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DANTE DERIVADO DA CELULA EPITELIAL.
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Resumo: (max. 150 palavras) @

A presente invengdo diz respeito a um processo para a preparacao de uma
composigao para regular O crescimento do cabelo compreendendo um sobrenadante deri-
vado a partir de uma cultura de células epiteliais que compreende um factor estimu—
lante de crescimento com caracteristicas de mitogenicidade para células da papila
dérmica, mitogenicidade para células 3T3, perda de mitogenicidade para células epi-
dérmicas, e um peso molécular maior do que cerca de 3.000 D; e um veiculo farmacéu-
ticamente aceitéavel.
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PROCESSO PARA A PREPARAGAO DE UMA COMPGSIGAO PARA REGULAR
0 CRESCIKENTO DO CABELO COWMPREENDENDO UM FACTIOR DE CRESCI~-
MENTO SOBRENADANTE DERIVADO DE CELULA EPITELIAL

CAMPO TECHICO

A presente invencHo diz respeito a novas
composicBes que regulam o cresclmento do cabelo.

TECHICAS ANTECEDENIES DA INVENGAO

A sociedade em geral continua a ligar um
estigma & perca de cabelo. O desejo de ter uma cabega cheig
de cabelo saudavel tem resultado numa variedade de aproxi-
maglo atcura" de calvicie. A investigacHo do bolbo capilar
encontra-se entre a variedade de estudos de crescimento do
cabelo que tem sido referido na literatura especializada.
Existem duss caracteristicas essenciais do foliculo capi-

lar . Bstas incluem os epitelios e um compartimento dérmico
especializado chamado papila dermics. Os epitélios dgo ori-
zem as celulas de rais (gtem cell) epidéermicas que por sua
vez dHdo origem a bainha da raiz exfterior, dando origem a
célula mat»iz, que da origem a bainha de raiz interior e
fibra de cabelo. O tamanho da papila dérmica esta relacio=-
nado com o tamanho do foliculo ¢apilar , e o tamanho do
foliculo ests relacionado com o comprimento do cabelo pro-
duzido. Por exemplo, foliculos de cabelo terminais no cou-
ro cabeludo em individuos cabeludos sfo mais compridos e
produzem cabelo comprido e espesso. Estes foliculos coniém
papilas dérmicas grandes. Bm contraste, os foliculos lanu-
ginosos vulgarmente observadogs num couro cabeludo careca
s8o pequenos e produzem cabelo curto e fino. Lstes folicu~
los lanuginosos contem papilas dermicas pegquenas. Observa=-
¢Bes semelhantes que dizem respeifo ao relacionasmento entre
o tamanho da papila e o foliculo capilar , e em ultima a-
nalise com o crescimento do cabelo, tem sido feitas com a-
nimais com pelo. Oa factores especificos que regulam o tama-
nho da papila dérmica podem em ultima andlise regular o
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crescimento de cabelo.

0 Pedido de Patente Europeia ne 0.215.274,
Bisinger, atribuido ao Hemorial Hospital para Cancro e Doen
gas Congéneres, publicado em 25 de liargo de 1987, expde &
sonicaclo das celulas epidérmicas*para extrair os materiais
intracelulares, Também S0 expostos métodos para melhorar o
sarar de feridas, regenerar a epiderme, e melhorar o cres-
cimento de cabelo atraves da aplicagBo de um extracto de
céluls epidérmica.

Eisinger, il., S. Sadan, I.A. Silver e R.B.
Flick, (largo, 1988) "Growth Regulation of Skin Cells by
Epidermal Cell- Derived Factors: ImplicagBes para Sarar Fe-)
ridas", Procedures of the National Academy of Sciences,
Vol. 85, ppe 1937-1941, expde um factor de crescimento de-
rivado de ceélula epidérmica derivado por sonicacBo das cé=
lulas epidermicas ou de um sobrenadante isento de células.
0 factor tem as seguintes caracteristicas: 1) ¢ directamen-
te mitogénico para células epidérmicas; 2) n#o € directamen
te mitogénico para células 3T3; 3) inibe directamente & &=
ctividade metabolica de fibroblasto; e 4) tem um peso molem
cular aproximgdo de 1000 daltons.

0 Pedido de Patente Mundial 89/07425, Sa=-
ckier, Wood, Krishnan e Wigginton, atribuido a Genethics
Ldt., publicado em 24 de Agosto de 1989, reivindica um un~-
guento, logHo, pomada ou gel conbtendo celulas epiteliais de
amnio e extractos de tais células epiteliais dispersos num
veiculo farmacéuticamente aceitavel. '07245 expde além dis-
g0 que uma tal composiglo pode ser usada para estimular o
foliculo capilar e cregcimento de cabelo.

Objectivos da Presente InvencHo

B um objectivo da presente invengH#o fornece
composicdes para regular o crescimento de cabelo.

E também um objectivo da presente invenc#o
fornecer composigles para regular o crescimento do cabelo
que s#o adequadas para aplicacgHo tépica.

e
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E tambem umdbjectivo da presente invenclo
fornecer composig¢Bes para regular o crescimento de cabelo
que s8o adequadas para aplicagHo através de uma injeccHo
cutanes

¥ também um objectivo da presente invenctio
fornecer metodos para regular o crescimento de cabelo que
compreendem a8 aplicagliom pele ou Dpelo de um mamifero de
uma compogic¢8o topica. |

E também um objectivo da presente invenglio
fornecer metodos para regular o crescimento de cabelo que
compreendem a injecgHo cutanea de uma composicHo.

SUMARIO DA INVEHGAO

A pregente invencfio diz respeito a uma coms
posigHo para regular o crescimento de cabelo compreendendo
una quantidade gegura e eficiente de um sobrenadante deri-
vado o partir de uma culbtura de celulas epitelimis, de pre-
ferencia celulas epiteliais proliferativas , que compreendem
um factor estimulador de crescimento com caracteristicas
de mitogenicidade para celulas da papila dérmica, mitogeni=
cidade para células 373, falta de mitogenicidade para célu-
las epidérmioas, e um peso molecular superior a cercsy de
3.000 daltons; e um veiculo farmacéuticamente aceitavel,

DESCRIGAO DETALHADA DA INVENGAO

Tal como ¢ aqui usada, "mitogenicidade" si-
gnifica a capacidade para estimular crescimento (mitose)
nas celulas.

Tal como & aqui usado, "regular o crescimen
to de cabelo" significa induzir a formagHo de um maior nu~
mero de madeixas de cabelo, e/ou aumentar o didmetro da ma-
deixa de cabelo, e/ou aglongar a madeixa de cabelo, e/ou evi
tar, retardar, ou controlar o processo de perca de cabelo.

Tal como & aqui usado, "celulas proliferati
vas" significa células sofrendo mitose.

Tal como é aqui usado, "células epiteliaig"
refere-ge as celulas que cobrem todas ag superficies descom
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bertas, cutaneas, mucoses, e serogas, incluindo as glandu-
las e outras estruburss delas derivadas, por exemplo, cor-
nec , esofagics, epiderenciz e células epiteliamis de foli-
culog  pilosos mas nfo incluindo células epitelimis de
amnio. Tais células podem ser células nfo -malignes normais
ou células transformadas/imortalizadas.

Tal como € aqui usado, "células epiteliaisg
de foliculos ‘pilosos " yvefere-ge a células epiteliais que
envolvem a papila dermica no foliculo piloso ., por exem~
plo, células bage, bainha da raiz exterior, células matriz,
células de bainha de raiz interior. Tais células podem ser
células ngo-malignea normeis, ou células transformadas/imor
talizadas.

fal como 6 aqui usado, "oélulas epidérmicas
refere-se a células epiteliais na epiderme. Tais celulas po
dem ser celulas nfo-malignas normais, ou ceélulas transfor-
madas/imortalizadas.,

Tgl como & aqui usado, "epiderme" refere-se
a camada celular continua estratificada queratinizante que
abrange todo o organismo e termina em orificios corporais
nas jungdes mucocutaneas, mas n¥o imcluindo as células epi-
teliais do foliculo piloso. .

Tal como & aqui vsado "aplicacHo tépica" si
gnifica colocar directamente ou espalhar sobre a pele exte-
ricre

Tal como & aqui usado, "ecelulas transforma=
das" refere-se a celulas que se converteram espontineamente
a um estado de crescimento ilimitado, isto é, adquirirem a
capacidade de crescer através de wn numero infinito de divi
s8es em cultura.

Tal como ¢ aqui usado, "ecélulas imortaliza=
das" refere-se a células que foram alteradas por meios qui»
micogs e/ou meiog recombinantes tais que a célula tem s ca-
pacidade de crescer atraveés de um nimero indefinido de divi
sBes enm cultura.

-
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Tal como é aqui usado, "injeccHo cutanea"
significa a introducBo de uma substancia imediatamente por
de baixo ou para dentro da pele por uma agulha hipodérmica.

Tal como € aqui usado, todas as percentagen
sfo em peso a nflo ser que seja especificado o contrario.

As composigBes da presente invencgBo com~

preendem um factor de crescimento derivado de célula epite~

lisl que estimula a actividade de mitogénica da célula da
papila dérmica e aumenta o crescimento de cabelo. Além da
respectiva mitogenicidade das celulas da papila dérmica,our
tras caracteristicas do factor de cregeimento incluem 1)
mitogenicidade para células 373, 2) uma falta de mitogeni-
cidade para celulas epidérmicas, 3) um peso molecular supe-
rior a cerca de 3.000 daltons, 4) sensibilidade a quimotrid
psina, e 5) retem 90% até 40% de mitogenicidade para célu-
las da papila dérmica a seguir a exposicHo a temperaturas
de 5028C e 1009C, respectivamente, durante ums hora.

0 factor de crescimento de cabelo derivado
de célula a ser utilizado na presente invengHo pode ser ob+
tido atraves da cultura de células epiteliais em meio nu~
triente seguido da separaclio do sobrenadante de tais cultu-
ras, centrifugando ¢ sobrenadante para remover células e
fragmentos de células, e concentrando e dialisando o sobre-
nadante pars isolar substancias que tem um peso molecular
aparente de cerca de 3.000 D.

0 concentrado isento de células assim obti-
do contem o factor de crescimento de cabelo derivado de cé
lula epitelial tendo um peso molecular aparente de cerca de
3.000 D. Este factor de crescimento de cabelo € entHo in~
corporado nas composicdes de acorde com 8 invencle juntamen
te com um veiculo adequado. Alternativamente, o concentradd
isento de ceélulas a seguirté diélise, pode ser seco, de prs
ferencia por criodessecagem, antes da incorporacfio nas com-
posigBes de scordo com a invengHoe

Embora o factor de crescimento de cabelo

8
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tenha um peso molecular aparente de cerca de 3,000 D. jul=-
ga~se que cerftos fragmentos derivados do factor de cresci=-
mento de cabelo podem também mostrar actividade na regula=-
¢io do cregcimento de cabelo.

De acordo com umg concretizag#o preferida
da invenc#o, o sobrenadante de cultura de celule epitelial
isento de células ¢ concentrado em pelo menos 40 até 50 ve-
zeg, de prefergncia pelo menos 100 vezes, para fornecer um
concentrado contendo o factor de crescimento de cabelo, ten
do un nivel de pro%e{na n#o superior a 10 mg/ml, de prefe-
rencia 2 até 3 mg/ml.

A quantidade de factor de crescimento de
cabelo a ser incorporado com um veiculo adequado em compo=
gic¢les para utilizacHo tépica pode variar largamente, mas
em geral, uma quantidade expressa como prote{na a partir
de cerca de 0,00001% ate cerca de 20%, de preferencia a pax
tir de cerca de 0,001% ate cerca de 10%, de maior prefergnr
cia de cerca de 0,01% ate cerca de 5% por peso da composi-
gho fornecera uma dose adequada de factor de crescimento
para a pele a seguir a aplicacgHo topica.

4 quantidade de factor de crescimento de cg
belo a ser incorporada com o veiculo adequado em composi=-
¢Oes para injecgdes cutaneas pode variar largamente, mas
en geral, uma quantidade expressa como uma proteina de a
partir de cerea de 0,00001% ate cerca de 10%, de preferen-
cia a partir de cerca de 0,001% até cerca de 10%, de maior
prefergncia a partir de cerca de 0,01% ate cerca de 10%,
por peso da composicHo, fornecera uma dose adequada de face
tor de crescimento de cabelo para = area de alvo a geguir
a injecgBo cutanen.

Os exemplos que se seguem pretendem ilus-
trar o processo para obtengHo do factor de estimulacHo de
crescimento quando aplicada & uma asmostra particular. Eles
nio pretendenm limitar o inventos.
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BXEHPLO T
Preparacio do Factor de Estimnlac¥o de Crescimento Derivadd
de Geélula Epidérmica
As células epidérmicas de prepucio humano
sfo preparadas de acordo com o método de S. . Boyce ¢ R.
Ge Ham (J Tissue Culture Meth 9, 83-93, 1985) com as seguin
tes modificacBes. Apés o tratamento do prepﬁcio com coltge=
nase, 8 epiderme'é colocada em 0,0125% de tripsina em solu-
gHo salina tamponada com Hepes. A epiderme ¢ entfo tritura-
da para libertar células epidérmicas individuais. hs célu-
las epidérmicas crescem num meio de culbura de ceélula de
KGH (Clonetice;# 3001). As células epidérmicas sfo subcul-
tivadas usando 3,0 Unidades/ml de dispase a 37°C até que ag
células se Separem das superficie. KGM ¢ entfo adicionado
numa razio volumétrica de 5:1 em relaclio a dispase. A sus-
penstio das celulas ¢ entHo transferida para um tubo conico
e centrifugada g 200 x G durante 5 minutos. Ag ¢élulas sBo
ressuspensas com KGII fresco para formacio de placas. AS cé-
lulas s#io desenvolvidas para a passagem #2 na qual sHo en~
xaguados e o meio de cultwra mudado para 'Meio Basal de
Queratindcitos'(meio que n#o contém extracto de pituitéria
nem os factores de crescimento que se seguem, hormalmente
presentes no meio de cultura, incluindo, hidrocortisona,
insulina, e factor de crescimento epidérmico; KB Clonetics
#3101). As células epidermicas sfo incubadas neste meio atd
cerca de 48 horas momento no qual o meic cultura ¢ decanta-
do. Bste meio ('ileio Definido Condicionado!) ¢ entfo centril
fugado a 100,000 x G durante 30 minutos. O meio & fraccio-
nado e concentrado atraves de ultrafiltracfo usando um fil-
tro Amicon Centricon-3 tendo uma selecglio (cutoff) de peso
moleculaxr de cerca de 3.000D, O retido, tendo um peso mole=
cular maior do que cerca de 3.000 D, contera toda a activi-
dade do factor de crescimento tal como determinado no en-
saio do mitogéneo de célula da papila dérmica abaixo, em
que nfio havera actividade no filtrado que contem material

—8-
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tendo um peso molecular menor do que cerea de 3.000 D.
Id
iMetodos alternativos para £fraccionamento e
concentrac#o do meio condicionado podem incluir a didlise

de peso molecular, seguida da liofilizaglo do meio, e fi-

nalmente a reconstituig8#o do meio num tamp¥o adequado.
BABMPLO IT

Preparac8o do Factor Bgtimulante de Crescimento Derivado dé

Céluls Bpitelial de Foliculo Humano

0s foliculos caplilares séo obtidos a partiy
de biopsias de couro cabeludo. Os foliculos sZo cuidadosa~-
mente dissecados e imersos no Meio de Eagle modificado por
Dulbecco (DMEM) tamponado €om:HEPES 25mil (gcido H-2-hidro-
Xietilpiperazino-ﬂ'-2-etanossulf6nico) e complementado com
antibioticos tal como descrito por H~J Stark et al (Diffe-
rentiations 35, 236-248, 1987). Os foliculos sfo transferid
dos para uma placa de culbtura de tecido de 35 mm conbendo
o mcima mencionado meio. O meio ¢ entfo aspirado e og foli-
culos cobertos com 0,1% de tripsina (1:250) e 0,02% de EDTA
em solugBo salina tamponada com fosfato (PBS) sem calcio ou
magnesio e incubado durante 10 minutos a 379C. ¥ obtido umg
unica suspens#io de células pipetando vigorosamente os foli-
culos em DUEM suplementado com 10% de soro de vitelo acaba=-
do de nascer., Caso seja necessério, os foliculos s#o sequen-
cialmente tratados outra vez com tripsina. A sugpensfo de
células € colhida e centrifugada a 200 X G durante 10 minu-
tos. As ceélulas sHo enxaguadas mais uma vez em DIEM sem so-
ro. AS células epiteliais s#Ho desenvolvidas num meio de culj=
tura de célula de KGM (clonetics: #3001). Células epiteli~
ais s¥o subcultivadas usando 3,0 Unidades/ml de dispase a
379C até as células se soltarem da superficie. Xl ¢ ent#o
adicionado numa raz8o volumetrica de 5:1 em relagfo a dispa-
se. A suspensfio de celulas € ent¥o transferida para um tubg
conico e centrifugada a 200 x ¢ durante 5 minutos. As célu-
las g8o ressuspensag com KGI fresco para formacHo de pla=




(-

Meod. 71 - 20.000 ex, - 90/08

10

16

20

25

30

35

na, insulina, e factor de crescimento epidérmico; KBM Clo-

linsaio do Qitégéneo de Célg}a da_Papila Dermics
Ae Preparaclio de Celulas da Papila Dérmica do Couro Cabells

Case 4276 E;'“W :

7
H

£
1

§ 26,86 1992 j -
e

cas. As celulas desenvolvem-ge para a passagem #2 alturs
el que as células sfo enxaguadas e o meio de cultura muda~
do para 'Meio Definido! (meio que ndo contém extracio de
pituitaria nem os factores de crescimento gseguintes, normall-
mente presentes no meio da cultura, incluindo hidrocortigo-

netics #3101)., As células epiteliais sfio incubadas neste
meio ate cerca de 48 horas altura em que o meio de culturas
¢ decantado. Este meio ('Meio Definido Condicionado!) & end
t8o centrifugado a 100,000 x ¢ durante uma hors. O meio &
fraccionado e concentrado atraves de ultrafiltrac8o usando
um £iltro Amicon Centricon-3 tendo uma selecgBo de peso mo-
lecular de 3.000 D. O retido tendo um peso molecular maior
do que 3.000 conters todas & actividade do factor de cres-
cimento tal como esta abaixzo determinada no ensaio do mito-
geneo de célula da papila dérmica, onde n¥o havers actividee
de no filtrado que contém o material tendo um peso molecu~
lar menor do que 3,000 D.

Métodos alternativos para fraccionar e con
centrar o meio condicionado podem incluir a dialise do meio
contra uma membrana tendo uma seleccgBo especifica de peso
molecular, seguido da liofilizag¢Bio do meio, e finalmente g
reconstituicBo do meio em cultura adequada.

EXENMPLO IIT

do Humano

As celulas da papila dérmica do couro cabe-

ludo humsno (PDh) sfio preparadas usando um procedimento mo-
dificado de metodologias existentes (4.G. Messenger, Br J

Dermatol 110, 685-689, 1984; e Ce Ae Be Jahoda e Re Fo 0li-

ver, Br J Dermatol 105, 623-627, 1981; e C. A. B. Jahoda e

R+ F. Oliver, J Embryol Exp Morph 79, 211-224, 1984). A pe-

le do couro cabeludo humano & obtida @ partir de uma cirur-

gia de redugHo do couro cabeludo e colocada em iieio de

=10~
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; |Zagle modificado por Dulbecco esteril e gelado/F-12 (1:1)
contendo 20% de soro de feto de vitelo e antibioticos. Has
A8 horas apés cirurgia, a pela é dissecada, a gordura Iemo=
vida, © foliculos de cabelo individuais colhidos e coloca-
5 |dog em meio Chang gelado (Hana Biological 41101-058) conten
do 10% de soro de yitela definido de Hyclone (Hyclone Lab

¢ A=2151-1) 3 ( 'Chang Completo!). Cortam-se os bulbos e s#o
microdissecados para obter a papila dérmica. S8o colhidas
dez papilas dérmicas desbe modo, transferidas para um Fubo
10 |conico esteril contendo 2 ml de meio Chang completo, e cen-
trifugadas a 200 x G durante 5 minutos. O meio ¢ aspirado e
J' as papilas dérmicag sHo ressuspensas em 2 ml de Chang com-
pleto contendo Gologenase Tipo IV a 65 Unidades/mle A cOLO=
genase & preparada com uma reserva de 1mg/ml em goluglio sa=-
; 16 |lina tamponada com fosfato. Apés 30 minutos a 379C num ba-
‘ pho de dgua em agitagHo, as papilas dérmicas sfo colhidas
por centrifugaclo a 200 x ¢ durante 5 minutos. O grio de par
pila é enxaguado vma vez em Cheng cowpleto e é transferido
para um unico alvéolo (2,0 cm?) de uma placa de 24 alveolos
oo |(Linbro 4 76~033-05) contendo 0,5 ml de Chang completo e in
cubado a 372C numa atmosfera humidificada contendo 5% de
GOy

Mod. 71 - 20.000 ex. - 90/08

H Logo que se observe O crescimento a partir
{ . do transplante (geralmente +ros dias), o meio de cultura e
I o5 |substituido 78 vezes por semans. A medida gue as células
Q ge tornam confluentes, as células s#o removidas com 0,25%
H de tripsina em SolugHo de ggl Bquilibrada de Dulbecco € SHO
transferidos para um frasco de cultura de células I-25 de
25 cm? (Passagemn 4 1) contendo 5 ml de Chang completc. AS
celulas PDh da Pgssagem # 3 af8o usadas nos ensaios promoto=
res de crescimento. Cada passagen representa um gumento
tros vezes aproximado em nimero de células da papila dermi-
cae
B. Ensaio do Uitogéneo de Célula da Papila Dérmica

0 metodo que se segue $ uma medida de acti-
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vidade mitotica das células da papila dérmica e pode ser
usado para detectar factores de crescimento (M. B. Sporn e
A. B. Roberts, Nature 332, 217-219, 1988). Celulas da papi-
la dermica humana s¥o plaqueadas para 20 - 40% de confludn-
cia em mistura 1l:1 de Chang Completo e lieio de Eagle modifil
cado por Dulbecco ('DMEM' rico em glucose) contendo 15% de
soro de feto de vitelo e antibioticos ('DEEW' Gompleto). Ho
dia seguinte o meio € mudado para DIMEI Completo. o dia sew
guinte o meio € mudade para DEEM contendo 0,5% de soro de
vitelo fetal. Durante as Ultimas quatro horss de ums incu-
baglio de 24 horas, as células sfo incubadas com (metil=3=H)
~timidina. Este ponto represents s actividade mitotica de
linha base dag células da papila dérmica. As células radio-
-marcadas s#o entfio solubilizadas numa solugHo contendo
0,1% de dodecilsulfato de sodio, EDTA 0,05mil, e Trigs 1,0mi
pH 8,0, O ADW radio-marcado precipitavel por deido triclo-
roacetico e etanol ¢ determinado e normalizado para o teor
total de ADN celular na amostra (J. Lebarca e K. Paigen,
Analyt Biochem 102, 344-351, 198C).

As célulag da papils dermics que permanecem
s#io entlo expostas a (a) DMEM Completo fresco (controlo po-
sitivo) (b) DHEM fresco contendo 0,5% de soro de feto de vi
telo (controlo negativo), (c¢) mistura 1:1 de DMEM fresco
contendo 0,5% de soro de vitelo fetal e lleio Definido Condi
cionado, ou (d) mistura 1:1 de DMEM fresco contendo 0,54 de
soro de vitelo fetal e ieio Simulado Condicionado. O meio
usado em (c¢) e (d) ¢ ajustado para uma concentraclo final
de soro de vitelo fetal de 0,5% e CaCl, 1,0 mil antes de se
adicionar as ceélulas PDh. Durante as ultimas quatro horas
de uma incubagZo de 24 horas as celulas sfo incubadas com
(metil-3-H)-timidina. As ceélulas s8o processadas ADN radio-
-mareado precipitével por acido e etanol tal como acima des
crito para a medigHo da linha base,

Os resultados mostram que o ieio Definido
Condicionado induz um aumento significativo em incorporagHo
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de timidina em relacg8o ao controlo simulado.
BIEMPLO IV
Ensaio de Mitogéneo de Célula 313

0 ensaio de mitogéneo de célula 3T3 & basea
do no ensaio degerito por Scher, C. D., et al. Hature 281,
390-392, 1979; Cohen, S. e Carpenter, G. Proc Hat Acad Sci,
Uss 72, 1317-1320, 1975; e Gospodarowicz, D T Biol Chem 250},
D J Biol Chem 250, 2515=-2520, 1975.

As celulas 373 de Balb/c sfo plaqueadss e
crescem numa placa de cultura de tecido de 24 alveolog em
ilelo de Eagle modificado por Dulbecco (DMEM +10% de soro de
vitelo acabado de nascer. O meio ¢ mudado trés vezes por se
mana até a confluéncia, altura em que o meio é mudado para
DUEM + 0,5% de soro. Apos a mudanga do meio uma vez durante
as 48 horas seguintes os alveolos sfo divididos em grupos
de alvéolos triplicados. o Grupo I, | °H| ~timidina ¢ adi-
cionada durante as Ultimas 4 horas do periodo de 48 horas e
subsequentemente processada para & incorporaclo de timidina
no ADN celular ('Controlo de Linhs Base no liomento Zero!).
o Grupo II, o meio & mudado para DMEM + 0,5% de soro e as
células incubadas por mais 24 horas, radio-marcadas e pro=
cessadas tal como descrifo ('Controlo Hegativo'!). Ho Grupo
III, o meio ¢ mudado para DMEM + 10% de soro e as celulas
incubadas por mais 24 horas, radio-marcadas e processadas
tal como descrito ('Controlo de Soro Positivo'). No Grupo
IV, o meio e mudado para uma mistura 1:1 de DUEM + 0,5% de
soro e llelo Definido Condicionado. Antes de misturar os
dois meios, o meio condicionado é ajustado para 0,5% de so-
ro e CaCl, lmi. Ao fim das 24 horas de incubagHo, as célu-
las s#o radlo-marcadas e processadas tal como descrito. No
Grupo V, o meio é mudado pars ums mistura 1:1 de DMEM + 0,5
de soro e meio simulado. Antes de misturar og dois meios, o
meio simulado & ajustado para 0,5% de soro e CaC12 Inmii. Ao
fim das 24 horas de incubacBo, as celulas sfo radio-marca=
das e processadas tzl como desgrito.
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Os dados dai resultantes mostrarfo que o
lieio Definido Condicionado induz um gumento significativo
na incorporacfo de timidina em relac8o ao controlo simula-
doe

BEXRBIPLO V
Ensaio do Mitogéneo na Célula Epitelial

As celulas epiteliais do prepﬁcio humano e
meio condicionado s#Ho preparados tal como préviamente des~
crito., Para o ensaio de mitogéneo, as celulas epiteliais na
passagem # 1 sHo separadas com dispase plaqueadas a 10-25%
de confluencia em cada placa de 8 alveolos (8 cm2) em meio
KGM completo. O meio ¢ mudado trés vezes por semana ate que
se atinja aproximadamente 70% de confluéncia. As células
s8o mantidas neste meio durante cinco dias adiéionais para
reduzir a actividade mitogénes e causar depleglo do meio da
respectiva actividade do factor de crescimento. Durante as
ultimas quatro horas desta incubacio, (metil—BH)—timidina é
adicionada a um conjunto de tres alvéolos ('actividade mitok
tica de linha base). Ho fim do per{odo de incubagfio de qua~
tro horas, as celulas s#Ho enxaguadas e solubilizadas numa
soluglo contendo 0,1% de dodecil sulfato de sdédio. EDTA,
0,05mi e Tris 1,0 mll pH 8,0. O ADN radio-marcado precipitd-
vel por acido tricloroacético e etanol/éter é determinado
e normalizado para o teor total de ADN celular na amostra.
Para as células que permanecemn, apés g incubacfo de cinco
dias, o meio ('meio velho') é removido e guardado. A um con
junto de tres alveolos é novamente adicionado o meio velho
('controlo negativo'). A um segundo conjunto de alvéolos &
adicionado KGi fresco ('controlo positivo!). A um terceiro
conjunto de alveolos, uma migstura 1:1 de meio velho e meio
definido condicionado é adicionada (tteste'). A um quarto
conjunto de alvéolos uma mistura 1:1 de meio velho e meio
condicionado simulado € adicionada ('controle simulado').
Durante ag ultimas guatzo horas de uma incubacfo de 24 ho-
ras, as células sfo incubadas e radio-marcadas com timidina

-
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tal como acima descrito.

Os resultados dai resultantes mostrarfio que
o Meio Definido Condicionado n¥o contém factores que s#o
mitogénicos as ceélulas epiteliais humanas relativamente so
controlo simulado.

BXEMPLO VI
Sensibilidade as Proteases

A. Sensibilidade a Protease: Tripsina

0 meio condicionado derivado a partir das
ceélulas epidérmicas do prepﬁcio ¢ preparado tal como previa
mente descirito. O meio e tratado com tripsina tipo III (Si-
gma T-8253) numa concentracHfo final que pode ir até 100
pg/ml a 379C durante cerca de quatro horas. E ent#o adicio-
nado inibidor de tripsina de soja tipo I-S (Sigma Y~9003)
para uma concentragfo final de 1 mg/ml. A mistura é entdo
centrifugada a 20000 G durante trinita minutos, decantada,
esterilizada por filtragem. Este meio é testado no ensaio
do mitogeéneo da célula da papila dérmica. Os dados moshram
gque a actividade de mitogenicidade do meio condicionado n#o
¢ afectads pelo tratamento com tripsina em relacgBo a um con
trolo que & tratado identicamente mas sem tripsina.
B. Sensibilidade 8 Protease: Quimotripsina

0 meic condicionado derivado & partir de cd
lulas epidérmicas Go prepucioc é preparasdo 4al como anterior
mente descrito. O meio é tratado com quimotripsina tipo I-S
(Sigma C~7762) numa concentracfo final que pode ir até
100 pg/ml & 37¢C durante até cerca de cinco horas. 0 inibi-
dor de tripsina de soja tipo I-S (Sigma Y=~9003) € eniBo adi
cionado para uma concentragfo final de 1 mg/ml. A mistura ¢
entfo centrifugada a 20000 G durante trints minutos, decan-
tada e esterilizada por filitragem. Zste meio e testado no
enaaio do mitogeéneo da célula da papila dérmica. Os dados
mostram que @ actividade de mitogenicidade do meio condicio
nado decresceu significativamente no que diz respeito ao
controlo que é tratado identicamente mas sem quimotripsina.

-15=
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BXELPLO VII
Sengibilidade ao Calor

0 meio condicionado derivado das células e-
pidérmicas do prepﬁcic é preparedo tal como anteriormente
descrito. O meio e dividido em aliquotas e aquecido em bg-
nho de agua a 502C, 609C, 709C, 809G, ou 1009C durante trir=
ta minutos. O meio também ¢ mantido num banhe de gelo duran-
te trinta minutos. Apés este per{odo, o meio e centrifuga=-
do & 20000 G durante trinta minutos, decantado, e esterili-
zado por filtragem. Este meio é testado no ensaio do mito-
géneo da célula da papila dermica, Os resultados mostram
que ha um declineo linear da actividade do factor de cres=-
cimento de cerca de 90% ate cerca de 40% apés o meio condi-
cionado ser squecido entre cerca de 5092C e cerca de 802C.
A actividade do factor de crescimento permanece a cerca de
40% entre cerca de 80% e cerca de 1009C.
ComposicgBes Reguladorag do Cregeimento do Cabelo

A presente invengfio diz respeito a composi=-
¢Bes para regular o crescimento de cabelo compreendendo umg
quantidade segura e efectiva de um factor de crescimento de
cabelo derivado de célula epitelial tendo as caracterigti-
cas de mitogenicidade pars células da papila dérmioa, mito-
genicidade para celulas 373, uma falta de mitogenicidade pd-
ra celulas epidérmicas, e um peso molecular maior do que
cerca de 3,000 daltons; e um veiculo farmacéuticamente aceil-
tavel. Tal como & aqui usado, '"quaniidade segura e efecti~
va' gignifica ums quasntidade de composto ou composic¥o su=
ficiente para induzir significativamente uma modificacgHo
positiva na condicg8o a ser tratada, mas suficientemente bail-
Xa para evitsr sérios efeitos secunddrios ( a uma razio be-
neficio/risco razoavel), dentro do ambito de um parecer ind
tegro,.

0 Veiculo

As composigles da presente invencgHo compre-

endem un veiculo farmacéuticamente aceitavel sélido, seni=-

16~
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~s0lido ou liquido para permitir sos factores estimulantes
de crescimento a atingirem o alvo desejado com uma concen-
traclo apropriada. Tal como e aqui usado, "veiculo farma-
ceuticamente aceitavel" significa uma substancis enchimento
diluente que e adequada para a administracfio a um humano ou
animal inferior. O veiculo em si pode ser inerte ou pode
possuir beneficios fisioldgicos ou farmacéuticos préprios.
A natureza do veiculo sera determinada através do método es
colhido para a administragfio da composig#o. O método de a-
dministrac#o da composigHo do factor estimulante de cresci-
mente pode abranger desde métodos internos, tal como injec-
cHo, ate metodos tépicos externos.

Um método preferido de gdministracfo dos
factores de estimulagHo de crescimento & através de uma in-
Jjecgtio cutanea. 0 veiculo para facilitar tal administracHo
seria compreendido de prefer%ncia por égua ou uma solugéo
galina.

" Um métoGo mais preferido de administragHo
dos factores de crescimento é atraves da aplicac8o ﬁépica.
A aplicaglo topica € de preferéncia alcangada com composi-
gdes nas formas de pulverizacgBes, ténicos, cremes, logBes,
champos, e similares.

ComposigBes topicas da presente invengHo
podem ser formuladas como liquidos, poxr exzemplo como uma
logHo, creme, dhamps, condicionador ou leite. Tais composi-
¢cdes 1{quidas podem ser formuladas para utilizag8o em con-
junc#o com um aplicador como um aplicador de esfera, ou um
aparelho pulverizador como uma lata aerosol contendo prope-
lente, ou um recipiente adaptado com uma bombs para distri-
buir o produto liquido.

Alternativamente, as composicBes da inven-
¢cHo podem ser solidas ou semi—sélidas, por exemplo"barras",
cremes ou geles. Tais composigBes solidos ou semi-sdlidos
poden ser formulados para serem usadas em conjunc8o com um
aplicador adequado ou simplesmente um tubo, ou garrafa, ou
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como um tecido impregnado de liquido, com um pano de limpe=
28

A selecclo de um veiculo para este fim a=-
presenta uma vasta gama de possibilidades dependendo da fox-
ma de produto desejada da composigHo. Veiculos adequados por
dem ser classificados tal como depois aqui descritos.

0 termo tveiculo tépico" refere~se a subg~-
tancias que podem actuar como diluentes, dispersantes, ou
solventes para os factores estimulantes de crescimento que
assim asseguram que possam ser aplicados a, e mesmo distris
vuldos sobre, o alvo seleccionado a uma concentracgHo apro-
priada. 0 veiculo ¢ de preferencia um que possa ajudar a pep
netragtio dos factores estimulantes de crescimento na pele
para alcangar de imediato a zona circunvizinha do foliculo
do cabelo. Veiculos topicos Utels nas composicBes do assun-
to da inveng®o podem incluir agua como veiculo, e/ou pelo
menos um vefculo cosméticamente aceitsvel sem ser agus. Veil
culos uteis em composigBes topicas de acordo com a invenco
podem incluir lipossomas, redes de latex, mlcrofa&os e va=-
rias formas de microencapsulagfo dos factores estimuladores
de crescimento.

Geralmente, o veiculo ou é organico por na-
tureza ou uma emulsfo aqucsa e capaz de levar os factores
estimulantes de orescimento g dispersarem=se ou dissolvere
~se nele. 0 veiculo pode incluir emolientes ¢armaceutlcamen
te aceitéveis, aumentadores de penetraclo na pele, agentes
corantes, frag§ncias, emulsionsntes, agentes espessantes, ¢
solventes.

Segue=se uma descrigfo mais detalhads das
comp051goes t001cas preferidas:
~ l. LogBes

As logBes podem compreender uma quantidade
efectiva (de prePevenc a a partir de cerca de 0,01% até cexf
ca de 10%, de maior preferencla a partir de cerca de 0,1%
até cerca de 1%) dos factores estimuladores de cregcimento;
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a partir de 1% até 50%, de preferéncis s parbtir de 3% até
15%, de um emoliente; o equil{brio sendo égua, um alcool
C, ou Gy, ou uma mistura de agua e de slcool. SHo conheci-
dos varios emolientes. bxemplos de tais emolientes sfo os
geguintes:

a. Oleos hidrocarbonetos e ceras. Exemplos
s8o oleo mineral, vaselina, parafina, cerasina, ozoquerite,
cera microcristalina, polietileno, e "per-hidroesqualeno".

be Oleos de silicone, como og dimetilpoli-
siloxanos, metilfenilpolisiloxanos, copol{meros glicol=gi~
licone soluvels em agua e em alcool e fluidos de silicone
volateis como o ciclometicano.

c. CGorduras triglicerido e oleos tais como
aqueles derivades de recursos marinhos, animais e vegebais.
Exemplos incluiem oleo castor, oleo de agafroa, oleo de ge-
mente de algod¥o, oleo de milho, 6leo de azeibona, Gleo de
figado de bacalhau, cleo de améndoa, 6leo de abacate, oleo
de palma, oleo de sésama, e 60leo de 80jae

d. Esteres acetvoglicerido, como por exempld
monogliceridos acebtilados.

€s Gliceridos etoxilados, como por exemplo
mono-estearato de glicerilo etoxilado.

f. Bsteres alquilicos de deidos zordos tend
do de 10 a 20 atomos carbonos. Bsteres metflicos, isopropf—
lico e butilico de dcidos gordos sBo Uteis aqui. Os exem-
plos incluém laurato de hexilo, laurato de iso-hexilo, pal-
mitato de iso~hexilo, palmitato de isopropilo, miristato de
isopropilo, oleato de decilo, oleato de isodecilo, estezara-
to de hexadecilo, estzarato de decilo, isoestearato de iso-
propilo, adipato de diisopropilo, adipsto de di=-igo=-hexi=
lo, adipato de di-hexilodecilo, sebacato de di-isopropilo,
lactato de laurilo, lactato de miristilo e lactato de cetid
lo.

2. Beteres alcenilicos de dcidos gordos tey-
do de 10 até 20 atomos de carbono. Gxemplos deles incluem

-19-
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miristato oleilico, estearato oleflico, e oleato oleflico.

he fcidos gordos tendo de 8 a 22 atomos de
carbono. Exemplos adequados ineIniem scidos pelarganico,
laurico, mirfstico, palmitico, estedrico, iso~estedrico, hi
droxi-estearico, oleico, linolefco, ricinolefco, araquidd-
nico, beénico, e erucico.

i. Alcoois gordos tendo de & até 22 de dto-
mos de carbono. Alcoois 1aurilico, miristirico, cetilico,
hexadec{lico, estearilico, iso~estearilico, hidroxi-esiearik
lico, oleilico, ricinoleflico, beenilico, erucilico e 2-
~octildedecilico s#o exenplos de alcoois gordos satisfato-
1iCOe«

je Gteres de alcool gordo. Alcoois zordos
etoxilados de 8 até 20 atomos de carbono incluém 4lcoois
laurilico, cetilico, estearilico, iso-estearilico, oleflico
e de colesterol tendo ligados @ eles desde 1 até 50 grupos
de oxido de etileno ou de 1 até 50 grupos de oxido de propi
leno, ou misturas deles.

k. Esteres éter tais como esteres de acido
gordo de alcooig gordos etoxilados.

1, Lanolinas e derivados. Lanolina, oleo de
lanolina, cera de lanolina, slcoois de lanolina, dcidos gork
dos de lanolina, lanolato de isopropilo, lsnolins etoxilada
alcoois de lanolina etoxilado, colesterol ebtoxilado, élcooiL
de lanolina propoxilada. lanolina acetilada, alcooisg de la=-
nolina acetilada, linoleato de dlcoois de lgnolina, acetato
de ricinoleato de alcoois de lanolina, acetato de esteres-
~alcoois etoxilados, hidrogenolise de lanolina, lanolina hi
drogenada etoxilada, lanolina de sorbitol etoxilada, e ba-
ses de absorgHo de lanolina semi-g0lida e liquida e8o ilug-
trativos de emolientes derivados de lanolina.

me Alcoois poli=hidricos e derivados de po=-
licter. Propileno glicol, dipropileno glicol, polipropile-
no glicol (P.i. 2.000-4,000), polioxipropileno—poliéxieti~
leno glicois, polioxietileno-polioxipropileno glicdis, gli-

=20
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cerol, glicerol etoxilado, glicerol propoxilado, sorbitol,
sorbitol etoxilado, hidroxipropil sorbitol, polietileno gli
col (P.lie 200-6.000), metoxipolietileno zlicdis 350, 550,
750, 2,000, 5.000, homopolimeros poli(dxido de etileno)
(Pe 100.000-5.000.000). Polialquileno glicois e derivados
hexileno glicol (2-metil-2,4-pentanodiol), 1,3~butileno gli
col, 1,2,6=hexanotriol, eto-hexadiol USP (2-etil=1,3~hexa~
nodiol) glicol V@gingl 015618’ e derivados polioxipropile-
no de trimetilolpropano s#o exemplos deles,

n. isteres de alecool poli=hidrico. ilono- e
di-ésteres de acido gordo de etilenoglicol, mono- e di~-es-
teres de acido gordo de dietilenoglicol, mono- e di-esteres
de gcido gordo de polietilenoglicol (Pi. 200~6,000), mono=
e di-ésteres de deido gordo de propilenoglicol, mono=~oleatol
de polipropilenoglicol 2000, mono-estearato de polipropile-
noglicol 2000, mono-estearsto de polipropilenoglicol etoxi-
lado, mono- e di-ésteres de acido gordo de glicerilo, poli-
~-¢steres de dcido gordo de glicerol, mono-estearato de gli-
cerilo etoxilado, mono-estearato de Lly3~butilenoglicol, di-
~estearato de 1,3=butilenoglicol, ester de dcido gordo de
polioxietilenoglicol, ésteres de acido gordo de sorbitano e
ésteres de acido gordo de polioxietilenosorbitano sfo éste=
res de alcool poli—h{drico satisfatoriog.

0. Esteres de cers como por exemplo estes-
rato de cera de abelhas, espermacete, miristato miristili-
co, esiearato estearilico.

pe Derivados de cera de abelha, por exemplo
polioxietilenossorbital de cera de abelha. Estes sHo produ-
tog de reacglio de cera de abelha com sorbitol etoxilsdo va-
riando o teor de oxido de etileno formando uma mistura de
cateres-Ster,

ge Ceras vegetais incluindo ceras de carnaile
ba e candelilha.

r. Posfolipidos tais como leticina e deriva-
dos.

521~
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S« Esteroles. Colesteroles, ecsteres de deid
gordo de colesterol s8o exemplos delese.

t. Amidas tais como amidas de ascido gordo,
amidas de acido gordo etoxilados, alcancamidas de acido son
duroso s6lido.

As logdes de preferencis compreenden ainda
desde 1% ate 10%, de maior preferéneia desde 2% até 5%, de
un emulsionante. Os emulsionantes podem ser nfo iSnicos,
anionicos ou catidnicos. Bxemplos de emulsionantes nfo id-
nicos satisfatorios incluem Zlcoois gordos tendo de 10 atd
20 de gtomos de carbono, slcoois gordos tendo de 10 até 20
atomos de carbono condensades com 2 ate 20 mole de oxido de
etileno ou oxido de propileno, alquil fendis com de 6 até
12 atomos de carbono ha cadeia alquilo condenssdos com de 2
até 20 mole de oxido ebileno, mono~ ¢ di~ésteres Ge acido
gordo de oxido de etileno mono- e di-ésteres de acido de e-
tileno glicol em que a porgHo acido gordo contém desde 20
dtomos de carbono, dietileno glicol, polietileno glicdis,
de peso molecular de 200 até 6,000, propileno glicdis de
peso molecular de 200 ateé 3.000, glicerol, sorbitol, sorbi-
tano polioxietileno-gorbitol, polietileno sorbitano e egte-
res de cera hidrofilicos. Emulsionantes anidnicos adequados
incluen os sabdes de acido gordo, como por exemplo, sabdes
Ge acido, potassio e trietanolamina, em que a porgfo acido
gordo contem desde 10 até 20 Stomos de carbono. Oubros emul
sionantes anionicos adequados incluem o alquilsulfatos de
metal alecalino, amonio ou de amonio substituido, alquil a~
rilsufonatos, sulfonatos de alquiletoxi eter tendo de 10
ate 30 atomos de carbono ha por¢Ho alquilo. Os sulfonatos
de alquiletoxi éter contém desde 1 até 50 unidades de oxido
de etileno. Zmulsionantes cationicos satisfatorios sfo os
compostos de amoni.o quatefnério, morfolinio e pirid{nio.
Alguns dos emolientes descritos nos parégrafos anteriores
também tem propriedades emulsionantes. Quando uma logHo e
formulada contendo um tal emoliente, um emulsionante adicio

-D0u
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nal nfo & necessério, embora possa ger incluido na composi~
¢HOe

0 equ111br10 da logZ%o ou um alcool C, ou 03
ou uma mistura de agua e de alcool. As logBes s8o formula=
das misturando simplesmente todos os componentes em conjun~
to. De preferencia o composto da presente invengfio ¢ dissol
vido na mistura. Podem ser incluidos componentes opcionais
convencionais. Um tal aditivo ¢ um agente espessante num
nivel a partir de 1% ate 10% da composigBo. Exemplos de a=
sentes espessantes adequados incluem: polimeros de carboxi-
polimetileno reticulados, celulose de etilo, polietileno
glicéis, goma alcantira, goma "kharaya", gomas de xantana e
bentonite, hidroxietilo celulose, e hidroxipropil celulose,
2e Cremeg

Os cremes compreendem uma quantidade efecti
va (de preferencia de cerca de 0,01% até cerca de 10%, de
maiox preferéncia desde cerca de 1% ate cerca de 5%) dos
factores estimuladores de crescimento; desde 57 até 50%, de
preferencia desde 104 até 25%, de um emoliente; sendo o e-
quilibrio égua. Og emolientes acima descritos podem também
sexr usados nas composigBes de creme. Opcionalmente a forma-
¢lo do creme contém wm emulsionante adequado ftal como deg=~
crito anteriormente. Quando um emulsionante & incluido, eg=-
ta na composicEo a um nivel desde 3% até 50%, de preferen-
cia desde 5% até 20%.
3. SolugBes

A Torma de solug8o compreende ums quantidad
efectiva (de preferéncia desde cerca de 0,01% até cerca de
10%, de maior preferencia desde cerca de 0,1% até cerca de
1% dos factores estimuladores de crescimento; sendoe o “equi
1ibrio a“ua e/ou um solvente organico adequado. liateriais
organicos adequados Uteis como solventes ou uma parte de um
gsistema solvente sHo os seguintes: propileno glicoel, polie-
tileno glicol, {(P.. 200~500), polipropileno glicol (P.i.

425-2025), glicerina, esteres de sorbitol, 1,2,6~hexanotriofl,

1]
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etanol, isopropancl, tartarato de dietilo, bubtanodiol, e
L3 L) . K3 ’
suag misiturasg. Tais sistemas solventes podem tamben conbenr

CE )
L
agua.

7

Bstvas composigBes na forma de solugfo po=
dem ser aplicadas a pele tal como estHo, ou ent¥o poden sex
formuladas pars um aerosol e aplicadss a pele como uma pul=-
verizag#io. As composigBes de aerosol compreendem ainds des-
de 50% até 80%, de preferéneia desde 30% até 50% de um PR
pulsionador adequado. DBxemplos de tais propulsionadores sio
os hidrocarbonetos de baixo peso moleculsr clorados, fluo-
rados e clorofluorados. Oxido nitroso, dioxido de carbono,
butano, e propanc sHo tambem usados como gases propulsiona-
dores. Estes propulsionadores s#o usados num nivel suficiern
te para expulsar os conteldos dos recipientas,

4 Geles

As composicdes de gel podem ser formuladas
gimplesmente através da mistura de um agente egpessante g=-
dequado as compogigdes de solugHo anteriormente descritas.
Lxemplos de agentes espessantes adequados foram anjeriormen
te descritos no que diz respeito as locBes,

As composigOes de gel compreendem uma quan-
tidade efectiva (de preferéncia desde cerca de 0,01% até
cerca de 10%, de maiox prefergncia desde cerca de 1% ate
cerca de 5%) dos factores estimuladores de crescimento; des
de 5% ateé T5%, de preferéncia desde 104 ate 505, de um sol
vente orgﬁnico como previamente descrito; desde 0,5% ate
20%, de preferencia desde 1% até 10% do azente espessante;
sendo o equilibrio dgua.

5. Solidos

' As composigBes de formas solidas t6m utili-
zacgHo como composigBes tipo~barra com o fim de serem apli=-
cadag ao couro cabeludo ou outras partes do corpo. Tais
composigbes compreendem uma quantidade efectiva (de prefe-
réncia desde cerca de 0,1% até cerca de 104, de maior pre=
ferencia desde cerca de 1% até cerca de 5%) dos factores
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estimuladores de crescimento, e desde 50% ate 98» de prefe-
réncia desde 60% até 90% dos emolientes anteriormente deg=
critos. Beta composigi¥o pode ainda compreender desde 1% atd
207, de preferencia desde 5% ate 15%, de um agente espessan
te adequado, e opcionalmente emulsionantes e agua. Agentes
espessantes anteriormente descritos no que diz respeito g
logBes sBo aqui adequadas.

A presengg de intensificador de penetragiHo
pode potencisar o veneficio do factor estimulador de cresci-
mento melhorando a respectiva assimilacHo atraves da stra=
tum corneum no seu loczl de acgHo nas imediacgdes proxzmas
do foliculo Ge cabelo proximo da papila dérmica.

0 intensificador de penetrag8o pode confor-
memente funcionar numa variedade de maneiras. Pode, por e=-
xemplo, melhorar g distribuicZo do promotor de crescimento
de cabelo na sunerf{cie da pele. Alternstivamente, pode au-~
mentar a respectiva divisHo para a pele g partir da compo=-
gic8o gquando aplicada toplcamente, ajudando assim & sua pas
sagem para o seu local ds acclo. Oubros mecanismos que au-
mentam o beneficio dos factores estimuladores de crescimen-
to podem também estar envolvidos.

Exemplos de intensificadores de penetracgio
inclu%m, mas nfo sHo limitados a: l-dodecilazaciclo~heptan-
-2~0110 em combinacio 00@ certos diodis 03-04 ou uma azaci=-
cloglkil=-2-ono substituida na posig¥o 1 (ver U.S. Patente
4.557.934, Cooper, concedida a 10 de Dezembro de 1985); umg
combinacgfo bindria de um diol 03-64 e um "composto de de-
sordenac¥o do envelope celular® (ver U.S. Patente 4.552.872
Cooper, Loomans e szi, concedida em 12 de Hovembro de 1985
una combinaglo binaria de H-(2-hidroxietil)pirrolidona e uy
"composto de desordenacgHo do envelope celular" (ver U.S.Pa-
tente 4.537.776, Cooper, concedida em 27 de Agosto de 1985)
um compostn compreendendo alcool laurilico, sebacato di-isq
proplllco, sebacate, di=-butilico, adipate dioetilico, dipe~

-
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largonato de propileno glicol, myristate etil ‘co, laurato
butlllco, miristate butilico, palmitato, isopropil lico, al=
cool 01611100, sebacate dletlllco, sebacate dloctlllco, azer
late dioctilico, laurato hexilico, caprato etflico, egtearal
to butilico, isoestearato isopropilico, pelargonato 2w=etil=
hexilico, benzoato butilico, benzoato benzilico, salicilato
benzilico, ftalato di-butilico e/ou laurato etilico (ver
U.S. Patente 4.299.826, Luedders, concedida em 10 de Novem—
bro de 1981); um ester de agucar em combinacBo com um de
sulfoxido ou fosfina (ver U.S. Patente 4,150,114, Smith,
concedida em 17 de Abril de 1979; U.S. Patente 4,148,917,
Smith, concedida em 10 de Abril de 1979; U.S. Patente
4,148,887, Smith concedida em 10 de Abril de 1979, U.S. Pa-
tente 4,148,874, Smith, concedida em 10 de Abril de 1979;
Ue.Se Patente 4,130,667, Smith, 19 de Dezembro de 1978; U.S.
Patente 4.130.643, Smith, concedida em 19 de Dezembro de
1978; U.S. Patente 4.,046.886, Smith, concedida em 6 de De=
zembro de 1977; U.S. Patente 3.952.099, Smith, concedida en
20 de Abril de 19763 U.S. Patente 3.952.099, Smith, conce-
dida em 20 de Abril de 1976; U.S. Patente 3.896.238, Smith,
concedida em 22 de Julho de 1975); um veiculo compreendendd
sulfoxidos alifaticos (Ver U.S. Patente 349534599, Haciill=
lan e Lyness, concedida em 27 de Abril de 1976; U.S. Paten~
te 3.903.256, Liaciiillan e Lyness, concedida em 2 de Setem~
bro de 1975; U.S. Patente 3.839.566, liaciiillan e Lyness,
concedida em 1 de Oububro de 1974; U.S. Patente 3.678.156,
liacliillan e Lyness, concedida em 18 de Julho de 1972); um
veiculo compreendendo uma combinagio binaria de wum diol
3-04 ou triol 03-06 e um composto llpldo polaxr alcool 016
ou Cyq especifico (Ver Pedido de Patente Suropeia 249.397.
Kasting, Smith, kasssro e Snyder, publicada em 16 de Degzemn~
bro de 1987); um veiculo compreendendo um diol G3'CA’ estéy
de diocl ou eter de diol e um composto de desordenacgfo do
envelope celular (Ver Pedido de Patente Buropeia 095 813,
Cooper, publicada em 7 de Dezembro de 1983; Pedido de Paten

T
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te Europeia 043 738, Wickett, Cooper e Loomais, publicado
em 13 de Jareiro de 1982); um veiculo compreendendo um al-
canol primario Cg=Cyq, © um de propano- ou butano diol (Ver
Pedido de Patente Europeia 013 459, Vckett, Cooper e Loo-
mans, publicado em 23 de Julho de 1980);

OQutrog Egtimuladores de Crescimento de Cabelo

4 composicfo de acordo com 8 invencBo tame
bém pode opcionalmente compreender ocutrog estimulantes de
crescimento de cabelo capazes de funcionar de formas dife~
rentes para aumentar o beneficio dos factores estimuladores
de crescimento. Bxemplos de outras substancias que elas prok
prias possuém a capacidade de regular o crescimento de ca=-
belo incluém, mas nfo-sfo limitados @ elas, minoxidilo, acil
do retindico, diszoxido, gly-his-lys (também conhecido co-
mo fachor da célula de f{gado) e respectivos derivados de
metal de transigHo, ciclosporina, anti-inflama%érios, blo=
queadores do canal de célcio, anti~-bescterianos, agentes ten~
sio-activos nfo idnicos, mucopolisacarides, antiandrogeneos
inibidores de glycosidase, e inibidoreg de glicosaminogli-
canase.

Agentes Estabilizadores de Proteinas

0 factor de crescimento é proteico, e por
isso o0 seu préprio beneficio em promover o crescimento de
cabelo pode ser mantido ou melhorado incluindo um agente 4e
estabilizacHlo de proteina na composigf8o de acordo com a in-
vencHo. Com um exemplo deste efeito, deve~se notar que a pe
le. contém proteases naturais que podem pelo menos degradar
parcialmente o promotor de crescimento de cabelo. Por isso,
a presencga de um agentve estabilizador de proteina como um

inibidor de protease ou uma proteina secundaria que conpeti
T8 com o promotor de crescimento de cabelo para degradacHo
através das proteases de pele naturais, pode proteger o pra-
motor de crescimento de cabelo ate atingir as imediacBes
préximas do bulbo do cabelo,

Exemplos de agentes estabilizadores de pro-
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teinas correspondentes incluen glicerol, geido etilenodia-
minotetrascético, ceisteina,d ,-macroglobulina soro, & ous
tros inibidores de proteinase.é
outros Ingredientes

A composicHo de acordo com A invencHo pode
conter oubros ingredientes sem ser aqueles 3¢ mencionados,
dependendo na forma do produbo prebendido. #, por exemplo,
possivel incluir antisépticos, conservantes, anti-oxidantes
agentes corantes, sabBdes e detergentes.

A composigBo de acordo com a invencfo pode
fambem ser ubilizada como um veiculo de larga variedsde de
ingredientes cosmética e rarmaceuticamente activos, parti-
cularmente ingredientes que tom alguns beneficios efectivos
quando aplicados a pele para além da-promog¢io do crescimens
to de cabelo.

4 composigBo de acordo com & invengHo pode
tambem opcionalmente compreender um perfume em quantidade
suficiente para tornar a composigHo aceitavel ao consumidon
e agradavel de usal. Geralmente, o perfume formara Qesde
0,01% até 0,1% em peso da composicHo.

Uso dag ComposicgBes pars Tnduzir, Hanter ou Aumentar o Cres
cimento de Cabelo

A invengHo tambem preve para o uso dos
factores de crescimento de cabelo isolados a paxdir de ceé-
lulas epiteliais cu tivadas no tratamento da calvicie. Os
seguintes métodos de utilizagHo podem ser usados para revex
ter, travar, ou evitar o comego da calvicie.

Ag composigBes de acordo com A invencHo sfo
de prefer@ncia pretendidas para aplicagio por injecc¢lo cu-
t8nea. A quantidade da composigHo e a frequencia da injeccd
cutanea pode variar largzamente, dependendo das necessidadeg
pessoais. CGomo um exemplo de aplicag8o por injecgHo cutanea
sugere-se que uma compogicHo gdequada para injeccdo cutanes
compreendendo os factores estimuladores de crescimento geja
injectada de preferéncia desde uma vez por dia ate uma vez

P
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de seis em seis meses, de maior preferencia desde trés ve-
zes por semana abé uma vez por meés, e de maior preferéncis
desde uma vez por semana até duass vezes por mes. A composid
c8o para injeccHo cutanes contera desde cerca de Apg/kg a-
té cerca 4 pgfke, dos factores estimuladores de crescimen-
to por dose, de preferencia desde cerca de 400 pg/kg ate
cerca de A/ug/kg, de malor preferéﬁciq desde ceroa de 2
ng/keg até cervea de B,MQ/LQ, e de maior prewerencﬂa desde
cerca de 50 nz/kg até cerca de 0,3 pg/kz. O periodo de in-
jecgBes serda ao longo de um periodo desde cerca de wm nes
2t¢ cerca de dez ancs, de preferencia de cerca de tres me-
ses até cerca de dois anos, de preferéncia de cerca de tres
meses até cerca de dois anos, de mailor preferéncia desde
cerca de seis meses até cerca de um ano, resultando assim
na regulaclo de crescimento de cabelo.

Um método de maior preferencia da aplicagio
das composicBes de acorde com a presente invengHo envolve
a aplicaglo tépica ao couro cabeludo de um sujeito humano
para rewular o} credcﬁuento de cabelo, par*icularmente onde
a cabecga aa estd calva, ou onde exighe evidencia que pode
gugeriyr qgue uma pessoa sSe tornara calva (isto e, perca de
cabelo). A gquantidade da composiclo e a frequ%ncﬁa de apli-
cagBo ao cabelo e/ou couro cabeludo pode variar largamente,
dependendo das necesgidades pessoamu, mag € svgerido como
um exemplo que a apl1cagao uoplca aorange desde cerca de 1
até cerca de 10 vezes dlarlup, de prefer rencia desde cerca
de 2 até cerca de 6 vezes alarlas, de mavor 3refewen61a degd
de cerca de 3 até cerca de 4 vezes digr 1as, e de maior pre—
ferencia uma vez por dia. A composigHo para aplicagHo uopl—
ca conteré desde cerca de 1 ng/cm2 ate cerea de 1 m.g/cm2 dd
factor estimulador de crescﬁmeﬁto por dose, de prefevéﬁcﬁa
desde cexrca de 100 n@/oﬁ até cerca de 0,9 mo/cmz, de malov
preferencia de cerca de 0 B/uﬂ/cm,2 ate cerca de 0,7 mz/cem” |
e de maioxr pre¢erensla desde cexca de TO‘p@;/cm2 ate cercs
de 0,5 mg/cmz. Oiﬁer{odo de aplicagto tépica seris de pre=-
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ferencia por um periodo de cerca de um még até cerca de dez
ghos, de malox prefergncia desde cerca de trés meses até
cerca de dois anog, de maior prefersncia ainda desde cerca
de seis meses até cerca de um ano, dai resultando na resu~
lagdo do crescimente de cabelo.

Os exemplos que ge gseguem desgcrevem e demon)
tram ginda as concretizagBes preferidas dentro do alcance
da preseute invengfo. Os exemplos s¥o dadog unicamente para
fing de ilustragHo, e nfo sHo para serem interpretados como
limitacgles da presente invencHe uma vez que muitas varia-
¢cBes dela sHo pomssiveis sem se afastsr do seu espirito e
alcance,

Bremplos VITI-X ilustram wm tdnico de acor-
do com a iavencHo que é adequado para aplicacHo tépica 80
couro cabeludo afim de promover o crescimento de cabelo. A

Loglo tem a seguinte formulacHo.
Exenplo VITTI Uxemplo IX BExemplo X

(%2/P) (%2/2)  (%P/?)
Pactor de crescimento -~ Il
cabelo Qe 1.0 10.0
Etanol 10.0 15.0 15.0
Glicerol 1.0 24,0 340
Perfume 0.2 0.2 0.2
igua Qs as gs

0 tonico € aplicado mo couro cabeludo numa
dose de um ml, uma vez por dia. A medida que o efeito se
torna perceptivel, pode~ge reduzir a frequ@neia da aplica=
(o3:{s ]}

Bxemplos XI-XTTT ilustram uma logHo que po-
de ser usada btopicamente no tratamento de calvicie ou cabe-
gas masculinas ou femininas, com formacHo de calvicie

Bxemplo ZT Exemplo AIT Dxemplo XTIT

%2/2)  (#B/P) (#2/P)
Hidroxzietil celulose 0.4 ——— Ol
&tanol absoluto 15.0 15.0 15.0

=30




Mod. 71 - 20.000 ex. - 90/08

10

16

20

25

30

35

Case 4276 f S i
7 %k 199“’

L

Propano=l,2-dicl — ——— 30.6
Butano=-1l,3-diol 334 33.4 ——
Benzoato paramet{licc 0.2 0.2 0.2
Factor de crescimento de cabelo 1.0 0.1 5.0
Derfume 045 0.5 045
KLeua qs qs qs

A LlocHo ¢ aplicada ao couro cabeludo numa
dose de um ml, uma vez por dia. L medida uﬂ o efeito ge
torna percepd 1ve1, pode=ge reduzir a Irmqueno ia de aplica~
cHo.

Exemplo XIV ilugtra uma emuls®o de agua=-em-
~0leo contendo um factor de crescimento de cabelo de acoxrdo
com a invencHo.

Exenplo XTIV

(552/2)
Hage Qleosa
tiono~oleatn de sorbitano 20.0
guaternium~138 hectorite 540
Parafina Liquida 7540
fage Aquoss
Promotor de crescimento de cabelo 1.0
Goma de Zantana 1.0
Conservante 0.3
Perfume 0.2
Gloreto de sodio (soluclo 1% B/P) qs

A emuls8o fol preparada tirando 10 partes
em volume da fase do oleo e g elg Juntando devazar com ggi-
taglo 90 partes em volume da fase aquosa.

0 exzemplo XV ilustra um creme de Oleo=-enmm
-égua contendo um factor de crescimento de cabelo de acordo
com a invencHo.

Exempnlo XV
(%2/P)

Page Qleosg

~31m
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|£eido lauril dimetilaminoacético 4
betainas 30% AD

Dietanolamino de acido gorde de cago 1.5

Olet-3fosfato (Lcido CRODAFOS I 3 s Croda 1

??iiamlna de sebo PEG-15 (POLZQUART 1.5

H =4 Henkel): 50% activo

Conservante, matéria corante, sal 0.58

Pactor de crescimento de cabelo 10,0

Perfume gs

Leus ate 100

63971

Case 4276
£1cool cetearilico 5.0
61leo silicone, flufde 200 1.0
Liyrigtato 130030911100 2.0
Estearoil-2-lactilato de Sddio 2.0
Iage Aguoss
Propilenoglicol 5.0
Citrato de Sodio 0.2
Pactor de crescimento de cabelo C.l
Perfume 0.1
Lgua Purificada gs até 100

O creme foi preparado misturando g fase do
oleo e aquecendo~o parg 659C. Combina-gse a fase aguoss e a-
quece-la para T02C. Junta~se g fase aquosa a fase oleosy
com agitagio adequada. Histura-se com agitacgBo adequada en-
quanto arrefece,

Os seguintes exemplogs XVI-XVIIT ilustram

champos a serem ubtilizados para lavar o cabelo e o couro ca
beludo, e para regular o crescimento do cabelo no couro cg-

beludo.
oxemplo ZVI
(% P/P)
Sulfonato de eter laurilico de sddio 4144
(2 8Q): 21 AD

-3

||
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Exemplo XVIT
(% 2/P)

Sulfato de eter laurdlico de sddio 12
100% AD .

POLYQUART Z-I.: 505%_activo 2.5

Kcido CRODAFOS I 3 2.5

Factor de crescimento de cabelo 8.0

Sulfato de zinco 5

Perfume qs

Lgua ate. 100
Lixzemplo XVILT

) (% 2/P)
Sulfato laurilico de mono-etanolamina: 20
10%ﬁiAD

POLYQUART H & : 50 getivo 3

Aeido CRODAFOS T 3 1a7

Dietanolamida de coco 5

factor de crescimento de cabelo 10

Perfume gs

égua ate 100

0 champo & aplicado ao couro cabeludo numa
dose de um mle O champg, ¢ friccionado no couro cabeludo e
depoig retirado por enxaguamento. O ohamps & aplicado de no
Vo ao couro cabeludo, fricclonado no courc cabsludo e reti-
rado por enxaguamento.

Os exemplos XIX~ZHVIT ilustram logBes de a=
cordo com a invengHo, cada ums contendo um intensificador
de actividade que pode ser usada topicamente no fratamento
de calvicie ou cabegas masculinas ou femininas com formacio
de calv{oie, afim de regular o crescimento de cabelo.

Sxemplo ZIX IDxemplo i ExemploXXl

(% 2/P) (% 2/P) (% B/P)
Minoxidil 0 . 5 2 . 0 5 . 0
Htanol absoluto 200 2040 2040

1
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Propileno Glicol 30.0 30.0 30.0

Pactor de crescimento de

cabelo 5.0 1.0 0.1

Perfume 0.2 0.2 0.2

£gua gs qs gs

' Exemplo XXIT Exemplo UTIT Exemplo TV
(% B/2) (% B/P) (% 2/2)

Cu II:Ester Gly-higmlys=

~n~octilico 0.1 1.0 5.0

Evanol absoluto 20.0 200 2040

Propileno glicol 30.0 30.0 30.0

Pactor de crescimento de

cabelo 5.0 240 045

Perfume 0.2 0.2 0.2

Lgua gs gs gs
Bxemplo ZXV Exemplo ZXVI ExemploiiVIT]

%2/P) (% 2/P) (% 2/P)

Furildioxina 0.1 1.0 5.0

Etanol absoluto 2040 20,0 2040

Propileno glicol 30.0 3040 30.0

Pactor de crescimento de

ecabelo 10.0 3.0 1.0

Perfume 0.2 Oe2 0.2

Lgua gs 7 gs gs

Og exemplos XAVIIT e XITX que se seguem i=-

- , . -
lustram formas injectaveis de factor de crescimento de cabep
lo para promover o crescimento do cabelo no couro cabeludoe

e

Bxemplo KXVITT Exemplo XXTX

, (% 2/P) % B/P)
Promotor de crescimento
de cabelo 0.1 0.1
SolugHo de Ringer qs ——
SclucHo de Ringer lectosg  =—- qs

Emboras concretizagles particulares do pro-
’ » (3 ¢ 'n .
posito da invengHo tenha sido descritas sera obvio para os
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téenicos na arbe que varias alteragBes e modificagBes do
propésiﬁo da invengHo podem ser feitas sem se afasiar do eg
pirito e ambito da invengHo. Pretende-se abranger nas rei-
vindicagBes apensas, todas essas modificagBes que estejam
dentro do ambito da invencHos

Lisboa,

26 FEv 1992 Por THE PROCTER & GAMBLE COMPAWY

Adjunte do ADPI Eng? Yaie6 isile

Arco da Concsigac, %17 » 1100 HSBOA
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K3

- REIVIHDICAGOES -

posicHo para regulsr o crescimento de cabelo, caracterizado
por compreender:
a. um sobrenadante derivado de uma culitura de cé-

lulas epiteliais que compreende de cerca de

0,00001 a cerca de 20% em pego de um factor es

guintes caracteristicas:
1. mwitogenicidade para celulas da papila dér-

mica,
ii. mitogenicidade pars células 313,

iii. perdas de mitogenicidade para células epi=-

dermlcas, e
ive. um peso molecular superdor a cerca 3.000
daltong; e
be um veiculo farmaceuticamente sceitavel.
22 4= Processo de acorde com a reivindicacHo

1, caracterizado poxr o factor estimulante de crescimento
ter a caracteristica adicional da actividade do ensaio da
mitogene da célula da papila dérmica diminuida seguida do
tratamento com _quimotripsina tipo I=S numa concentracglo fi
nal superior a cerca de 100Jug/ml a cerca de 37¢ durante
cerca de 5 horas.
3Ze=~ Irocesso de acordo com qualguer 4aos
reivindicag®es 1 ou 2 carascterizado por o factor estimulan=
te de crescimento ter a caracieristica adicional de reter
desde cerca de 40% até cerca de 90% da sctividade do ensaio
da mitogene da celula da papila dérmica seguida de tratamen
to de aquecimento de cerca de 5029 até cerca de 1009C.
42 .~ Processo de scordo com g reivindicagHo
1 caracte rizado por a composicio compreender desde cerca de
0,015 atécerca de 10% do factor estimulante de crescimento
e o veiculo ser un veiculo %5pioo.

524~ Procegso de acordo com a reivindicacglo

~36=

12.- Procesgo para a preparagdo de uma com=-

timulante de crescimento, tendo o factor ag sgef

1

]
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4 caracterizade por as células serem células epiteliais de
foliculos de cabelos
63+~ Processo de acordo com a reivindicachd
4 caracterizado por ag células serem células epidérmicas.
T2e= Processo de acordo com a reivindicagHd
1 caracterizado por o veiculo ser um vefculo injectdvel.
Ofe~ Processo de acordo com a reivindicacgHg
4 caracterizado por o veiculo tépico compreender desde cer-
ca de 1% até cerca de 50% de um emoliente.
98 4= Processo de acordo com a reivindicagdq
1 caracterizado por compreender adicionalmente uma quantie
dade segura e efectiva de minoxidilo.
Ligboa, 26 FEV.1992
Por THE PROCTER & GAIMBIE COHPANY

sl

EMGS MAMUEL MONIZ PEREIRA
Adjunte ¢a ACP! Eng® Yasco leile

Arco do Coneeigds, -1 - 1100 LISBOA

3T
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