer. Em outra modalidade, o laser ¢é qualguer outro ti_po de
laser capaz de induzir lesdo transepitelial. Em outra modalidade,
o rompimento epidérmico ¢é realizado com uma roda politriz. Em
outra modalidade, o rompimento epidérmico € realizado com uma
ferramenta cirdrgica. Em outra modalidade, o rompimento epidérmico
é realizado com qualquer outra ferramenta na técnica que seja
capaz de rompimento epidérmico. Em outra modalidade, o rompimento
epidérmico compreende o uso de um dispositivo de micro-
dermabrasdo. Em outra modalidade, o rompimento epidérmico
compreende um tratamento de  queimadura.

Em outra modalidade, o rompimento epidérmico
compreende um rompimento de um foliculo da epiderme e um
rompimento de uma regido interfolicular da epiderme. Em outra
modalidade, o rompimento epidérmico compreende um rompimento de um
foliculo da epiderme e ndo compreende um rompimento de uma regido
interfolicular da epiderme. Cada possibilidade representa uma
modalidade separada da presente invencgdo.

Em outra modalidade, o rompimento epidérmico
compreende um método a base de 1luz. Em outra modalidade, o
rompimento epidérmico compreende irradiacdo com luz visivel. Em
outra modalidade, o rompimento epidérmico compreende irradiacgdo
com luz infravermelha. Em outra modalidade, 0o rompimento
epidérmico compreende irradiagdo de ortovoltagem. Em outra

modalidade, o rompimento epidérmico compreende irradiagcdo com
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raios X. Em outra modalidade, o rompimento epidérmico compreende
qualquer outro tipo de irradiac&o conhecido na técnica.

Em outra modalidade, o rompimento epidérmico é
realizado por meio mecdnico. Em outra modalidade, “meio mec@nico”
se refere a abradamento. Em outra modalidade, o termo se refere a
ferimento. Em outra modalidade, o termo se refere a ultrassom. Em
outra modalidade, o termo se refere a radiofrequéncia. Em outra
modalidade, o termo se refere a eletroporacédo. Em outra
modalidade, o termo se refere a excisdo. Em outra modalidade, o
termo se refere a remogdo com fita. Em outra modalidade, o termo
se refere & micro-dermabrasdo. Em outra modalidade, o termo se
refere ao uso de micrétomos. Em outra modalidade, o termo se
refere a qualquer outro tipo de meio mecénico conhecido na
técnica. Cada possibilidade representa uma modalidade separada da
presente invengao.

Em outra modalidade, o rompimento epidérmico
compreende tratamento guimico. Em outra modalidade, o ente quimico
é fenol. Em outra modalidade, o ente quimico é A&acido tricloro-
acético. Em outra modalidade, o ente quimico é &cido ascérbico. Em
outra modalidade, o ente guimico é outro ente quimico capaz de
rompimento epidérmico, que seja conhecido na técnica.

Em outra modalidade, o trauma epidérmico é
utilizado em um método da presente invencéo.

Cada método ou tipo de rompimento, abrasdo e
trauma epidérmico representa uma modalidade separada da presente
invencé&o.

Em uma modalidade, “WIHN” se refere a neogénese
de HFs induzida por rompimento da camada epitelial. Em outra
modalidade, o termo se refere a neogénese de HFs induzida por
abrasdo. Em outra modalidade, o termo se refere a neogénese de HFs
induzida por ferimento. Em outra modalidade, o termo se refere a
neogénese de HFs induzida por rompimento da camada epitelial,
seguida por administrag¢do de um composto ou fator que promova uma
diferenciacdo de uma célula epidérmica ndo especializada em uma
célula de HF. Cada possibilidade representa uma modalidade

separada da presente invengéo.
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Em outra modalidade, o rompimento epidérmico dos
métodos da presente invencdo cria uma abrasdo de pelo menos 1-1,5
centimetros (cm) de largura. Em outra modalidades, a abrasdo ¢ de
pelo menos cerca de 1 cm de largura. Em outra modalidades, a
abrasdo é de pelo menos cerca de 1,5 cm de largura. Em outra
modalidades, a abrasdo é de pelo menos cerca de 2 cm de largura.
Cada tipo de abrasdo representa uma modalidade separada da
presente invencgdo.

Em outra modalidade, os ferimentos excisionais
dos métodos da presente invengdo ndo sdo fechados cirurgicamente.
Em outra modalidade, os ferimentos excisionais s&8o deixados
cicatrizar por intencdo secunddria. Em outra modalidade, a regido
da pele de interesse ndo € colocada em contato com uma bandagem ou
atadura seguindo o rompimento epidérmico. Em outra modalidade, a
regido da pele de interesse ndo € colocada em contato com uma
pomada seguindo o rompimento epidérmico. Em outra modalidade, a
regifdo da pele de interesse ¢é deixada cicatrizar durante um
periodo de tempo sem ser colocada em contato com qualquer
substéncia, dispositivo, pomada, etc, gque sejam ordinariamente
administrados a wuma abrasdo ou ferimento para facilitar a
cicatrizacd3o. Em outra modalidade, a regido da pele de interesse é
deixada cicatrizar durante um periodo de tempo sem ser colocada em
contato com qualquer substédncia, dispositivo, pomada, etc., que
sejam ordinariamente administrados a uma abrasdo ou ferimento para
evitar infeccdo. Em outra modalidade, o “periodo de tempo” € o
tempo que o rompimento epidérmico leva para cicatrizar. Em outra
modalidade, o periodo de tempo é qualquer tempo ou faixa de tempo
entre 2 dias e 3 semanas. Cada possibilidade representa uma
modalidade separada da presente invengdo.

Em uma modalidade, ‘“seguindo” se refere a um
periodo de tempo de cerca de 2 dias. Em uma modalidade, “seguindo”
se refere a um periodo de tempo de cerca de 3 dias. Em uma
modalidade, “seguindo” se refere a um periodo de tempo de cerca de
4 dias. Em uma modalidade, “seguindo” se refere a um periodo de
tempo de cerca de 5 dias. Em uma modalidade, “seguindo” se refere
a um periodo de tempo de cerca de 7 dias. Em uma modalidade,

*seguindo” se refere a um periodo de tempo de cerca de 10 dias. Em
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uma modalidade, ‘“seguindo” se refere a um periodo de tempo de
cerca de 2 semanas. Em uma modalidade, “seguindo” se refere a um
periodo de tempo de cerca de 3 semanas. Cada possibilidade
representa uma modalidade separada da presente invengdo. »

Em outra modalidade, um método da presente
invencdo compreende adicionalmente a etapa de depilagdo da pele na
regido na qual o crescimento de cabelos ou a formagdo de foliculos
sejam desejados. Em uma modalidade, a etapa de depilagdo ¢é
realizada antes da etapa de rompimento epidérmico. )

Em outra modalidade, a depilagdo ¢ epilagdo, Em
outra modalidade, a depilacdo compreende a etapa de aplicagdo de
cera. Em outra modalidade, a depilacdo compreende a etapa de
puxdo. Em outra modalidade, a depilagdo:- compreende o uso de um
material abrasivo. Em outra modalidade, a depilacdo compreende o
uso de laser. Em outra modalidade, a depilacdo compreende o uso de
eletrélise. Em outra modalidade, a depilagdo compreende o uso de
um dispositivo mecédnico. Em outra modalidade, a depilacéo
compreende o uso de &cido tioglicdélico. Em outra modalidade, a
depilacdo compreende o uso de qualquer outro método de depilacéo
ou epilagdo conhecida na técnica. Cada possibilidade representa
uma modalidade separada da presente invengéo.

Em outra modalidade, a etapa adicional (depilacgdo
ou administracdo de um retindide) é realizada antes da etapa de
rompimento da epiderme. Em outra modalidade, a etapa adicional é
realizada seguindo a etapa de rompimento da epiderme, mas antes da
adicdo do composto ou fator da presente invengdo. Em outra
modalidade, a etapa adicional é realizada concorrentemente com a
adicdo do composto ou fator promotor da diferenciagdo. Em outra
modalidade, a etapa adicional é realizada seguindo a adig¢d@o do
composto ou fator promotor da diferenciagdo. Cada possibilidade
representa uma modalidade separada da presente invengdo.

Em outra modalidade, um método da presente
invencdo compreende adicionalmente a etapa de administracdo de um
retinéide tépico & regido da pele de interesse. Em outra
modalidade, o retindide tdépico induz os HFs em repouso (teldgeno)

na regido da pele de interesse a entrarem em andgeno. Cada
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possibilidade representa uma modalidade separada da presente
invencgédo. .

Em outra modalidade, a etapa adicional ¢é
realizada entre cerca de dois dias e cerca de trés semanas antes
da etapa de abradamento. Em outra modalidade, a etapa adicional é
realizada cerca de tré&s dias antes da etapa de abradamento. Em
outra modalidade, a etapa adicional ¢ realizada cerca de quatro
dias antes da etapa de abradamento. Em outra modalidade, a etapa
adicional € realizada cerca de uma semana antes da etapa de
abradamento. Em outra modalidade, a etapa adicional é realizada
cerca de dez dias antes da etapa de abradamento. Em outra
modalidade, a etapa adicional é realizada cerca de duas semanas
antes da etapa de abradamento. Em outra modalidade, a etapa
adicional é realizada cerca de trés semanas antes da etapa de
abradamento. Cada possibilidade representa uma modalidade separada
da presente invencdo. _

Em uma modalidade, os métodos da presente
invencdo compreendem adicionalmente a etapa de administracdo de um
antagonista de um androgénio ou de um antagonista de um receptor
de androgénio. Em outra modalidade, os métodos da presente
invencdo compreendem adicionalmente a etapa de administracdo de um
inibidor de 5-alfa-redutase tipo 2.

Em outra modalidade, um método da presente
invencdo compreende adicionalmente a etapa de colocacdo de contato
da regido da pele de interesse com um composto anti-androgénio. Em
uma modalidade, o composto anti-androgénio é finasterida. Em outra
modalidade, o composto anti-androgénio ¢é Fluridil®. Em outra
modalidade, o composto anti-androgénio € dutasterida. Em outra
modalidade, o composto anti-androgénio é espironolactona. Em outra
modalidade, o composto anti-androgénio € acetato de ciproterona.
Em outra modalidade, o composto anti-androgénio bicalutamida. Em
outra modalidade, o composto anti-androgénio é flutamida. Em outra
modalidade, o composto anti-androgénio nilutamida. Em outra
modalidade, o composto anti-androgénio ¢é um inibidor de um
receptor de androgénio. Em outra modalidade, o composto anti-

androgénio é qualquer outro composto anti-androgénio conhecido na
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técnica. Cada possibilidade representa uma modalidade separada da
presente invencdo.

Fm outra modalidade, um método da presente
invencao compreende adicionalmente a etapa de colocagdo em contato
da regifio da pele de interesse Com um composto de estrogénio. Em
outra modalidade, um método da presente inveng¢do compreende
adicionalmente a etapa de colocacdo em contato da regido da pele
de interesse com um agonista de receptor de estrogénio. Em outra
modalidade, um método da presente invenc¢do compreende
adicionalmente a etapa de colocagdo em contato da regido da pele
de interesse com um andlogo de estrogénio. Em uma modalidade, o
andlogo de estrogénio é estradiol. Em uma modalidade, o andlogo de
estrogénio é 17-beta-estradiol. Em uma modalidade, o andalogo de
estrogénio é 17-alfa-estradiol. Em uma modalidade, o andalogo de
estrogénio é ZYC3. Em uma modalidade, o composto de estrogénio, o
agonista de receptor de estrogénio ou o andlogo de estrogénio é
qualguer outro composto dé estrogénio, agonista de receptor de
estrogénio ou andlogo de estrogénio conhecido na técnica. Cada
possibilidade representa uma modalidade separada da presente
invengdo.

Em outra modalidade, um método da presente
invencdo compreende adicionalmente a etapa de colocagdo em contato
da regido da pele de interesse com um inibidor de uma proteina
EGF. Em outra modalidade, um método da presente invencéo
compreende adicionalmente a etapa de colocagdo em contato da
regido da pele de interesse com um inibidor de um EGFR. Em outra
modalidade, um método da presente invencdo compreende
adicionalmente a etapa de colocagdo em contato da regido da pele
de interesse com um composto que reduza uma expressdo de uma
proteina EGF ou de um EGFR. Cada possibilidade representa uma
modalidade separada da presente invengédo.

Em outra modalidade, o inibidor de EGF ou de um
receptor de EGF é panitumumab. Em outra modalidade, o inibidor é
AG1478. Em outra modalidade, o inibidor ¢ nimotuzumab. Em outra
modalidade, o inibidor é um anticorpo que se liga a EGF ou EGFR.
Em outra modalidade, o inibidor é HuMax-EGFR® (Genmab, Copenhague,

z

Dinamarca). Em outra modalidade, o inibidor é cetuximab. Em outra
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modalidade, o inibidor é IMC 11F8. Em outra modalidade, o inibidor
é matuzumab. Em outra modalidade, o inibidor é SC 100. Em outra
modalidade, o inibidor é ALT 110. Em outra modalidade, o inibidor
é PX 1032. Em outra modalidade, o inibidor é BMS 599626. Em outra
modalidade, o inibidor é MDX 214. Em outra modalidade, o inibidor
é& PX 1041. Em outra modalidade, o inibidor €é qualquer outro
inibidor de uma EGF ou de um receptor de EGF conhecido na técnica.
Cada possibilidade representa uma modalidade separada da presente
invencéo.

Em outra modalidade, um método da presente
invencdo compreende adicionalmente a etapa de colocag¢do em: contato
da regido da pele de interesse com um inibidor de uma atividade de
tirosina quinase de um receptor de EGF. Em outra modalidade, o

z

inibidor é gefitinib. Em outra modalidade, o inibidor é erlotinib.
Em outra modalidade, o inibidor é canertinib. Em outra modalidade,
o inibidor é leflunomida. Em outra modalidade, o inibidor & A77
1726. Em outra modalidade, o inibidor ¢ pelitinib. Em outra

z

modalidade, o inibidor é ZD 1839. Em outra modalidade, o inibidor
é CL 387785. Em outra modalidade, o inibidor & EKI 785. Em outra
modalidade, o inibidor é vandetanib. Em outra modalidade, o
inibidor ¢ qualquer inibidor de uma atividade de tirosina quinase
de um receptor de EGF conhecido na técnica. Cada possibilidade
representa uma modalidade separada da presente invencgédo.

Em outra modalidade, wum método da presente
invencdo compreende adicionalmente a etapa de colocagdo em contato
da regido da pele de interesse com um antagonista de EGF ou de
EGFR. Em outra modalidade, o antagonista de EGF ou de EGFR é um
inibidor de carbdéxi-peptidase a partir de proteina de batata (PCI)
ou de um homélogo, fragmento ou mimético da mesma. Em outra
modalidade, o antagonista de EGF ou de EGFR €& uma proteina
germinada ou um homélogo, fragmento ou mimético da mesma. Em outra
modalidade, o antagonista de EGF ou de EGFR & uma proteina Argos
ou um hombélogo, fragmento ou mimético da mesma. Em outra
modalidade, o antagonista de EGF ou de EGFR é uma proteina canhota
ou um homélogo, fragmento ou mimético da mesma. Em outra

modalidade, o antagonista de EGF ou de EGFR é um anticorpo que

reconheca EGF ou EGFR ou um fragmento ou mimético da mesma. Em
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outra modalidade, o antagonista de EGF ou de EGFR € um inibidor de
molécula pequena, que se ligue e reduza a atividade de EGF ou de
EGFR. Em outra modalidade, o antagonista de EGF ou de EGFR ¢é
CRM197. Em outra modalidade, o antagonista de EGF ou de EGFR é
IMC-C225 (ImClone Systems, New York, NY, EUA) . Em outra
modalidade, o antagonista de EGF ou de EGFR é qualguer outro
antagonista de EGF ou de EGFR conhecido mna técnica. Cada
possibilidade representa uma modalidade separada da presente
invencado.

Em outra modalidade, o antagonista de EGF ou de
EGFR é um inibidor de carbdxi-peptidase a partir de proteina de
batata (PCI) ou de um homdélogo, fragmento ou mimético da mesma. Em
outra modalidade, o antagonista de EGF ou de EGFR € uma proteina
germinada ou um homélogo, fragmento ou mimético da mesma. Em outra
modalidade, o antagonista de EGF ou de EGFR é uma proteina Argos
ou um homdlogo, fragmento ou mimético da mesma. Em outra
modalidade, o antagonista de EGF ou de EGFR é uma proteina canhota
ou um hombélogo, fragmento ou mimético da mesma. Em outra
modalidade, o antagonista de EGF ou de EGFR é um anticorpo que
reconheca EGF ou EGFR ou um fragmento ou mimético da mesma. Em
outra modalidade, o antagonista de EGF ou de EGFR é um inibidor de
molécula pequena, que se ligue e reduza a atividade de EGF oﬁ de
EGFR. Em outra modalidade, o antagonista de EGF ou de EGFR ¢&
CRM197. Em outra modalidade, o antagonista de EGF ou de EGFR &
IMC-C225 (ImClone Systems, New York, NY, EUA) . Em outra
modalidade, o antagonista ~de EGF ou de EGFR ¢é gqualguer outro
antagonista de EGF ou de EGFR conhecido na técnica. Cada
possibilidade representa uma modalidade separada da presente
invencdo.

0O EGFR dos métodos e composi¢Bes da presente
invencdo apresenta, em outra modalidade, a sequéncia:
MRPSGTAGAALLALLAALCPASRALEEKKVCQGTSNKLTQLGTFEDHFLSLQRMFNNCEVVLGNLE
ITYVQRNYDLSFLKTIQEVAGYVLIALNTVERIPLENLQIIRGNMYYENSYALAVLSNYDANKTGL
KELPMRNLQEILHGAVRFSNNPALCNVESIQWRDIVSSDFLSNMSMDFQNHLGSCQKCDPSCPNGS
CWGAGEENCQKLTKIICAQQCSGRCRGKSPSDCCHNQCAAGCTGPRESDCLVCRKFRDEATCKDTC
PPLMLYNPTTYQMDVNPEGKYSFGATCVKKCPRNYVVTDHGSCVRACGADSYEMEEDGVRKCKKCE
GPCRKVCNGIGIGEFKDSLSINATNIKHFKNCTSISGDLHILPVAFRGDSFTHTPPLDPQELDILK
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TVKEITGFLLIQAWPENRTDLHAFENLEIIRGRTKQHGQFSLAVVSLNITSLGLRSLKEISDGDVI
ISGNKNLCYANTINWKKLFGTSGQKTKIISNRGENSCKATGQVCHALCSPEGCWGPEPRDCVSCRN
VSRGRECVDKCNLLEGEPREFVENSECIQCHPECLPQAMNITCTGRGPDNCIQCAHYIDGPHCVKT
CPAGVMGENNTLVWKYADAGHVCHLCHPNCTYGCTGPGLEGCPTNGPKiPSIATGMVGALLLLLVV
ALGIGLFMRRRHIVRKRTLRRLLQERELVEPLTPSGEAPNQALLRILKETEFKKIKVLGSGAFGTV
YKGLWIPEGEKVKIPVAIKELREATSPKANKEILDEAYVMASVDNPHVCRLLGICLTSTVQLITQL
MPFGCLLDYVREHKDNIGSQYLLNWCVQIAKGMNYLEDRRLVHRDLAARNVLVKTPQHVKITDFGL
AKLLGAEEKEYHAEGGKVPIKWMALESILHRIYTHQSDVWSYGVTVWELMTFGSKPYDGIPASEIS
SILEKGERLPQPPiCTIDVYMIMVKCWMIDADSRPKFRELIIEFSKMARDPQRYLVIQGDERMHLP
SPTDSNFYRALMDEEDMDDVVDADEYLIPQOQGFFSSPSTSRTPLLSSLSATSNNSTVACIDRNGLQ
SCPIKEDSFLQRYSSDPTGALTEDSIDDTFLPVPEYINQSVPKRPAGSVONPVYHNQPLNPAPSRD
PHYQDPHSTAVGNPEYLNTVQPTCVNSTFDSPAHWAQKGSHQISLDNPDYQQODFFPKEAKPNGIFK
GSTAENAEYLRVAPQSSEFIGA (Numero de Acesso ao GenBank: NM_005228;
SEQ ID No: 8). Em outra mcdalidade, o EGFR apresenta a sequéncia
selecionada a partir das sequéncias mostradas nas entradas ao
GenBank: NM_201282, NM 201283, NM_201284, BC094761, AF288738,
AY588246, AY573061, X17054, AF125253, U48722, KO03193 e AY698024.
Em outra modalidade, o EGFR é codificado por uma molécula de &cido
nucléico apresentando um sequéncia mostrada em uma das entradas ao
GenBank acima. Em outra modalidade, um fragmento bioclogicamente
ativo de um EGFR ¢é utilizédo em um método da presente invencdo.
Cada possibilidade representa uma modalidade separada da presente
invencgdo.

A EGF dos métodos e composicBes da presente
invencdo apresenta, em outra modalidade, a sequéncia: ‘
MLLTLIILLPVVSKFSFVSLSAPQHWSCPEGTLAGNGNSTCVGPAPFLIFSHGNSIFRIDTEGTNY
EQLVVDAGVSVIMDFHYNEKRIYWVDLERQLLQRVFLNGSRQERVCNIEKNVSGMATINWINEEVIW
SNQQEGNTVTDMKGNNSHILLSALKYPANVAVDPVERFIFWSSEVAGSLYRADLDGVGVKALLETS
EKITAVSLDVLDKRLFWIQYNREGSNSLICSCDYDGGSVHISKHPTQHNLFAMSLFGDRIFYSTWK
MKTIWIANKHTGKDMVRINLHSSFVPLGELKVVHPLAQPKAEDDTWEPEQKLCKLRKGNCSSTVCG
QDLQSHLCMCAEGYALSRDRKYCEDVNECAFWNHGCTLGCKNTPGSYYCTCPVGFVLLPDGKRCHQ
LVSCPRNVSECSHDCVLTSEGPLCFCPEGSVLERDGKTCSGCSSPDNGGCSQLCVPLSPVSWECDC
FPGYDLQLDEKSCAASGPQPFLLFANSQDIRHMHFDGTDYGTLLSQOMGMVYALDHDPVENKIYFA
HTALKWIERANMDGSQRERLIEEGVDVPEGLAVDWIGRRFYWTDRGKSLIGRSDLNGKRSKIITKE
NISQPRGIAVHPMAKRLFWTDTGINPRIESSSLQGLGRLVIASSDLIWPSGITIDFLTDKLYWCDA
KQSVIEMANLDGSKRRRLTQNDVGHPFAVAVFEDYVWF SDWAMPSVIRVNKRTGKDRVRLQGSMLK
PSSLVVVHPLAKPGADPCLYQNGGCEHICKKRLGTAWCSCREGFMKASDGKTCLALDGHQLLAGGE
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VDLKNQVTPLDILSKTRVSEDNITESQHMLVAEIMVSDQDDCAPVGCSMYARCISEGEDATCQCLK
GFAGDGKLCSDIDECEMGVPVCPPASSKCINTEGGYVCRCSEGYQGDGIHCLDIDECQLGVHSCGE
NASCTNTEGGYTCMCAGRLSEPGLICPDSTPPPHLREDDHHY SVRNSDSECPLSHDGYCLHDGVCM
YIEALDKYACNCVVGYIGERCQYRDLKWWELRHAGHGQQQKVIVVAVCVVVLVMLLLLSLWGAHYY
RTQKLLSKNPKNPYEESSRDVRSRRPADTEDGMS SCPQPWFVVIKEHQDLKNGGQPVAGEDGQAAD
GSMQPTSWRQEPQLCGMGTEQGCWIPVSSDKGSCPQVMERSFHMPSYGTQTLEGGVEKPHSLLSAN
PLWQQRALDPPHQMELTQ (Numero de Acesso ao GenBank: NM_001963; SEQ ID
No: 9). Em outra modalidade, a EGF apresenta uma sequéncia
selecionada a partir das .sequéncias mostradas nas entradas ao
GenBank: BC093731, AY548762 e X04571. Em outra modalidade, a EGF é
codificada por uma molécula de &cido nucléico apresentando um
sequéncia mostrada em uma das entradas ao GenBank acima. Em outra
modalidade, um fragmento biologicamente ativo de uma EGF &
utilizado em um método da presente invenc¢do. Cada possibilidade
representa uma modalidade separada da presente invengédo.

Em outra modalidade, um método da presente
invencdo compreende adicionalmente a etapa de colocagdo em contato
da regido da pele de interesse com uma proteina hedgehog. Em outra
modalidade, um método da presente invencé&o compreende
adicionalmente a etapa de colocagdo em contato da regido da pele
de interesse com um nucleotidec que codifigque uma proteina
hedgehog. Em outra modalidade, um método da presente invengdo
compreende adicionalmente a etapa de colocagdo em contato da
regidio da pele de interesse com um ativador de wuma proteina
hedgehog. Cada possibilidade representa uma modalidade separada da
presente invencdo.

Em uma modalidade, os métodos da presente
invencdo compreendem adicionalmente a etapa de administracgdo de um
inibidor de 5-alfa-redutase de tipo 2, que, em uma modalidade, é
finasterida, ou, em outra modalidade, turosterida.

Em outra modalidade, os métodos da presente
invencdo compreendem adicionalmente a etapa de administrag¢do de um
inibidor de redutase, que, em uma modalidade, ¢ inibidor duplo de
FCE, que, em uma modalidade, é FCE 28260; FCE 28175 ou FCE 27837;
em outra modalidade é um inibidor de MK, que, em uma modalidade, é
MK 0434, MK 0963 ou MK 386; em outra modalidade, é um inibidor n&o

esteroidal de FK, que, em uma modalidade, é FK 143; e, em outra
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modalidade, € um inibidor ndo esteroidal de LY, que, em uma
modalidade, é LY 191704; e, em outra modalidade, ¢é um inibidor
SK&F, que, em uma modalidade, é SK&F 105657.

Em outra modalidade, os métodos da presente
invencd@o compreendem adicionalmente a etapa de administragdo de
uma composicdo adicional. Em uma modalidade, a composicdo é
dutasterida (Avodart®, GI198745), finasterida (Propecia®,
Proscar®), turosterida, &cido azeldico, sulfato de zinco, CS 891,
ou uma combinacdo dos mesmos.

Em outra modalidade, os métodos da presente
invencdo compreendem adicionalmente a etapa de administragdo de um
anti-androgénio, que, em uma modalidade, é espironolactona
(Aldactone®), flutamida (Euflex®, Eulexin®), casodex, inocoterona,
um anti—androgénio de RU, TZP-4238, Win 49596, fluridil
(Eucapil®), ou uma combinagdo dos mesmos.

Em outra modalidade, os métodos da presente
invencdo compreendem adicionalmente a etapa de administracdo de um
abridor de canais de K', que, em uma modalidade, ¢é minoxidil
(Rogaine®), diazdéxido, cromakalim, pinacidil, ou uma combinagédo
dos mesmos.

Em outra modalidade, os métodos da pfesente
invencdo compreendem adicionalmente a etapa de administracdo de um
vasodilatador, que, em uma modalidade, € minoxidil (Rogaine®) .

Em outra modalidade, os métodos da presente
invencdo compreendem adicionalmente a etapa de administracgdo de um
bloqueador de estrogénio, que, em uma modalidade, é um blogueador
de estrogénio ICI.

0 paciente dos métodos da presente invencgdo €, em
outra modalidade, um ser humano. Em outra modalidade, o paciente é
um roedor, em uma modalidade, um camundongo, em uma modalidade, um
rato. Em outra modalidade, o paciente ¢ um mamifero. Em outra
modalidade, o paciente é um vertebrado. Em outra modalidade, o
paciente é felino, canino, ovino ou bovino. Em outra modalidade, o
paciente é um macho. Em outra modalidade, o paciente & uma fémea.
Em outra modalidade, o paciente ¢é qualgquer outro paciente
conhecido. Cada possibilidade representa uma modalidade separada

da presente invengdo.
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Em outra modalidade, o paciente é um adulto. Em
uma modalidade, “adulto” se refere a uma idade maior do qué cerca
de 18 anos. Em outra modalidade, “adulto” se refere a uma idade
maior do que cerca de 20 anos. Em outra modalidade, “adulto” se
refere a uma idade maior do que cerca de 25 anos. Em outra
modalidade, “adulto” se refere a uma idade maior do que cerca de
30 anos. Em outra modalidade, “adulto” se refere a uma idade maior
do que cerca de 35 anos. Em outra modalidade, “adulto” se refere a
uma idade maior do que cerca de 40 anos. Em outra modaiidade,
“adulto” se refere a uma idade maior do que cerca de 45 anos.

Em outra modalidade, o paciente é idoso. Em uma
modalidade, “idoso” se refere a uma idade maior do que cerca de 45
anos. Em outra modalidade, “idoso” se refere a uma idade maior do
que cerca de 50 anos. Em outra modalidade, *“idoso” se refere a uma
idade maior do que cerca de 55 anos. Em outra modalidade, “idoso”
se refere a uma idade maior do que cerca de 60 anos. Em outra
modalidade, “*idoso” se refere a uma idade maior do que cerca de 65
anos. Em outra modalidade, “idoso” se refere a uma idade maior do
que cerca de 70 anos.

Em outra modalidade, o primeiro paciente ou,
quando aplicdvel, tanto o primeiro paciente quanto o segundo
paciente, é um animal de laboratdério. Em outra modalidade, o(s)
pacientes(s) é(sdo) camundongo(s). Em outra modalidade, of{s)
pacientes(s) é(sdo) rato(s) . Em outra modalidade, o(s)
pacientes(s) é(sdo) rato(s)-do-deserto. Em outra modalidade, o(s)
pacientes(s) é (sdo) hémster (s) . Em outra modalidade, o(s)

pacientes(s) é(sd3o) porquinho(s)-da-india. Em outra modalidade,

o(s) pacientes(s) ¢é(sdo) coelho(s). Em outra modalidade, o(s)
pacientes(s) é(sdo) porco(s). Em outra modalidade,‘ o(s)
pacientes(s) é (sdo) cdo(es) . Em outra modalidade, o(s)
pacientes(s) é (sdo) gato(s) . Em outra modalidade, o(s)
pacientes(s) é (sdo) primata(s) . Em outra modalidade, o(s)

pacientes(s) é(s3o) qualquer outro animal de laboratdério conhecido
na técnica. Cada possibilidade representa uma modalidade separada
da presente invencéo.

Em uma modalidade, o paciente ¢é colocado em

contato com FGF9, ou, em outra modalidade, com uma composigdo
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compreendendo FGF9. Em outra modalidade, FGF9 ou uma composigdo
compreendendo FGF9 é administrada a um paciente.

“Colocacdo em contato”, conforme usado aqui, se
refere, em outra modalidade, a levar a pele, em uma modalidade,
couro cabeludo, sobrancelha, etc, ao contato com um composto,
fator, célula, etc. Em outra modalidade, o termo se refere a
incrustar o composto, fator, célula, etc, na regido da pele de
interesse. Em outra modalidade, o termo se refere & injegdo do
composto, fator, célula, etc na regido da pele de interesse. Em
outra modalidade, o termo se refere a qualquer outro tipo de
colocacdo em contato conhecido na técnica. Cada possibilidade
representa uma modalidade separada da presente invengdo.

Em outra Vmodalidade, a etapa de colocagdo em
contato, nos métodos da presente invengdo, compreende colocagdo em
contato diretamente a regido da pele de interesse com o composto,
ARN, proteina, etc. Em outra modalidade, a etapa de colocagdo em
contato compreende a colocagdo em contato indiretamente airegiéo
da pele de interesse via colocagdo em contato outro local ou
tecido do paciente, depois do qué o composto, ARN ou proteina é
transportado para a regido da pele de interesse por um pProcesso
bioldgico; por exemplo, difusdo, transporte ativo ou circulagdo em
um fluido, tal como o sangue, linfa, fluido intersticial, etc.
Cada possibilidade representa uma modalidade separada da presente
invencéo.

Em uma modalidade, outros fatores de crescimento
de fibroblastos podem ser usados nos métodos da presente invencgdo.
Em uma modalidade, FGFl, FGF2, FGF3, FGF4, FGF5, FGF6, FGF7, FGF8,
FGF9, FGF10, ou uma combinagdo dos mesmos pode ser usada nos
métodos da presente invencdo. Em uma modalidade, todos de FGFl até
FGF10 se ligam a receptores de fator de crescimento de fibroblasto
(FGFRs). Em uma modalidade, FGFl1 ¢é conhecido como fator de
crescimento de fibroblasto &cido, e FGF2 ¢é também conhecido como
fator de crescimento de fibroblasto bésico.

Em outra modalidade, FGFl1l, FGFl2, FGF1l3 ou FGFl4
pode ser usada nos métodos da presente invengdo. Em uma
modalidade, FGF1ll, FGF1l2, FGF1l3 e FGFl4 sdo conhecidos como
fatores homélogos de FGF 1-4 (FHF1-FHF4), e, em outra modaiidade,



10

15

20

25

30

35

52

apresentam diferencas funcibnais distintas comparados aos FGFs. Em
uma modalidade, esses fatores possuem homologia de sequéncia
notavelmente similar, em uma modalidade, eles ndo se ligam a FGFRs
e estdo envolvidos em processos intracelulares ndo relacionados ao
FGFs. Em uma modalidade, esse grupo ¢ também conhecido como
“iFGF”.

Em outra modalidade, FGF1l6, FGFl7, FGF18, FGF19,
FGFZO, FGF21, FGF22 ou FGF23 podem ser usados nos métodos da
presente invencdo. Em uma modalidade, FGF15/FGF19, FGF21 e FGF23

apresentam efeitos sistémicos ao invés de locais.

ComposigSes Farmacéuticas

Em outra modalidade, os métodos da presente
invengdo compreendem a administragdo de uma composigdo
farmacéutica compreendendo FGF9 ou de um regulador a montante de
SHH e/ou seus andlogo, derivado, isdémero, metabdlito, sal
farmaceuticamente aceitdvel, produto farmacéutico, hidrato, N-
6xido, ou qualgquer combinagdo dos mesmos; e um veiculo
farmaceuticamente aceitdvel. Cada possibilidade representa uma
modalidade separada da presente invengédo.

As composicSes farmacéuticas contendo FGF9 ou. um

regulador & montante de SHH, em uma modalidade, podem ser

administrada a um paciente ou qualquer método conhecido por um

técnico no assunto, tal como, topicamente, parenteralmente,
paracanceralmente, transmucosalmente, transdermicamente,
intramuscularmente, intravenosamente, intradermicamente,
subcutaneamente, subepidermicamente, intraperitonealmente,
intraventricularmente, intra-arteriolamente, intravascularmente,
intracranialmente, intravaginalmente, intrarretalmente ou

intratumoralmente. Cada possibilidade representa uma modalidade
separada da presente invencdo. Em uma modalidade, o regime de
dosagem serd determinado por clinicos especializados, com base em
fatores, tais como a natureza exata da condig¢do sendo tratada, a
severidade da condicgdo, a idade e a condicdo fisica geral do
paciente, o peso corporal e a resposta do paciente individual,
etc.

Em outra modalidade, as composicdes farmacéuticas

sdo administradas oralmente, e s&o, assim, formuladas em uma forma
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adequada para administra¢do oral, isto €, como uma preparagdo
sélida ou como uma preparacdo liguida. Formulac¢des orais sdélidas
adequadas incluem tabletes, capsulas, pilulas, gré@nulos, pelotas e
os similares. Formulacdes orais ligquidas adequadas incluem
solucdes, suspensdes, dispersdes, emulsdes, dleos e as similares.
Em uma modalidade da presente invengéo, o FGF9, ou. outro
polipeptideo como composicd@o aqui fornecida, é formulado em uma
cdpsula. Em outra modalidade, as composic¢des da presente invengao
compreendem, em adigdo a FGF9, ou outro polipeptideo como
fornecido aqui, um veiculo ou diluente inertes, ou uma cdpsula de
gelatina dura.

Em outra modalidade, as composic¢des farmacéuticas
sdo administradas topicamente as superficies do corpo e séo,
assim, formuladas em uma forma adequada para administragdo tdépica.
Formulacdes tdpicas adequadas incluem géis, pomadas, cremes,
locdes, gotas, géis; pastas; pds; sprays de aerossol; xaropes ou
pomadas em esponjas ou aplicadores de algoddo; e solugdes ou
suspensdes em um liguido aquoso, liquido ndo aqguoso, emulsdo de
6leo em &gua ou emulsdo liquida de 4gua em d6leo, e as similares.
Por causa de sua facilidade de administracdo, um creme, logdo ou
pomada representam as formas unitdrias de dosagem tépica mais
vantajosa, em cujos casos veiculos farmacéuticos ligquidos podem
ser empregados na composi¢do. Esses cremes, log¢fSes ou pomadas
podem ser preparados como produtos de remogdo por enxague ou para
se deixar no local, assim como produtos de tratamento em dois
estdgios para uso com outras composi¢cBes de limpeza ou de
gerenciamento da pele. Em uma modalidade preferida, as composig¢des
sdo administradas como um produto de remo¢do por enxague em uma
forma de concentracdo mais elevada, tal como um gel, e, entdo, um
produto para se deixar no local em uma concentragdo mais baixa,
para evitar a irritacdo da pele. Cada uma dessas formas ¢é bem
entendida pelos técnicos no assunto, tal que dosagens possam ser
facilmente preparadas para incorporarem a composigdo farmacéutica
da invencdo. Em uma modalidade, um emplastro de liberacgdo
retardada pode ser wusado para administragdo de FGF9. Para
administracdo tépica, a composigdo de FGF9, ou seus derivados

fisiologicamente tolerados, tais como sais, ésteres, N-6xidos, e
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os similares, s3o preparados e aplicados como solugdes, suspensdes
ou emulsdes em um diluente fisiologicamente aceitdvel, com ou sem
um veiculo farmacéutico.

Preparacdes de pomada podem ser classificadas
grosseiramente em pomadas do tipo gordura/déleo, pomadas
emulsificadas, pomadas soluveis em &gua e pomadas suspensas, de
acordo com o tipo de base (veiculo) usado para ela. Uma_pomada
pode compreender, por exemplo, gorduras, éléos graxos, lanolina,
vaselina, parafinas, ceras, resinas, plésticos, glicdis, &lcoois
superiores, glicerol, 4&gua; emulsificantes, agentes de suspensdo
ou outros aditivos apropriados como um diluente, excipiente ou
veiculo. A fabricacdo de uma pomada compreende, por exemplo, a
adicdo do composto da presente invengdo aos aditivos, diluentes,
excipientes ou veiculos apropriados, seguida por misturagdo para
tornar a mistura homogénea.

Para aplicacdo parenteral, sdo particularmente
adequadas solucBes estéreis injetdveis, de preferéncia solugdes
oleosas ou aquosas, assim como suspensdes, emulsdes ou implantes,
incluindo supositérios e enemas. Ampolas sdo dosagens unitéarias
convenientes. Um tal supositdério pode compreender qualgquer agente
descrito aqui.

Para aplicacéo por inalacgao, solucgdes ou
suspensdes dos compostos misturados e aerossolizados ou
nebulizados na presenca do apropriado veiculo adequado. Um tal
aérossol pode compreender qualgquer agente descrito agui.

Para aplicagdo enteral, sdo particularmente
adequados tabletes, drégeas, ligquidos, gotas ou cédpsulas. Em uma
modalidade, um veiculo adocicado é empregado quando for usado um
xarope, elixir ou similar, para aplicac¢do enteral.

Para formulacgdes liquidas, veiculos
farmaceuticamente aceitdveis, em outra modalidade, s&o solugles
aquosas e ndo aquosas, suspensdes, emulsdes ou 6leos. Exemplos de
solventes nio aquosos sdo propileno glicol, polietileno glicol, e
ésteres orgdnicos injetdveis, tal como oleato de etila. Veiculos
agquosos incluem, em outra modalidade, agua, solugdes
alcodlicas/aquosas, emulsdes, suspensdes, incluindo salina e meios

tamponados. Exemplos de dleos sdo aqueles de origem a partir do
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petrdleo, animal, vegetal ou sintética, por exemplo, éleo de
amendoim, &leo de soja, 6leo mineral, &éleo de oliva, &éleo de
girassol e éleo de figado de bacalhau.

A Em outra modalidade, as composic¢des farmacéuticas
sdo administradas por implantacéo subcutlnea de um pelota.. Em
outra modalidade, a pelota fornece liberagdo controlada do FGF9
durante um periodo de tempo.

Em uma modalidade, as composicdes farmacéuticas
sdo composicBes de liberagdo controlada, isto é, composicdes, nas
quais a composicdo de FGF9 é liberada durante um periodo de tempo
depois da administragdo. Composi¢Bes de liberagdo controlada ou
sustentada incluem, em outra modalidade, formulagdo em depdsitos
de 1lipofilicos (por exemplo, &cidos graxos, ceras, Oleos). Em
outra modalidade, a composicdo € uma composic¢cdo de liberacéo
imediata, isto &, uma composigdo, na qual toda a composigdo de
FGF9 ¢& 1liberada imediatamente depois da administracdo. As
composicdes de liberagdo sustentada ou dirigida podem ser
formuladas, por exemplo, -lipossomas ou aquelas, nas quais o
composto ativo ¢é pfotegido com revestimentos degraddveis de
maneira diferencial, por exemplo, por microencapsulacéo,
revestimentos miltiplos, etc. E também possivel liofilizar os
novos compostos e usar os liofilizados obtidos, por exemplo, para
a preparacdo de produtos para injegdo.

Em uma modalidade, as composi¢des desta invengdo
sdo farmaceuticamente aceitdveis. Em uma modalidade, o termo
“farmaceuticamente aceitdvel (is)” se refere a qualguer formulagédo,
que seja segura e que fornega a entrega apropriada para a rota de
administracdo desejada de uma quantidade eficaz de pelo menos um
composto para uso na presente invengdo. Esse termo também se
refere ao uso das formulacdes tamponadas, sendo que o pH é mantido
em um valor desejado em particular, variando desde pH 4,0 a pH
9,0, de acordo com a estabilidade dos compostos e rota de
administracgédo.

Em uma modalidade, FGF9 ou reguladores a montante
de SHH, usados nos métodos desta invengdo podem ser administrados
isoladamente ou dentro de uma composig¢do. Em outra modalidade,

podem ser usadas composi¢des compreendendo FGF9 ou reguladores a
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convencionais, isto &, substdncias de veiculo orgdnicas ou
inorgdnicas farmaceuticamente aceitéveis, adequadas para aplicagdo
parenteral, enteral (por exemplo, oral) ou tdpica, que ndo reajam
de maneira deletéria com os compostos ativos. Em uma modalidade,
veiculos farmaceuticamente aceitdveis adeguados incluem, mas ndao
estdo limitados a, &agua, solugdes salinas, &lcoois, goma ardbica,
éleos vegetais, dlcoois benzilicos, polietileno glicdis, gelatina,
carboidratos, tais como lactose, amilose ou amido, estearato de
magnésio, talco, 4cido silicico, parafina viscosa, parafina
branca, glicerol, alginatos, &cido hialurdnico, colégeno, &leos
para perfume, monoglicerideos e diglicerideos de 4cidos graxos,
ésteres de 4&cidos graxos de ©pentaeritritol, hidréxi-metil-
celulose, poli(vinil-pirrolidona), etc. Em outra modalidade, as
preparacdes farmacéuticas podem ser esterilizadas e, se desejado,
misturadas com agentes auxiliares, por exemplo, Ilubrificantes,
preservantes, estabilizadores, agentes umectantes, emulsifiéantes,
sais para influenciar a pressdo osmética, tampSes, substdncias
corantes, flavorizantes e/ou aromdticas, e os similares, que ndo
reajam de maneira deletéria com os compostos ativos. Em outra
modalidade, eles também podem ser combinados, quando desejado, com
outros agentes ativos, por exemplo, vitaminas.

Em uma modalidade, as composic¢des terapéuticas da
presente invencdo compreendem uma composigdo de FGF9 e um ou mais
compostos adicionais eficazes na prevengdo ou no tratamento de
condi¢des dermatolégicas, tais como alopecia. Em uma modalidade, o
composto adicional é um hidratante ou um emoliente, que, em uma
modalidade, é petrolato, petrolato branco, bleo vegetal
hidrogenado, petrolato hidrofilico, pantenol, &leo de primula,
bleos de peixe com ©Omega-3, &leos de peixe com Omega-6, Aacido
linoléico, &éleo de semente de 1linho, ceramida, &leo de borragem
(4cido linoléico), tocoferol (vitamina E), linoleato de tocoferol,
dimeticona, glicerina ou uma combinagdo dos mesmos. Em uma
modalidade, hidratantes melhoram a capacidade da pele em absorver
outros compostos administrados, incluindo, entre outros, os
compostos para uso na presente invencdo. Em outra modalidade,

agentes hidratantes minimizam ou evitam que a pele se seque ou se
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rache, por meio do que diminui a suscetibilidade da pele a fatores
ambientais, que geram radicais 1livres, por meio disto evitando
dano adicional a pele.

Em outra modalidade, o compostos adicional € um
esteroide tépico, que, em uma modalidade, é hidrocortisona, em uma
modalidade, 1% de hidrocortisona, triamcinolona, fluocinolona
acetonida, halcinonida, propionato de halobetasol, propionato de
clobetasol, dipropionato de betametasona, valerato de betametasona
e triamcinolona acetonida, ou uma combinacdo dos mesmos;
esteroides orais; imunomoduladores tépicos, incluindo, entre
outros, tacrolimo, pimecrolimo, ascomicina, ciclosporina, ou uma
combinacdo dos mesmos; anti-histaminicos, que, em uma modalidade,
& hidroxizina ou cloridrato de difenidramina, cetotifen, doxepin;
entes bioldgicos, que, em uma modalidade, compreende amevive
(alefacept), enbrel, humira, raptiva, remicade, ou uma combinagdo
dos mesmos; ou uma combinacdo dos mesmos. Em outra modalidade, o
composto adicional ¢é um antibidético, que, em uma modalidade,
compreende tetraciclina, doxiclina, minociclina, cloxacilina,
cefalexina, penicilina, clindamicina ou uma combinagdo dos mesmos.
Em outra modalidade, o composto adicional é metotrexato, alcatrdo,
alcatrdo de hulha, antralina, dovonex, &acido salicilico, tazorac,
hidratantes, aloé vera, soriatane, acutane, hidrea, micofenolato
de mofetila, saulfasalazina, 6-tioguanida, ou uma combinacdo dos
mesmos. Em outra modalidade, compostos adicionais compreendem
aciclovir, que, em uma modalidade, € particularmente eficaz em
pacientes com eczema herpético. Em uma modalidade, compostos
adicionais para tratar dermatite seborreica compreendem pitiona de
zinco, sulfeto de selénio, enxofre, xampu de alcatrdo, solucdo de
flucinolona acetonida, locdo de triamcinolona acetonida, creme de
cetoconazol, outros imidazdéis, ou uma combinagdo dos mesmos.

Em outra modalidade, o composto adicional ¢é um
agente anti-inflamatério, que, em uma modalidade, compreende
aspirina, ibuprofeno, cetoprofen, naproxen, ou uma combinagdo dos
mesmos. Em outra modalidade, o composto adicional ¢é uma
prostaglandina ou inibidor de prostaglandina, que, em uma

modalidade, € um inibidor de PGD2.
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Em outra modalidade, o composto adicional é um
exfoliante, que, em uma -modalidade, compreende um exfoliante
enzimdtico ou um mono- ou poli—hidréxi—écido. Em uma modalidade, o
exfoliante ¢é um alfa-hidréxi-dcido, beta-hidréxi-dcido, &cido
tanico, 4cido glicélico, 4&cido 1latico, &cido citrico, 4&cido
salicilico, ou uma combinacdo dos mesmos. Em outra modalidade, o
composto adicional é um analgésico, ou anestésico, enquanto que,
em outra modalidade, ele é gel de aloé vera, aloé vera, extrato de
alcacuz, celandina, raiz de salgueiro canadense, zinco, alantoina,
ou uma combinacdo dos mesmos. Em outra modalidade, o composto
adicional é um anti-oxidante.

Em uma modalidade, a proteina de fator-9 de
crescimento de fibroblasto é administrada em uma concentracdo de
10 ng/mL. Em outra modalidade, a proteina de fator-9 de
crescimento de fibroblasto é administrada em uma concentragdo de
20 ng/mL. Em outra modalidade, a proteina de fator-9 de
crescimento de fibroblasto é administrada em uma concentrag¢do de
40 ng/mL. Em outra modalidade, a proteina de fator-9 de
crescimento de fibroblasto é€ administrada em uma concentragdo de
80 ng/mL. Em outra modalidade, a proteina de fator-9 de
crescimento de fibroblasto é administrada em uma concentracdo de 5
ng/mL. Em outra modalidade, a proteina de fator-9 de crescimento
de fibroblasto é administrada em uma concentracdo de 3 ng/mL. Em
outra modalidade, a proteina de fator-9 de crescimento de
fibroblasto ¢ administrada em uma concentrag¢do de 1 ng/mL. Em
outra modalidade, a proteina de fator-9 de crescimento de
fibroblasto é administrada em uma concentrac¢do entre 1 e 50 ng/mL.
Em outra modalidade, a proteina de fator-9 de crescimento de
fibroblasto & administrada em uma concentracédo entre 1 e 15 ng/mL.
Cada dose representa uma modalidade separada.

Em geral, as doses utilizadas para as finalidades
descritas acima variardo, mas serdo uma quantidade eficaz para
exercer o efeito desejado. Conforme usado aqui, o termo
squantidade farmaceuticamente eficaz” se refere a uma quantidade
de uma FGF9 ou de outra composigdo para uso na presente invencdo,
que produzird o alivio desejado nos sintomas ou outro fendétipo

desejado de um paciente. As doses utilizadas para qualquer das
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finalidades acima descritas, de maneira geral, serdo de 1 a cerca
de 1.000 miligramas por quilograma de peso do corpo (mg/Kg),
administradas uma a quatro vezes Dpor dia, ou por infusdo IV
continua. Em uma modalidade, uma faixa de dose diaria tépica, em
doses Unicas ou divididas, para as condigBes descritas aqui é de
cerca de 1 mg a 20.000 mg, mais preferivelmente, de cerca de 2.000
mg a cerca de 16.000 mg, e, muitissimo preferivelmente, de cerca
de 6.000 mg a 10.000 mg dos componentes ativos (isto é, exéluindo
excipientes e veiculos). Quando as composicdes forem dosadas
topicamente ou intraocularmente, de maneira geral, elas estardo em
uma faixa de concentracdo de 0,1 a cerca de 10% p/v, administradas
1-4 vezes por dia. Em uma modalidade, as composi¢des para uso nos
métodos da presente invencdo sdo administradas topicamente duas
vezes ao dia.

Em uma modalidade da invencédo, as concentracdes
dos compostos dependerdo de vdrios fatores, incluindo a natureza
da condicdo a ser tratada, a condigdo do paciente, a rota de
administracdo e a tolerabilidade individual da composigéo.

Em uma modalidade, a etapa de administracdo é via
administracdo tépica. Em outra modalidade, a etapa de
administracdo é via administrac¢do subcuténea.

Em uma modalidade, o composto administrado como
parte dos métodos da presente invencéao é administrado
sistemicamente. Em outra modalidade, o composto ¢é administrado
topicamente. Em outra modalidade, o composto ¢é administrado
subepidermicamente. Em outra modalidade, o composto é administrado
subcutaneamente. Em outra modalidade, o composto ¢é administrado
transdermicamente. Em outra modalidade, o composto € administrado
ao local da abrasédo. Em outra modalidade, o composto é
administrado ao local da indugdo do ferimento. Em outra
modalidade, o composto é administrado ao local da depilagdo. Em
outra modalidade, o composto é administrado durante a cicatrizagédo
do ferimento. Em outra modalidade, o composto é administrado antes
da neogénese de HFs. Em outra modalidade, o composto é
administrado durante a neogénese de HFs. Cada possibilidade

representa uma modalidade separada da presente invengdo.
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Em uma modalidade, a rota de administracdo pode
ser dirigida a um 6rgdo ou sistema que seja afetado por alopecia.
Por exemplo, os compostos podem ser administrados topicamente para
tratar condi¢des dermatoldégicas, tal como alopecia. Em outra
modalidade, a rota de administracdo pode ser dirigida a um drgdo
ou sistema diferente, daquele que ¢é afetado por condigdes
dermatolégicas, tal como alopecia. Por exemplo, compostos podem
ser administrados parenteralmente para tratar condic¢des
dermatolégicas, tal como alopecia. Portanto, a presente invencdo
para uso de FGF9 ou outra composig¢do para uso na presente invengdo
em vérias formas de dosagem adequadas para administracdo usando
qualquer das rotas listadas aqui acima.

Em uma modalidade, os métodos da presente
invencdo de testagem de um composto s8o repetidos usando uma
pluralidade de pacientes, até que tenha sido testada uma amostra
estatisticamente significativa.

Em uma modalidade, FGF9 aumenta a formacgdo de
germes capilares em tecido embriondrio, mas ndo é essencial para a
formagdo de germes capilares. Em uma modalidade, FGF9 & necessaria
para a formacdo e/ou dimensionamento de foliculos pilosos em
tecido adulto depois de rompimento epidérmico.

Em uma modalidade, as vias de sinalizag¢do para
formacdo de germes capilares embriondrios e para a neogénese de
foliculos pilosos induzida por ferimento compartilham um ou mais
componentes. Em outra modalidade, as vias de sinalizagdo para
formacdo de germes capilares embriondrios e para a neogénese de
foliculos pilosos induzida por ferimento ndo sdo idénticas.
Portanto, em uma modalidade, FGF9 é essencial para a formagdo de
foliculos pilosos em WIHF, mas ndo durante ED13.5.

Em outra modalidade, a via de sinalizacdo para
sinais de crescimento dos cabelos difere em partes diferentes do
corpo. Assim, em uma modalidade, a formagdo de germes de cabelos
embriondrios e a neogénese de foliculos pilosos induzida por
ferimento diferem em suas dependéncias de FGF9 devido  as
diferencas em seus respectivos estidgios de desenvolvimento e

diferencas de localizag¢do no corpo.
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Em uma modalidade, a combinagdo de FGF9 e a
cicatrizacdo de ferimentos aumenta a sua eficdcia como um promotor
de crescimento dos cabelos. Em uma modalidade, a aplicagdo de FGF9
isoladamente provoca espessamento epidérmico.

Em outra modalidade, a invencdo fornece um método
de tratamento de perda dos cabelos ou a regeneragdo de foliculos
pilosos em um paciente, compreendendo a etapa de rompimento da
epiderme na regido da perda de cabelos no paciente. Em algumas
modalidades, o método compreende adicionalmente a etapa de
recrutamento das células gama-delta T para a epiderme ferida. Em
uma modalidade exemplificativa, o método compreende adicionalmente
a etapa de recrutamento das células gama-delta T para a epiderme

ferida através de citocinas.
EXEMPLOS
DETALHES EXPERIMENTAIS

Depilacdo e abrasdo epidérmica

camundongos foram anestesiados com uma injeg¢do de
pentobarbital sdédico antes gque os cabelos no dorso fossem
grampeados e depilados com Nair (Carter-Wallace, New York, NY),
entdo, epiderme foi removida usando uma roda politriz rotativa,
conforme descrito por Argyris T, J Invest Dermatol, 75: 360-362,
1980) . Depois de esfregar com etanol & 70% e secar sob uma lampada
incandescente, as camadas basal e supranasal em uma &rea de (1,5
cm’) da epiderme interfolicular foram removidas por cuidadosa
abrasdo com uma roda politriz montada em uma ferramenta Dremel
Moto (Racine, WI). Depois de abrasdo, a pele estava brilante e
lisa, e ndo havia sangue. Um dia depois, a &rea abradada foi
recoberta por uma crosta de fibrina, que caiu depois de 3-7 dias,
expondo a epiderme recém-regenerada. Um grupo de camundongos de
controle foi sacrificado imediatamente depois de abrasdo, para
confirmar microscopicamente a remogdo completa da epiderme

interfolicular.
Ferimento por perfuracdo e induc¢do de ferimento excisional

O0s dorsos de camundongos de 21 dias de idade
foram depilados conforme descrito para o Exempli 1 e esterilizados

com &lcool, seguido por solugdo de iodo a 1%. Ferimentos Dpor
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perfuracdo, de 4 mm de ‘diémetro, foram induzidos wusando um
perfurador circular para bidpsia dérmica, para baixo, mas néo
através, do misculo da fascia. Ferimentos excisionais foram de
espessura completa e de 1 cm de diédmetro; pele e paniculo carnoso

foram excisados usando tesouras cirurgicas finas.

Imuno-histoguimica

2

Amostras de pele foram fixadas em formalina a 10%
tamponada com PBS. Se¢des de parafina de seis micra de espessura

foram cortadas e tingidas, onde aplicdvel, com anticorpos.
Montagem inteira e imunofluorescéncia

Montes inteiros de HFs foram obtidos ©por
incubacdo de pele fresca com EDTA (20 mM em PBS) a 37°C, durante
uma noite, entdo, separando a epiderme e a derme. Epiderme foi,
entdo, fixada em formalina a 10% durante 10 minutos, temperatura
ambiente (TA). A derme foi fixada em acetona durante uma noite,
RT.

Depois de enxdgue com PBS, montes inteiros foram
tingidos com anticorpos para imuno-histoquimica (retratada
esquematicamente na Figura 12) e tiveram suas imagens formadas

usando microscdpio confocal Leica.
Estatistica

Os numeros de foliculos pilosos s80 expressos
como média + d.p. A funcdo de teste t de duas caudas de Student em

Excel foli usada para calcular os valores de P.
Protocolo de cultura de pele de camundongo embriondrio

Os seguintes materiais foram usados: pratos de
poco central (Fisher 08-772-12); grades de metal (Goodfellow 688-
485-21); filtros de nitrocelulose (Millipore AABP(04700); Media:
DMEM + 5% FBS + IX Pen/Strep.

Foram encomendadas maes prenhas de tempo
determinado de dia gestacional 13,5 (Charles River). Os pratos de
poco central foram ajustados com 2 mL de meio/placa. A grade de
metal foi colocada no poco central. Os pratos foram armazenados em
uma incubadora, se modo que os meios de aguecessem para 37°C. Os

filtros de nitrocelulose foram cortados em retdngulos e colocados
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em um bécher de dH,0 sobre uma placa aquecida. Agua foi deixada
ferver e, entdo, os filtros foram fervidos durante 10 minutos.

Foram preparadas duas placas de Petri com PBS
estéril. As mdes foram submetidas & eutandsia e os embrides foram
removidos por dissecacdo no saco. Os embrides foram colocados em
uma placa de Petri. Os embriBes foram removidos por dissecagdo do
saco e colocados em uma segunda placa de Petri com PBS estéril. As
placas de embrides foram colocadas sobre gelo. A pele dorsal foi
dissecada a partir do embrido sob um escdpio de dissecagdo, em uma
placa de Petri limpa contendo PBS estéril.

O comprimento coroa-traseiro do embrido foi
verificado com uma régua para assegurar que ele estd no estagio
E13,5 {(~ 10 - 10,3 mm). A cabegca do embrido foi removida com
tesouras de micro dissecagdo. Um par menor de tesouras de micro
dissecacdo foi usado para fazer incisdes ao longo de ambos os
lados da traseira, acima dos membros. Uma terceira incis&do foi
feita através da cauda em direcdo a cabeca. A pele foi disposta
por sobre o lado negro do filtro de microcelulose, tdo aplainada
quanto possivel. O filtro de microcelulose foi colocado por sobre
a grade de metal, de modo que a pele estivesse na interface
liquido-ar. O prato foi incubado a 37°C. Quando todas as peles
estavam dissecadas, os compostos foram adicionados aos meios de
cultura (se necessdrio), e retornados a incubadora. As peles foram
cultivadas durante até 3 dias. Placédeos comecaram a se

desenvolver em E14.5.
EXEMPLO 1

FGF9 EXPRESSA EM PERIODO PREMATURO DE FORMAGAO DE GERMES DE
CABELOS

A expressdo de mARN de FGF9 foi avaliada em
epiderme regenerada por PCR em tempo real quantitativa. FGF9 foi
expressa em niveis mais elevados antes dos estdgios mais precoces
da regeneracdo dos foliculos pilosos no Dia 1, depois do
descolamento de sangue coagulado (SD; que ocorre em re-
epitelizacdo) comparado ao Dia 5 depois de descolamento de sangue
coagulado, quando os foliculos se formaram (Figura 1). Células Y3-T

da pele (detectadas por imunotingimento usando anticorpos contra
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receptor de YTC) repovoam a epiderme re-epitelizada em SD7 (Figura
2, painel esguerdo) e estas células expressam proteina FGF9 em SD1
(célula dendritica vermelha na epiderme, Figura 2, painel direito,
Figura 3).

Assim, FGF9 foi expressa de maneira seletiva
antes da formacdo de germes de cabelos (durante o periodo ndo
diferenciado), ao invés de durante a diferenciagdo. Células Y3-T da
pele pareceram ser a fonte de FGF9, o que sugere que células
inflamatéria podem ter um papel na neogénese de foliculos pilosos

induzida por ferimento (WIHN).
EXEMPLO 2

FGF9 EXPRESSA EM PELE DE DIA 14 EMBRIONARIO (E14)

FGF9 (tingimento vermelho) ¢é expressa por YTC em

pele de dia 14 embrionario (El14) (Figura 4).
EXEMPLO 3

FGF9 DESEMPENHA UM PAPEL NA NEOGENESE DE FOLICULOS PILOSOS
INDUZIDA POR FERIMENTO (WIHN)

Experimento de neutralizagdo anti-FGF9 em camundongos adultos

Camundongos C57BL/6 de 3 semanas de idade

{adultos) foram submetidos ao modelo de ferimento conforme

descrito aqui acima. Os camundongos receberam, entdo, inje¢des

Y

subepidérmicas de 50 UL de anti-FGF9 a 10 ug/mL ou de controle de
isotipo IgG2a nos dias SD1-SD4. Amostras de tecido foram tomadas e
analisadas em SD5.

Immunoblots foram usados para verificar a
especificidade do anticorpo de neutralizagdo anti-FGF9. FGF9 de
camundongo apresenta 198 pb e mais do que 99% de homologia com
FGF9 humana (com diferenca de somente um aminocdcido). FGF9 existe
nas formas tanto de mondmero (25-27 KD) quanto de dimero. Os
immunoblots demonstraram a presenca das formas tanto de mondmero
de 26 KD quando de dimero de 52 KD em lisados de células inteiras
embriondrias de camundongo de E1l4.5, assim como em amostras de
controle contendo hFGF9 recombinante (Figura 5).

Os camundongos recebendo anticorpo anti-FGF9

apresentavam numeros de foliculos pilosos significativamente mais



10

15

20

25

30

35

65

baixos em SDS do que os controles de IgG2a (Figura 6). Assim, FGF9
desempenha um papel em neogénese de foliculos pilosos induzida por
ferimento.

Os estdgios de desenvolvimento dos foliculos
pilosos foram quantificados conforme descrito em Paus R et al., J
Invest Dermatol 1999. Houve uma diminuigdo de foliculos pilosos
maduros e um aumento de foliculos pilosos imaturos no grupo

tratado com anti-FGF9 (Figura 7).
EXEMPLO 4
FGF9 DESEMPENHA UM PAPEL NO DESENVOLVIMENTO DE PELE EMBRIONARIO

camundongos C57BL/6 prenhas programadas foram
sacrificadas em E13.5, e a pele do dorso integral embriondria foi
dissecada. A pele de E13.5 foi cultivada durante trés dias
flutuando sobre papel de filtro com grade de metal.

Para determinar o papel de FGF-9 em neogénese de
foliculos pilosos em pele embriondria, culturas de explante de
pele embriondria foram tratadas durante trés dias com (rh)FGF9
humana recombinante (controle, 20, 20 ou 40 ng/mL) ou com
ahticorpo de neutralizac¢do anti-FGF9 (controle, 10, 20 ou 40
ug/mL) ou controle de isotipo de IgG2a (controle, 10, 20 ou 40
ug/mL) . Fosfatase alcalina (AP) para imunotingimento da derme
(Figura 10) e K17 foi wusado para imunotingimento da epiderme
(Figura 12).

A contagem de germes de cabelos foi realizada em
trés campos separados por amostra e foi avaliada por mm? (Figura
8). g-PCR para Shh, Ptchl, Ptch2, Glil e Gli2 foi realizada depois
de 24 h de tratamento com rhFGF9.

Protocolo de PCR em tempo real

Foram usados os seguintes materiais: mini kit de
tecido fibroso RNeasy® (Qiagen, 74704); kit de transcrigdo reversa
com cADN de elevada capacidade (Applied Biosystems, P/N 4368814);
mistura mestra para PCR universal Tagman® Fast (2X) (Applied
Biosystems, P/N 4352042); sistema para PCR em tempo real Applied
Biosystems StepOneTM; (Applied Biosystems, P/N 4376373); £filme
adesivo dptico com 48 pogos Micro AmpTM (Applied Biosystems, P/N
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4375928); placa para reagdo com 48 pogos MicroAmpTM (Applied
Biosystems, P/N 4375816).
Foram usados os seguintes iniciadores para PCR

(ensaio de expressdo de genes Tagman®, Applied Biosystems) :

Tabela 1
L. . Sequéncia de
Gene alvo Nome do gene ID de iniciador do ensaio .
referéncia
Fgf9 Fator 9 de crescimento de fibroblasto Mm00442795_m1 NM_013518.3
Shh Sonic hedgehog Mm00436527_m1 NM_009170.3
Ptchi Homélogo 1 patched Mm00436026_mi1 NM_008957.2
Ptch2 Homélogo 2 patched MmO00436047_m1 NM_008958.2
Glit Membro GLI1 da familia GLI-Kruppel Mm00494645_m1 NM_010296.2
Gli2 Membro GLI2 da familia GLI-Kruppel Mm01293116_m1 NM_001081125.1
ACTB !
. Actina, beta P/N 4352933E NM_007393.1
(controle endégeno)

Protocolo para g-PCR com amostras de pele embriondria cultivadas

Cultura de pele embriondria: Camundongos fémeas
B57BL/6 (Charles River) prenhas em tempo determinado E13.5 foram
submetidos & eutandsia em cdmara de CO;. Os embrides foram
dissecados e colocados em PBD frio estéril sobre gelo.

Preparacdo: membrana de nitrocelulose Millipore
(0,5 x 1,0 cm?); grades de metal de autoclave; placas de cultura
(placa de cultura de 6rgdos de pogo central Falcon, 35-3037); FBS-
DMEM a 5% (1 x penicilina/estreptomicina, ndo necessdrio inativar
o FBS).

2,5 mL de meios de cultura foram adicionados e
malha de metal e membrana de nitrocelulose foram ajustados nas
placas de cultura individuais. Pele dorsal embrionaria foi
dissecada. A 4&rea da cabeca e das nddegas foram cortadas. A
dissecacdo foi através do flanco em uma diregdo caudo-craniana. A
pele dorsal dissecada foi carregada sobre membrana Millipore (lado
dérmico para baixo). As amostras foram preparadas em triplicata
por necessario para cada concentracdo. Amostras de pele foram

cultivadas durante 24 horas a 37°C em CO, a 5%.

Isolamento de ARN & prepara¢do de cADN
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Amostras de pele foram incubadas em EDTA 20 mM
durante 10 minutos. Epiderme e derme foram separadas com pingas de
pontas finas sob um microscépio de dissecagdo, respectivamente:

As amostras foram rompidas com um homogenizador e
ARN total extraido com mini kit de tecido fibroso RNeasy® (Qiagen,
74704) seguindo as informagdes do fabricante.

A concentragdo de ARN foi medida por
espectrofotémetro e, entdo, convertida em Uug de ARN total em
relacdo ao cADN usando kit de transcrigdo reversa com CcADN de
elevada capacidade (Applied Biosystems, P/N 4368814) com programa

no ciclizador térmico.
PCR em tempo real

P programa de execugdo de PCR foi ajustado e
dispds o layout da placa de reacdo com software StpeOne fornecido
no método CT (AACT) comparativo. A mistura de reacdo do gene alvo
e do controle endégenc de PB-actina foram preparadas em conjumnto em
triplicata. O molde de cADN foi diluido a partir do estoque para a

quantidade de cADN total final de 30 - 50 ng em 2 UL.

Componentes da mistura de reagdo:

Volume {uL) para 1
Componente i
injecdo
Mistura mestra para PCR universal Tagman® Fast 10,0
Iniciadores de PCR (ensaio de expressdo de gene Taqman®) 1,0
H20 7.0
Molde de cADN 2,0
Volume total 20,0

2. Preparar a placa de reacdo: Um volume de
reacdo de 20 uL/pogo ¢é adicionado sobre placa de reagdo de 48
pocos. A placa é selada hermeticamente com filme adesivo éptico.

3. Carregar a placa ao instrumento StepOne e
iniciar a reacdo programada. '

4. Analisar os resultados com o software StepOne
e obter os dados de quantificagdo relativos de expressdo de gene.

0 efeito de tratamento com rhFGF9, durante trés
dias, na derme de cultura de explante de pele embrionaria (E13.5),

era dependente de dose, com 10 ng/mL e 20 ng/mL, resultando em um
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aumento de numero de germes de cabelos/mm?, enquanto cque uma dose
de 40 ng/mL resultou em numero de germes de cabelos/mm? diminuido
(Figuras 9-10). Por outro lado, ndo houve efeito discernivel de
tfatamento com anticorpo de neutralizag¢do anti-FGF9, durante trés
dias, na epiderme ou na derme de cultura de explante de pele
embriondria (E13.5; Figuras 11-13). ,

Tratamento de 24 horas de cultura de explante de
pele embriondria com 10 ng/mL de rhFGF9 resultou em aumentos de
marcadores de desenvolvimento de foliculos pilosos embrionarios,
incluindo sonic hedgehog (Shh), Ptchl, Ptch2 e Glil,
particularmente na epiderme (Figuras 14-15).

0 fator 9 de crescimento de fibroblasto aumenta a
formacdo de foliculos pilosos quando injetado no ferimento depois
de cicatrizacdo. Isso é logo antes a ou durante o instante quando
novos foliculos pilosos forem se formando. FGF9 também aumenta a
formacdo de foliculos pilosos durante o desenvolvimento de
foliculos pilosos por uso de pele de camundongo embriondria
explantada em cultura. Essas constatac¢Bes suportam a nogdo de que
o ferimento converte a epiderme a um estado “receptivo”, no qual

ela responda a fatores exdgenos.
EXEMPLO 5
SUPEREXPRESSAO DE FGF9 EM QUE‘RATINOCITOS BASAIS

0 ganho de mutante de fun¢do TRE-fgf9-IRES-
eGfp;K5-rtTA (xPtchl-LacZ reporter) (White et al., Development
133, 1507-1517, 2006; Diamond, et al. (2000) J. Invest. Dermatol.
115,788 -794, ambos aqui incorporados por referéncia) é usado para
validar que a expressdo de FGF9 prematura no estdgio de neogénese
de cabelos intensificaria o desenvolvimento de foliculos pilosos e

A

para confirmar que FGF9 ¢ a montante de sinalizacdo de Shh.

EXEMPLO 6
ELIMINAGAO DE EXPRESSAO DE FGF9 EM CELULAS YT

A eliminacdo de expressdo de FGF9 em células YT
é realizada usandc o mutante de perda de fungdo FGF9flox/flox;lck-
cre para eliminar de maneira seletiva FGF9 usando célula T tendo

por alvo promotor lck-cre. O Lck-Cre usa O promotor proximal do
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gene Lck (tirosina quinase de proteina de linfécito), o qual ¢é
expresso primeiramente de maneira precoce no desenvolvimento de
timécitos no estdgio negativo duplo. Depois que as células T
amadurecam completamente, o nivel de expressdo deste transgene
diminui em aproximadamente 10 vezes. Este gene de camundongo em
particular mostra um elevado grau de expressdo do transgene no
timo e constatou-se a provocar a eliminagdo seletiva de genes
flanqueados por sequéncias que tém por alvo loxP em quase todos os
timécitos precoces. Portanto, ele é usado para eliminar um gene
especifico na linhagem de células T comecando no estdgio negativo
duplo. Uma vez que cepas de camundongos Lck-Cre homozigotas sdo
cruzadas com uma cepa contendo um FGF9 floxed e s&o obtidos
descendentes com FGF9 eliminado na linhagem de células T. Animais
de controle s3o obtidos na mesma ninhada por tipagem em relagdo a
presenga ou a auséncia do gene floxed em amostras de cauda de ADN
gendmico. Esse sistema é descrito em mais detalhes em Lee et al.,
Immunity Nov 2001:15(5)763-74, o qual ¢é aqui incorporado por

referéncia.
EXEMPLO 7
CAMUNDONGOS REPORTER K17-EGFP

Camundongos repdérter K17-eGFP (Bianchi et al.,
Mol Cell Biol., 2005 August; 26(16):7249-7259, aqui incorporado
por referéncia) s8o usados para confirmar a acumulagdo de células
vOT produtoras de FGF9 em torno de germes de cabelos em recém-

desenvolvimento.

EXEMPLO 8

FGF9 MEDIA NEOGENESE DE FOLICULOS PILOSOS ATARVES DE CELULAS YT
EPIDERMICAS

0 entendimento do mecanismo molecular responsavel
para a regeneracdo de foliculos pilosos durante a cicatrizagdo de
ferimento faz surgir a oportunidade de desenvolver novos
tratamentos para perda de cabelos e outros disturbios de pele.
Aqui, estd claramente mostrado que o Fator 9 de Crescimento de
Fibroblasto (Fgf9) modula a formagdo de foliculos pilosos seguindo

o ferimento de camundongos adultos. A superexpressdo forgcada de
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Fgf9 na epiderme ferida recém-formada resulta em um aumento de 2-3
vezes no numero de foliculos pilosos neogénicos. Notavelmente,
durante a cicatrizacd3o do ferimento em camundongos normais,
células YWT, que residem na epiderme, servem como uma fonte
primdria para Fgf9. A eliminagdo especifica do gene Fgf9 em
células T usando camundongos transgénicos Lck-Cre;floxed fgf9 em
uma reducdo marcante de neogénese de foliculos pilosos seguindo o
ferimento. Similarménte, camundongos carecendo de células YT
demonstram severo prejuizo de neogénese folicular. Acima de tudo,
essas constatacdes explicam a robustez de regeneracdo de foliculos
pilosos em camundongo comparada a seres humanos e destacam O
importante relacionamento entre o sistema humano e a regeneracdo

de tecidos.

Materiais e Métodos:

Camundongos e ferimento. Excisdo de espessura
completa (FTE) de pele foi realizada sobre o dorso de camundongos
C57BL/6J (Jackson Laboratory) sob anestesia com
quetamina/zilazina, conforme previamente descrito (1). Camundongos
com trés anos de idade foram usados para todos os experimentos com
un FTE de 1 x 1 cm?, exceto como indicado. Camundongos fémeas
C57BL/6 prenhas de tempo determinado de dia gestacional 13.5
(Charles River) foram utilizados para cultura de explante de pele
embrionaria. Camundongos Kl4-rtTA abrigando o transativador
sensivel a doxiciclina foram acasalados com camundongos TRE-Fgf9-
IRES-eGfp. Camundongos tanto KI14-rtTA quanto TRE-Fgf9-IRES-eGfp
foram alimentados com ragdo contendo Dox (Bio-Serv) durante 4
dias, depois de re-epitelizagdo completa. A eliminacdo de
expressdo de FGF9 em células YT foi realizada usando camundongos
Fgf9 flox/flox acasalados com camundongos lck-cre (Jackson
Laboratory) com promotor proximal tendo por alvo células T da
tirosina quinase de protéina de 1linfécito (1lck). Camundongos
desprovidos de células YT (Tcrd”’”) foram comprados a partir de
Jackson Laboratory. Todos o0s protocolos com animais foram

aprovados pela Universidade da Pensilvénia IACUC.

Ensaio de neogénese de foliculos pilosos de monte

inteiro. Pele cicatrizada foi tomada no dia 5 depois de re-
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epitelizacdo. Ensaios de neogénese de foliculos pilosos de monte
completo para imunotingimento de KRT17 epidérmico (1:5.000, a
partir de P. Coulombe) e incubacdo com NBT/BCIP dérmico foram
realizados para identificar novos germes de cabelos e papilas
dérmicas foliculares em 4&rea de ferimento conforme previamente

descrito.

PCR em tempo real. Peles dorsais eram como
amostras de dia 0 ou a pele ferida no dia 1, 3 e 5 depois de
descolamento de sangue coagulado depois de re-epitelizagdo (SD),
respectivamente. A epiderme foi separada da derme por incubacdo
com dispase & 4°C, durante uma noite ou EDTA 20 mM durante 30
minutos a 37°C. ARN foi isolado usando mini kit RNeasy (Qiagen) e,
entdo, 1 ug de ARN total foi con&értida a cADN com um kit com cADN
dé elevada capacidade (Applied Biosystems). Todos os conjuntos de
iniciadores incluindo fgf9 de ensaio de expressdo de gene Tagman
foram comprados a partir de Applied Biosystems. As reag¢bes foram
realizadas em triplicata e niveis de expressdo relativa foram
padronizados usando f-actina como um controle interno. Os

resultados foram analisados usando programa StepOne.

Imunotingimento. Pele re-epitelizada depois de
ferimento foi colocada cada uma congelada em OCT (Tissue-Tek). O
tingimento para FGF9 (1:200; R&D Systems) e YTCR (1:100; GL3, BD

Bioscience) foi realizado em segdo congelada de 8 um. Imuno-
histoquimica com anticorpos contra BrdU (1:500; Harlan-Seralab)
foi feita conforme previamente descrito. Para experimentos de
pulso-caca, BrdU (Sigma) foi administrado 2 horas antes da

preparacdo da amostra.

Isolamento de DETCs e ativagdo das células. A
suspensdo de células epidérmicas foi preparada a partir de
camundongos C57BL/6 e foi incubada durante uma noite a 37°C em
DMEM completo contendo 20 U/mL de IL-2 de camundongo recombinante
(mIL-2), para permitir a re-expressdo de receptor de superficie

conforme descrito. DETCs foram isolados por classificacdo com FACS

PE-YOTCR (GL3, Abcam) e tingimento com aloficocianina-Thyl.2 (BD

Bioscience). As DTECs isoladas foram cultivadas em meio RPMI-1640
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suplementado com FCS & 10%, HEPES 25 mM, 100 U de penicilina, 100
Lg de estreptomicina, glutamina_z mM, aminodcidos ndo essenciais

100 uM, piruvato de sdédio 1 mM, 2-mercapto-etanol 50 uM e 20 U/mL
de mIL-2. Para estimulacdo celular as células foram coletadas
durante 4 horas nos meios livres de fator de crescimento excluindo
FCS e mIL-2 e, entdo, incubadas nos meios acima descritos
suplementados com anti-CD3e (10 pg/mL, eBioscience) a 37°C durante
4, 24 e 48 horas. A estimﬁlagéo foli impedida pela adicgdo de PBS
gelado e as amostras foram colocadas sobre gelo. Os sobrenadantes
foram removidos e as células foram coletadas com tampdo de lise. O
isolamento de ARN e subsequente geragdo de cADN foram realizadas

com células de expressdo de gene para kit Cp (Applied Biosystems).

Tingimento de células YT epidérmicas de monte integral. Orelhas
foram cortadas de camundongos C%&BL/6J de 8 semanas de idade e
folhas epidérmicas foram separadas conforme previamente descrito.
Folhas epidérmicas foram incubadas durante uma noite nos meios
livres de fator de crescimento descritos acima ou meios completos
com 20 U/mL de mIL-2 a 37°C. A epiderme foi, entdo, lavada em PBS
e fixada em acetona gelada durante 20 minutos a -20°C. Anticorpos
primdrios de FGF9 e YOTCR mencionados acima foram incubados durante
uma noite & 4°C. Na manh3 seguinte, as folhas foram incubadas com
anticorpos secunddrios durante 1 hora e montadas sobre laminas

revestidas com silano.

Cultura de pele embriondria in vitro. Embrides em
El13.5 foram removidos por dissecagdo do saco e o comprimento
coroa-traseiro foi verificado para assegurar idade de
desenvolvimento exata. A pele dorsal foi dissecada e, entéo,
cultivados durante até 3 dias conforme previamente descrito. FGF-9
humana recombinante (0-20 ng/mL, R&D Systems) ou EDAl (50 ng/mL,
R&D Systems) como um controle positivo foram adicionados em meios
de cultura. Em adicdo, o experimento de neutralizacdo de FGF9 foi
paralelizado com incubacdo com anticorpo anti-FGF9 (0-40 ug/mL;
MAB273, R&D Systems) . -Separacées epidérmica-dérmica foram

realizadas por incubacdo de amostras de pele em EDTA 20 mM a 37°C

durante 5 minutos. Os tecidos foram homogenizados em relagdo a ARN
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isolado ou coletados para ensaio de monte integral conforme
descrito acima. O numero de foliculos pilosos foi contado por mm?
em 3 campos diferentes de cada amostra e o valor médio foi

calculado.

Experimento de neutralizagdo em camundongos
adultos. A re-epitelizacdo de epiderme, indicada por descolamento
de sangue coagulado, era completa 10-12 dias depois de FTE. Um dia
depois de re-epitelizagdo completa, 50 uL de anticorpo de
neutralizacdo anti-FGF9 ou controle de isotipo IgG (MAB 003) em 10
ug/mL foram injetados diariamente logo abaixo da epiderme durante
4 dias consecutivos. Depois, entdo, os tecidos foram coletados no
dia 5, epiderme e derme foram separados usando solugdo de EDTA 20
mM e processadas para imunotingimento de KRT17 e a detecgdo de
atividade de fosfatase alcalina, respectivamente. O numero de
foliculos pilosos regenerados foi caracterizado com respeito a sua
densidade do lado de dentro da epiderme. O estdgio de
désenvolvimento dos foliculos pilosos foram quantificados conforme

previamente descrito.

Microscopia confocal in vivo. O processo dindmico
de caca de neogénese de foliculos pilosos, as mudangas de numero
de foliculos pilosos recém-formados foi quantificada wusando
microscdpio confocal in vivo (Vivascope 1500, Lucid). De maneira
breve, a &rea circundante de pele cicatrizada foi grampeada e
janela adesiva (Lucid) e gel de transmissdo ultrassdnica (Parker
Laboratory) foram aplicados sob anestesia quetamina/zilazina.
Novos foliculos pilosos poderiam ser visualizados e contados no
nivel subjacente a juncgdo epidérmica-dérmica. O numero foi medido
no dia 2 depois de re-epitelizacgdo e, entdo, a cada 3 dias durante

2 semanas.
Resultados

Expressio de FGF9 aumenta significativamente
depois de ferimento antes da neogénese de foliculos pilosos: Para
definir eventos moleculares responsaveis por neogénese de
foliculos pilosos seguindo o ferimento, os inventores compararam a
expressdo de genes em epiderme ferida logo depois de re-

epitelizacdo (1 e 3 dias depois de descolamento de sangue
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coagulado *SD”) a iniciac8o de neogénese de foliculos pilosos
(SDS) . Andlises de microensaio mostraram gqgue fator 9 de
crescimento de fibroblasto (Fgf9) era regulada de maneira

significativa a montante (4,2 vezes) antes da formagdo de germes
de foliculos pilosos. Os inventores analisaram adicionalmente
mudancas de expressdo de gene Fgf9 em epiderme re-epitelizada em
torno do momento da neogénese de foliculos pilosos por RTPCR
quantitativa (Figura 16A). A expressdo de gene Fgf9 aumentou de
maneira significativa depois de re-epitelizacdo até os estagios
iniciais de neogénese de foliculos pilosos quando a expressdo
diminui dramaticamente. Esses resultados mostram que Fgf9 &
regulada & montante na epiderme recém-formada logo antes da
neogénese de foliculos pilosos presumivelmente no momento quando

estiverem se especializando em linhagem de foliculos pilosos.

Inibicdo de Fgf9 diminui a neogénese de foliculos
pilosos. FGF9 é um ligante secretado com um papel conhecido no
desenvolvimento dos pulmdes, rins e gbnadas, mas ndo tinha sido
previamente implicado mno desenvolvimento ou regeneracdo de
foliculos pilosos. Entretanto, o receptor principal para Fgf9 na
pele, FGR3b, ¢é expresso na epiderme e é regulada a montante em
pele regenerada depois de ferimento. Para abordar a importancia de
Fgf9 na neogénese de foliculos pilosos seguindo o ferimento, os
inventores injetaram anticorpo de neutralizagdo de Fgf9 na pele
re-epitelizada diariamente durante quatro dias (Figura 16b, Tabela
2). Ferimentos tratados com anticorpos anti-Fgf9 mostraram uma
reducdo significativa de formagdo de novos foliculos pilosos
quando comparados com controles. Os foliculos pilosos Qque se
formaram em ferimentos tratados com anti-Fgf9 estavam em eétégios

imaturos de desenvolvimento (Figura 19).

Superexpre-sséo forcada de Fgf9 na nova epiderme
aumenta a formagdo de foliculos pilosos. Uma vez que O bloqueio
Fgf9 inibiu a neogénese de foliculos pilosos, os inventores
questionaram se niveis crescentes de Fgf9 no ferimento promoveria
a neogénese de foliculos pilosos seguindo o ferimento. Os
inventores usaram um camundongo transgénico indutivel por

doxiciclina (K14rtTAx TER-Fgf9-IRES-eGfp) para ter como alvo de
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maneira indutiva a expressdo de Fgf9 para a epiderme seguindo a
re-epitelizacdo de ferimento. A administracdo de doxiciclina de
SD1 a SD4 aumentou a expressdo de Fgf9 em 150 vezes (Figura 20)
comparado aos camundongos de controle tratados com doxiciclina.
Essa superexpressdo dirigida de Fgf9 para a epiderme, durante
quatro dias depois de re-epitelizagdo, conduziu a um aumento
marcante no numero de foliculos pilosos comparado aos controles

(Figura 16c, Tabela 2).

Tabela 2. Ensaio de neogénese de foliculos pilosos. O numero de
novos foliculos pilosos foi contado no Dia 5 depois de re-

epitelizacdo. NS: ndo significativo.

Numero de Nimero de
Experimento Camundongos foliculos pilosos Faixa Valor P
(média + DP) camundongos
Eliminagdo de Lck-cre; Fgfgfioxfiox 9,1+ 16,7 11 0-49 0.05
FGF9 em células T | Fgfgfoxfiox Fgigfox+ (Controle) 30,7 £ 34,0 15 1-131 <Y
K141tTA transgénicos duplos;
Suoerororessio TRE-Fgf9-IRES-eGp 168,2 + 117,1 12 2-189
pd o F(pEFg K14rTA transgénicos simples; <005
TRE-Fgf9-IRES-eGfp 64,8 + 50,3 21 26 - 431 ’
(Controle)
Tipo selvagem com 8 semanas
de idade (ferimento de 1,5 x 1,5 4344317 8 1.87
cmz) » R
Tipo selvagem com 24-40 NS
semanas de idade (ferimento
de 1,5 1,5 cm?) 36,7+ 24,5 6 1-76
Camundongos desprovidos de
células yST com 8 semanas de
Auséncia de idade (ferimento de 1,5x 1,5 9,8+ 10,1 13 0-27
: cm?)
Célutas ¥oT Camundongos desprovidos de
células yOT com 24-40 <0,01
semanas de idade (ferimento 7,8+ 137 8 0-39
de 1,5x1,5cm?)

Expressdo de Fgf9 se localiza em células )JT.
Para identificar a fonte de Fgf9 em pele re-epitelizada de
camundongos normais, os inventores imunotingiram segfes de pele de
pele cicatrizada antes de HFN. De maneira surpreendente, eles

constataram que células T epidérmicas suportando receptores de

células YT (DETC), que repovoam a epiderme, expressam Fgf9. DETCs
parecem ser a fonte primdria de Fgf9 na epiderme, com pouca ou
nenhuma contribuicdo de queratindécitos ou de outros residentes
epiteliais (Figura 17A). Dados prévios de expressédo de genes a

partir de queratinécitos basais (alfa-6-integrina-positivos)
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isolados por FACS mostram uma auséncia de expressdo de Fgf9 (papel
NAT BIOTech). Para confirmar adicionalmente a origem do Fgf9, os
inventores trataram epiderme de orelha nédo tratada com mIL-2 e
analisaram preparacdes de monte integral para expressdo de Fgf9d
por imunofluorescéncia. IL-2 induziu DETCs tingidas fortemente- com
anticorpos anti-FGF9, enquanto que queratindcitos adjacentes
exibiram tingimento de base (Figura 21).

Para determinar de FGF9 ¢é expresso de maneira
constitutiva por DTECs na pele ou regulados a montante seguindo a
estimulacgdo, DETCs foram isoladas a partir de ©pelo por
classificacdo de células e foram cultivadas in vitro com anti-CD3
e IL-2, conforme previamente descrito (havrem ref.). Niveis de
mARN de Fgf9 aumentaram em mais do que 10 vezes dentro de 4 horas,
seguido por diminuig¢3o aos niveis de linha de base dentro de 24
horas, (Figura 17B). Essa rédpida regulagdo a -montante contrasta
com o periodo de indugdo de 48 horas muito mais longo, necessdrio
para a expressdo de FGF7 e FGF10, dois fatores conhecidos a serem
secretados por DETCs durante o reparo de ferimento, e indica

mecanismos reguladores transcricionais distintos.

DETCs sdo essenciais para neogénese de foliculos
pilosos. Uma vez que Fgf9 media a neogénese de foliculos pilosos e
DETCs parecem ser a fonte primdria de Fgf9 em epiderme re-
epitelizada, os inventores formularam a hipétese de que DETCs
ativos repovoam o ferimento durante a re-epitelizacdo e secretam
FGF9 para induzir neogénese de foliculos pilosos. Para melhor
definir o papel de DETCs na neogénese de foliculos pilosos, oS
inventores estudaram camundongos Tcrg-/- que falharam em
desenvolver essas células.

Os inventores feriram camundongos de tipo
selvagem pareados por idade e camundongos Tcrd-/- em 8 ou 24-40
semanas e quantificaram a neogénese de foliculos pilosos. Conforme
relatado previamente, camundongos TCRd-/- mostraram leves demoras
no fechamento de ferimentos (dados ndo mostrados), mas a neogénese
de foliculos pilosos foi marcantemente diminuida. A quantificacgdo
de niveis de Fgf9 indicaram que Fgf9 eram consistentemente

despreziveis nos camundongos Tcrd-/-.
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Conforme mostrado na Figura 18, camundongos -/-
de 8 semanas e 40 semanas exibiram defeitos profundos em HFN, com
reducdes de > 80% em numeros de HFs comparados com camundongos wt
(18A,B, Tabela 2). Assim, numeros reduzidos de HFs em camundongos
-/~ refletem um verdadeiro defeito mna neogénese de foliculos
pilosos ao invés de cinética de resposta demorada.

As constatacSes acima suportaram a hipdtese de
que a ativacdo de DETCs seguindo o ferimento conduz a produgdo de
FGF9 e subsequente neogénese de foliculos pilosos. " Entretanto,
para abordar a questdo de que DETCs pode ter um papel na nedgénese
de foliculos pilosos diferente da produgdo de FGF9, camundongos

mutantes (lck-cre x Fgf9fiox/fiex)

portando uma eliminagdo do gene
FGF9, especificamente em células T, incluindo DETCs, foram
analisados para a neogénese de foliculos pilosos seguindo
ferimento. Andlises de rtPCR gquantitativas mostraram que esses
camundongos expressam baixos niveis constitutivos de FGF9 na pele
(Figura 22). Estudos de ferimento mostraram que esses camundongos

mutantes (lck_cre X Fgfgflox/fIOX)

exibiram uma dramdtica redugdo de
numeros de foliculos pilosos pds-ferimento comparavel aqueles
observados em animais TCRdA-/- (Figura 18E, Tabela 2).

Tomados em conjunto os resultados descritos acima
mostram que DETCs sdo contribuintes imunoldgicos essenciais para
neogénese de HFs através da produgdo de FGF9.

Em resumo, OSs 1inventores constataram que DETCs
sdo a fonte de FGF9. Além disso, as constata¢fes indicam que
eventos celulares e moleculares mais divergentes poderiam estar
implicados em HFN depois de ferimento, ndo exatamente a
recapitulacdo de desenvolvimento embriondrio, e fornecem evidéncia
adicional que sistema imune adquirido incluindo DETCs teria um
papel na regeneracgdo de tecido.

FGF9 e DETCs s3o criticas para HFN depois de
ferimento. A superexpressdo de FGF9 em epiderme re-epitelizada
resultou em aumento de formacdo de foliculos pilosos. Esses
resultados mostram que a manipulagdo de expressdo de FGF9 durante
a cicatrizacdo de ferimento ou depois de re-epitelizagdo poderia
ser uma abordagem util para desenvolver um novo tratamento para

perda de cabelos.
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Embora a presente invenc¢do tenha sido descrita
com referéncia a modalidades particulares, deve ser entendido que
essas modalidades sdo mefamente ilustrativas dos principios e
aplicacdes da presente invengdo. Portanto, deve ser entendido que
intmeras modificacBes podem ser realizadas em relagdo as
modalidades ilustrativas e que outras disposi¢Ses podem ser
vislumbradas, sem de desviar do espirito e do escopo da pfesente

invencdo, conforme definidos pelas reivindica¢des anexas.
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1. Composicao compreendendo um polipeptideo de

fator-9 de crescimento de fibroblasto caracterizado por ser para

uso no tratamento de perda de cabelo em um paciente ao administrar
a composigao a um paciente depois que a epiderme do paciente foi
rompida na regiao de perda de cabelo.

2. Composicao compreendendo um polipeptideo de

fator-9 de crescimento de fibroblasto caracterizado por ser para

uso no tratamento, inibigcdo ou supressdao de um disturbio de pele
degenerativo em um paciente depois que a epiderme do paciente foi
rompida na regiao do disturbio.

3. Composigcao compreendendo um polipeptideo de
fator-9 de <crescimento de fibroblasto e um polipeptideo wnt

caracterizada por ser para uso no tratamento de perda de cabelo em

um paciente.
4. Composicao, de acordo com a reivindicagcao 1 ou

3, para uso como definido na reivindicagdo 1 ou 3, caracterizada

pelo fato de que a perda de cabelo é devida a alopecia
androgenética (AGA).
5. Composigao, de acordo com a reivindicagao 4,

para uso como definido na reivindicacédo 4, caracterizada pelo fato

de que a AGA é calvicie padrao masculina.
6. Composigcao, de acordo com a reivindicagao 4,

para uso como definido na reivindicagao 4, caracterizada pelo fato

de que a AGA é calvicie padrao feminina.
7. Composicgao, de acordo com a reivindicacgao 1 ou

3, para uso como definido na reivindicagdo 1 ou 3, caracterizada

pelo fato de que a perda de cabelo é o resultado de uma lesao de
pele.
8. Composicao, de acordo com a reivindicagao 1 ou

3, para uso como definido na reivindicagcdo 1 ou 3, caracterizada

pelo fato de que a perda de cabelo ocorre no couro cabeludo ou
sobrancelha do paciente.
9. Composicao, de acordo com a reivindicagcao 1 ou

3, para uso como definido na reivindicagdo 1 ou 3, caracterizada

pelo fato de que a perda de cabelo ocorre no tecido da pele com

cicatriz do paciente.

Peticéo 870170096796, de 11/12/2017, pag. 8/9
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10. Composicao, de acordo com qualgquer uma das
reivindicagbdes 1 a 9, para uso como definido em qualquer uma das

reivindicagbdes 1 a 9, caracterizada pelo fato de que a etapa de

administracdao é realizada 3-12 dias apds a etapa de rompimento.
11. Composigao, de acordo com qualquer uma das
reivindicacgdes 1 a 10, para uso como definido em qualquer uma das

reivindicagdes 1 a 10, caracterizada pelo fato de que a etapa de

rompimento é realizada expondo-se a regido da perda de cabelo a um
estimulo mecédnico ou gquimico.

12. Composicao, de acordo com qualgquer uma das
reivindicagdes 1 a 11, para uso como definido em qualquer uma das

reivindicagbdes 1 a 11, caracterizada pelo fato de que a etapa de

rompimento é realizada expondo-se a regido da perda de cabelo a
radiacao.

13. Composigcao, de acordo com qualgquer uma das
reivindicagdes 1 a 12, para uso como definido em qualquer uma das

reivindicagdes 1 a 12, caracterizada pelo fato de que a etapa de

administracao é através de administracao tépica.
14. Composigao, de acordo com qualquer uma das
reivindicagdes 1 a 12, para uso como definido em qualquer uma das

reivindicagbdes 1 a 12, caracterizada pelo fato de que a etapa de

administracao é através de administracao subepidérmica.
15. Composigao, de acordo com a reivindicacgao 2,

para uso como definido na reivindicagao 2, caracterizada pelo fato

de gque o disturbio de ©pele degenerativo ¢é hiperqueratose,
hiperpigmentacao, despigmentacao, atrofia, calcinose,
circunscrita, cutis, coldéide milio, degeneracao da pele, NOS de
dermatose senil, calcificacao subcuténea, ou granuloma anular.

16. Composicédo, de acordo com a reivindicagao 3,

para uso como definido na reivindicacédo 3, caracterizada pelo fato

de que o polipeptideo wnt é um polipeptideo wnt7.

Peticéo 870170096796, de 11/12/2017, pag. 9/9
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RESUMO

“COMPOSIGAO COMPREENDENDO UM POLIPEPTIDEO DE FATOR-9 DE
CRESCIMENTO DE FIBROBLASTO”

A presente invencdo fornece métodos para trétar
perda de cabelos, tratar, inibir ou suprimir um distﬁrbio.de'peie
degenerativo, tratar alopecia androgenética (AGA), gerar novos
foliculos pilosos (HF) e aumentar o tamanho de HF existentes. Os
métodos compreendem rompimento epidérmico ou administracédo de wnt;
e administracio de um polipeptideo de fator-9 de crescimento de
fibroblasto ou de outro composto gque regule & montante é

sinalizacdo de gene sonic hedgehog.
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