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“USO DE CELULAS DA BAINHA DERMICA NAO BULBAR (NBDS)
ISOLADAS PARA A FABRICACAO DE UMA COMPOSICAO PARA TRATAR OU
PREVENIR O ENVELHECIMENTO DA PELE OU LESAO DA PELE”

REFERENCIA CRUZADA AO PEDIDO RELACIONADO

[001]Este pedido reivindica o beneficio sob 35 U.S.C. § 119(e) do Pedido de
Patente Provisorio U.S. N2 61/836.634 depositado em 18 de Junho de 2013, o qual é
integralmente incorporado neste relatorio como referéncia.

CAMPO DA INVENCAO

[002]A presente invencao se refere as composicdes e aos métodos para o
tratamento da pele para varios propositos cosméticos e estéticos e, mais especifi-
camente, as composi¢cdes compreendendo células de bainha dérmica nao bulbar
(NDBS) autologas ou alogénicas para o uso no tratamento e reparo da pele, incluin-
do, por exemplo, lesbes da pele, e para a prevencao de envelhecimento da pele,
assim como para varios propositos cosméticos e estéticos.

FUNDAMENTOS

DESCRICAO DA TECNICA RELACIONADA

[003]A pele é um érgédo complexo e pode ser dividida em pelo menos trés
camadas distintas, a epiderme, a derme e a hipoderme. A maioria do tecido conjunti-
vo fibroso dentro da pele é formada por fibroblastos dérmicos, que secretam tipos
diferentes de colagenos (tais como tipo 1, 3 e outros) para fornecer firmeza a pele,
para manter a epiderme e, além disso, para secretar varios fatores autocrinos e pa-
racrinos.

[004]A pele pode atuar ou ser lesionada em diversas formas, incluindo, por
exemplo, através de trauma externo (incluindo procedimentos cirurgicos), acne e
outras reagdes inflamatorias que levam a cicatrizes, doengas inerentes que levam a
pele fragil, tal como epidermdlise bolhosa distréfica com ferimentos crénicos, doenga

inflamatdria autoimune crénica, tal como esclerodermia e variantes, infecgcao por bor-
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reliose, lupus eritematoso e variantes, liquen plano, o efeito negativo do fumo e luz
UV (envelhecimento extrinseco) e envelhecimento geral (envelhecimento intrinseco).

[005]O envelhecimento da pele € multifatorial e além dos mecanismos intrin-
secos/genéticos, o fumo e luz UV apresentam efeitos deletérios sobre a pele. Duran-
te o curso de muitos anos, o colageno dérmico € degradado e com isso os contatos
(por exemplo, integrinas) de colagenos ao fibroblasto sdo diminuidos. Como uma
consequéncia, fibroblastos envelhecidos mostram uma forma arredondada ao con-
trario dos fibroblastos jovens na forma de eixo multiconectados. Com o passar do
tempo, isto leva a frouxidao pele clinicamente visivel como rugas finas ou, algumas
vezes, mais pronunciadas na face, nas méaos, nas partes inferiores dos bragos, no
colo e em outras partes.

[006] Embora existam alguns métodos cirurgicos € nao cirurgicos que pos-
sam ser usados para o tratamento da pele, mas nenhuma de tais técnicas aborda o
problema de um déficit celular de fibroblastos funcionais na pele envelhecida.

[007] A presente invengao divulga novas composi¢des e métodos para o tra-
tamento de envelhecimento e lesbes da pele e ainda fornece outras vantagens rela-
cionadas.

SUMARIO

[008]Brevemente estabelecida, a presente invengao fornece composicdes e
meétodos para tratar ou prevenir envelhecimento da pele ou lesbes da pele utilizando
células de Bainha Dérmica Nao Bulbar (“NDBS”) derivadas de foliculo piloso. Em um
aspecto da presente invengao, os métodos sao fornecidos compreendendo as eta-
pas de (a) preparar cabelo vital (isto é, “vivo”); e (b) cultivar o cabelo vital, tal que
uma populagéo de células de NBDS possa ser obtida. Nas formas de realizag&o pre-
feridas, as células de NBDS séo isoladas.

[009]Em um aspecto da invengao, os métodos sio fornecidos para isolar as

células de NBDS, compreendendo as etapas de: (a) preparar cabelo vital; (b) clivar o
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cabelo preparado na etapa (a) para remover o bulbo do foliculo piloso (que contém o
copo da bainha dérmica e papila dérmica); (c) isolar o tecido da Bainha Dérmica N&o
Bulbar; e (d) cultivar o tecido da bainha dérmica n&o bulbar isolado para produzir
células de NBDS. Em uma forma de realizagdo da invengdo, o cabelo vital € obtido
através de biopsia a partir do couro cabeludo occipital de um sujeito. Em uma outra
forma de realizagdo, o cabelo é clivado utilizando um micromanipulador e bisturi.
Ainda em outras formas de realizagcdo, os métodos fornecidos neste relatério ainda
compreendem a etapa de conduzir digestdo enzimatica do tecido de Bainha Dérmica
Nao Bulbar isolado, opcionalmente, por exemplo, com enzimas de digestdo de cola-
geno, tais como colagenase, dispase e leupeptina. Em formas de realizag&o adicio-
nais, as células sado passadas em multiplas passagens.

[010]Em outros aspectos da invengéo, células de NBDS isoladas sao forne-
cidas, opcionalmente, preparadas de acordo com os métodos descritos acima, em
que as células sdo isoladas, de modo a fornecer uma populagao que € principalmen-
te positiva para um ou mais entre: CD 90, CD73 e CD49b e/ou, principalmente, ne-
gativa para um ou mais entre CD34, CD45 e KRT14 (opcionalmente, antes ou de-
pois da cultura). Nas formas de realizagao preferidas, as células de NBDS isoladas
sao pelo menos 70%, 80%, 90%, 95%, 98% ou 100% positivas para um ou mais en-
tre os marcadores positivos descritos acima e/ou pelo menos 80%, 90%, 95%, ou
98% negativas para um entre os marcadores negativos descritos acima.

[011]Nas formas de realizagao preferidas da invencéo, as células de NBDS
isoladas apresentam menos do que 15%, 10%, 5% ou 1% de queratinécitos na po-
pulacéo celular e/ou menos do que 15%, 10%, 5% ou 1% de melandcitos na popula-
¢ao celular. Entretanto, nas formas de realizacao adicionais, a populagao celular de
NBDS isolada é derivada de uma populagéao de células dérmicas (preferivelmente, a
partir de um foliculo piloso) que apresentam alguns tipos celulares contaminantes,

incluindo, por exemplo, pelo menos 1, 5, 10, 0,01%, 0,1%, ou 1% de queratindcitos
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na populacgao celular e/ou pelo menos 5, 10, 0,1%, 0,01% de melandcitos. Nas for-
mas de realizagdo adicionais da invencao, as células de NBDS isoladas sao pelo
menos 95% puras e apresentam pelo menos um tipo celular contaminante (por
exemplo, pelo menos um queratinécito) na populagéo celular.

[012]Estas células de NBDS (ou células de NBDS expandidas ou isoladas)
podem estar contidas nas composigbes com outros ingredientes, tais como, por
exemplo, plasma do soro, fibrina e/ou acido hialurénico. Em outras formas de reali-
zagao, as células de NBDS (ou células de NBDS expandidas ou isoladas) podem ser
constituidas em uma composi¢cdo adequada para injegao, por exemplo, solugcdo de
Ringer Lactada ou uma solugédo salina tamponada. Outros ingredientes que podem
ser utilizados para formar as composi¢des da presente invengao incluem, por exem-
plo, componentes da matriz extracelular (por exemplo, glicosaminoglicanos (GAGs),
sulfato de heparina, sulfato de condroitina, sulfato de queratina, acido hialurénico,
albumina (por exemplo, albumina humana), elastina, fibronectinas e lamininas), cito-
cinas e quimiocinas (por exemplo, fator de transformagao do crescimento beta (TGF-
beta) e suas isoformas, fator de crescimento semelhante a insulina (IGF) e suas iso-
formas, fator estimulante de colénia de granulécitos-macrofagos (GM-CSF), proteina
relacionada ao hormdnio da paratireoide, fator de crescimento de hepatécitos/fator
de disperséo (HGF/SF), proteina estimulante de macrofagos (MSP), fator de cresci-
mento epidérmico (EGF), interleucina 6 (IL-6), fator derivado de células estromais 1
(SDF-1), fator de crescimento derivado de plaquetas (PDGF) e fator de crescimento
de fibroblastos (FGF) e/ou varios agentes terapéuticos (por exemplo, agentes anal-
gésicos, agentes anti-inflamatodrios e agentes imunomoduladores). Em outras formas
de realizagdo, entretanto, as células de NBDS (e células de NBDS isoladas) sao for-
necidas em composi¢gdes que nao apresentam qualquer um entre os ingredientes
anteriormente mencionados (incluindo, por exemplo, soro ou plasma).

[013]Ainda em outros aspectos da invengao, os métodos séo fornecidos para
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tratar a pele de um sujeito, compreendendo a etapa de administrar a pele de um su-
jeito uma composi¢cdo compreendendo as células de NBDS, conforme descrito neste
relatorio. Em uma forma de realizagado, o sujeito € um mamifero selecionado a partir
do grupo que consiste de seres humanos, cavalo, caes e gatos. Em varias formas de
realizagdo, o tratamento ocorre devido a uma lesdo na pele. Em certas formas de
realizacéo, a lesdo na pele pode resultar de trauma externo (por exemplo, um proce-
dimento cirurgico ou ferimento, queimadura, radiagdo ou um acidente) ou um feri-
mento ou cicatriz agudo ou cronico. Em outras formas de realizagdo, a lesdo na pele
€ uma predisposicdo de contusdes espontaneas ou induzidas nas extremidades.
Ainda em outras formas de realizac&o, a lesdo na pele ocorre devido a acne e/ou
outras reacdes inflamatorias que levam as cicatrizes, doenga inerente com pele fra-
gil, tal como epidermolise bolhosa distréfica ou outras doengas bolhosas inerentes
ou adquiridas com ferimentos crénicos incorridos por diabetes mellitus, arteriosclero-
se ou varizes, infecgdes virais, micoticas ou bacterianas agudas ou crénicas, doenga
inflamatdria autoimune crénica, tal como esclerodermia e variantes, Infecg¢éo por bor-
reliose, lupus eritematoso e variantes, liquen plano, o efeito negativo do fumo e luz
UV (envelhecimento extrinseco) e envelhecimento geral (envelhecimento intrinseco).
Ainda em uma outra forma de realizagao, a pele esta no corpo humano total ou uma
parte selecionada do corpo (tal como as maos, face e pescogo. Em outras formas de
realizacéo, a pele pode ser envelhecida/danificada pelo sol (luz UV) ou fumo. Nas
formas de realizacao relacionadas, a pele envelhecida sofre de condigdes selecio-
nadas a partir do grupo que consiste de rugas finas ou grossas, espessura da pele
diminuida, elasticidade e firmeza diminuidas. Em outras formas de realizacao, a pele
e tratada para propdsitos cosméticos (por exemplo, para reduzir a aparéncia de celu-
lite). Ainda em outras formas de realizagdo, ndo existe lesdo ou trauma visivel pre-
sente a pele, mas a pele, ndo obstante, pode ser tratada, de modo a prevenir ou

atrasar a incidéncia de envelhecimento normal, ou para melhorar a aparéncia (e tex-
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tura) da pele normal.

[014]Em um outro aspecto da invencdo, as composicdes sao fornecidas
compreendendo sobrenadantes de cultura celular de NBDS. Em uma forma de reali-
zagao, o sobrenadante de cultura celular de NBDS ¢é preparado a partir de células de
NBDS cultivadas, conforme descrito neste relatério. Em outra forma de realizagao, o
sobrenadante de cultura celular de NBDS pode ser armazenado através de conge-
lamento, liofilizagdo ou outros métodos adequados. O sobrenadante de cultura celu-
lar de NBDS pode ser utilizado em uma variedade de métodos, incluindo, por exem-
plo, topicamente aplicado, injetado (por exemplo, pequenas injegdes a pele ou ou-
tras partes do corpo).

[015]Em varias formas de realizagdo, o sobrenadante de cultura celular de
NBDS pode ser preparado e utilizado (por exemplo, depois da filtragdo), diluido com
tampdes ou excipientes adequados, concentrado ou com varios componentes sepa-
rados (que podem ser separadamente utilizados (por exemplo, fator de células tron-
co, fatores de wnt, outro fator de crescimento, citocinas ou quimiocinas). Em uma
forma de realizagdo, o sobrenadante de cultura celular de NDBS é utilizado, diluido
ou concentrado, e combinado ou misturado com um composto ou composi¢cdes ade-
quados para administragao (por exemplo, um gel, creme ou composi¢ao com base
em polimero). Exemplos representativos incluem acido hialurénico, colageno, matriz
extracelular, suportes, composi¢ées com base em polimero (por exemplo, polietile-
noglicois, acidos polilacticos e policaprolactonas), Outros portadores adequados pa-
ra os sobrenadantes de cultura celular de NBDS incluem pastas e outros liquidos
utilizados na industria cosmeética (por exemplo, emulsdes, lacas, tbnicos, xampus,
pulverizagdes). Em outras formas de realizagéo, os sobrenadantes de cultura celular
de NDBS podem ser colocados em matrizes extracelulares fabricadas ou coletadas
(veja, por exemplo, o US 20100047305 ou US 20100124573). Em outras formas de

realizacao, as células podem ser utilizadas em um dispositivo médico ou colocadas
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sobre ou dentro de um suporte ndo biodegradavel ou biodegradavel ou outra estrutu-
ra. Suportes ou estruturas particularmente preferidos incluem suportes biodegrada-
veis (por exemplo, suportes com base em colageno, tais como, por exemplo, ma-
Ihas). Exemplos representativos de suportes adequados incluem, por exemplo, Pa-
tentes U.S. N 5.736.372, 5.759.830, 8.039.258 e 8.105.380, as quais sao integral-
mente incorporadas como referéncia.

[016]Os detalhes de uma ou mais formas de realizagao sao apresentados na
descrigdo abaixo. Outras caracteristicas, objetivos e vantagens serdo evidentes a
partir da descricdo, desenhos e reivindicagdes. Além disso, as divulgagdes de todas
as patentes e pedidos de patente referenciados neste relatério sdo integralmente
incorporadas como referéncia.

BREVE DESCRICAO DOS DESENHOS

[017]A Figura 1 ilustra a dissecagédo de um foliculo piloso humano. A Figura
1A mostra um foliculo piloso humano isolado, que pode ser clivado acima da parte
bulbar da raiz do cabelo (isto €, acima das células da papila dérmica e copo da bai-
nha dérmica, isto €, acima dos bulbos terminais), mas abaixo da base do canal da
glandula sebacea, de modo a obter uma bainha dérmica isolada (veja a Figura 1B).
A estrutura representada na Figura 1B pode ser separada em pelo menos dois com-
ponentes separados, conforme mostrado nas Figuras 1C e 1D. A Figura 1C repre-
senta a fibra do cabelo e bainha da raiz interna associada, e bainha da raiz externa
que contém predominantemente queratindcitos, e a Figura 1D é a bainha dérmica
contendo células de NBDS (também ocasionalmente referidas como a bainha do
tecido conjuntivo, bainha dérmica superior ou, menos precisamente, apenas a bai-
nha dérmica). Ao contrario das células do copo da bainha dérmica (DSC) e células
da papila dérmica (DP), as células de NBDS sao altamente positivas para um mar-
cador de colageno-1 e apenas fracamente para fosfatase alcalina e esteroidessulfa-

tase. Além disso, estas células expressam marcadores, tais como CD90 e outros
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marcadores de células tronco.

[018]A Figura 2 é uma ilustragdo de um foliculo piloso que representa a ori-
gem para as células da papila dérmica (“DP”), células do copo da bainha dérmica
(“DSC?”) e células da bainha dérmica nao bulbar (“NBDS”).

[019]A Figura 3 é um fotomicrografia de células de NBDS em cultura.

DESCRICAO DETALHADA DA INVENCAO

[020]Conforme observado acima, a presente invengao fornece células de ba-
inha dérmica n&o bulbar derivadas de foliculo piloso (NDBS) para o uso no tratamen-
to ou prevencao de envelhecimento da pele e lesbes da pele em um mamifero. An-
tes de apresentar a invencao, entretanto, pode ser util para um entendimento da
mesma primeiro apresentar as definicbes de certos termos que sdo usados em se-
guida.

[021]Células da bainha dérmica n&o bulbar ou células “NBDS” se referem as
células dermicamente derivadas (ou, mais especificamente, derivadas de foliculos
pilosos). Nas formas de realizagdo preferidas, as células da bainha s&o obtidas a
partir da bainha dérmica externa de um foliculo piloso, acima da parte bulbar da raiz
do cabelo (isto é, acima das células da papila dérmica e copo da bainha dérmica),
mas abaixo da base do canal da glandula sebacea. Em formas de realizagao particu-
larmente preferidas da invencgao, as células de NBDS s&o células naive (natural) a
UV, isto €, ndo foram expostas a exposicdo UV real (por exemplo, em comparagao
ao nariz ou a parte superior das maos). As células de NBDS podem ser expandida e
isoladas, conforme descrito em mais detalhes abaixo.

[022]As células de NBDS podem ser facilmente identificadas por alguns meé-
todos, incluindo, por exemplo, através do método de preparagao e cultura (conforme
descrito abaixo); morfologia (veja, por exemplo, a Figura 3); assim como marcadores
especificos de células (por exemplo, as células de NBDS séao, principalmente, positi-

vas para CD90, CD73 e CD49b e/ou, principalmente, negativas para CD34, CD45 e
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KRT14, antes ou depois da cultura). Em todos os eventos, entretanto, as células de-
vem ser de uma origem dérmica, ou, em formas de realizagdo mais preferidas, a par-
tir de um foliculo piloso.

[023]Células da bainha dérmica n&o bulbar expandidas, ou “células de eN-
BDS” se referem as células de NBDS que foram expandidas durante varias passa-
gens na cultura, mas que conservam a capacidade de produzir colageno (por exem-
plo, colageno tipo |), assim como uma variedade de citocinas, quimiocinas e hormoé-
nios. Conforme apresentado acima, inesperadamente, as células de eNBDS também
podem ser imunorregulatérias. Nas formas de realizagdo preferidas, as células po-
dem ser expandidas na cultura durante 1, 2, 3, 4, 5, 10, 20 ou mais passagens.

[024]Células de NBDS “isoladas” se referem a uma populacédo celular de
mais do que 70%, 80%, 85%, 90%, 95%, 98% ou 100% de células de NBDS. As cé-
lulas de NBDS apresentam a capacidade de produzir colageno (por exemplo, cola-
geno tipo I), assim como uma variedade de citocinas e quimiocinas. Inesperadamen-
te, as células de NBDS também podem ser imunorregulatérias, tornando as mesmas
particularmente adequadas para o tratamento de lesées da pele (por exemplo, atra-
vés do auxilio na supresséo de qualquer resposta inflamatéria).

[025]Em certas formas de realizagdo da invengao, software ou outras técni-
cas de visualizacdo que podem ser utilizadas para visualizar as células em uma es-
cala microscépica podem ser usados para avaliar o tamanho, forma, viabilidade e
granularidade de um grande numero de células em um campo visual e verificar o
numero de células de NBDS (que séo do tipo fibroblasto - conforme mostrado na
Figura 3), ao contrario de queratinocitos, melanocitos DSCs e outros tipos celulares
que sao de morfologia diferente). Consequentemente, em uma forma de realizag&o
da invencdo, os métodos sao fornecidos para isolar as células de NBDS compreen-
dendo a etapa de cultivar as células durante pelo menos 1, 2, 3, 4, 5, 6, 10, ou 20

passagens a partir de um foliculo piloso, tal que uma populagao isolada de células
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de NBDS é produzida. Nas formas de realizacao preferidas, as células colocadas em
placas ou frascos que permitem que as células de NBDS sejam aderidas, e com ca-
da passagem, as células ndo aderentes sdo removidas, e as células aderentes re-
manescentes liberadas (por exemplo, através de tripsinizagéo), seguido por adigéo
de meio fresco. Em tais formas de realizagdo, pode ser determinado quando uma
populagao suficiente de células de NBDS isoladas foi obtida através da visualizacao
das células na cultura celular, de modo a avaliar o numero de células de NBDS vs.
células ndo NBDS. As técnicas de visualizacéo incluem, mas nao sao limitadas para
direcionar a visualizagdo microscopica, pigmentagao das células para os marcadores
(ou falta dos mesmos - por exemplo, para falta de queratina), e analise de luz/laser
para a visualizag&do nos padrdes de difragdo dos tipos celulares diferentes (veja, em
geral, “Laser Scanning Microscopy and Quantitative Image Analysis of Neuronal Tis-
sue” Lidia Bakota e Roland Brandt, eds., Humana Press, 2014; veja também “Ima-
ging and Spectroscopic Analysis of Living Cells: Optical and Espectroscopic Techni-
ques”, Conn ed., Academic Press, 2012).

[026]Em outras formas de realizagdo, marcadores especificos de células
(por exemplo, células de NBDS s&o, principalmente, positivas para CD90, CD73 e
CD49b e/ou, principalmente, negativas para CD34, CD45 e KRT14 (opcionalmente
antes ou depois de cultura) podem ser utilizados para avaliar o grau de células de
NBDS vs. tipos celulares contaminantes. “Applications of Flow Cytometry in Stem
Cell Research and Tissue Regeneration”, Krishan, Krishnamurthy, e Totey eds.,
Wiley-Blackwell, 2010). Por exemplo, as células de NBDS isoladas podem ser prepa-
radas através de a) obtencdo de um ou mais foliculos pilosos vitais; b) liberagcdo das
células a partir do foliculo piloso (por exemplo, através do uso de enzimas, ou atra-
vés da cultura de células em crescimento fora do foliculo piloso); e c) classificagao
das células (por exemplo, através de citometria de fluxo ou através do uso de péro-

las magnéticas) para obter uma populacdo de células de NBDS isoladas. Em certas
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formas de realizagdo da invengédo, as células em qualquer estagio do processo po-
dem ser opcionalmente cultivadas, conforme descrito acima (por exemplo, as células
podem ser cultivadas durante pelo menos 1, 2, 3, 4, 5, 6, 10 ou 20 passagens, con-
forme descrito acima, e as células resultantes ainda isoladas, por exemplo, através
de citometria de fluxo ou pérolas magnéticas.

[027]Nas formas de realizagao preferidas, as células de NBDS isoladas s&o
pelo menos 70%, 80%, 85%, 90%,95%, 98% ou 100% positivas para um ou mais
entre os marcadores positivos descritos acima e/ou pelo menos 80%, 90%, 95%, ou
98% negativas para um entre os marcadores negativos descritos acima.

[028]Nas formas de realizac&do adicionais preferidas da invengéao, as células
de NBDS sao isoladas a partir de tecido natural a ultravioleta e, em particular, a par-
tir de foliculos que sao cobertos pelo cabelo e, consequentemente, apresentam me-
nos exposic¢ao a ultravioleta e/ou lesdo do que, por exemplo, células dérmicas sobre
maos ou antebraco.

[029]Nas formas de realizag&o preferidas da invengéo (e utilizando qualquer
uma das técnicas descritas neste relatério), células de NBDS isoladas apresentam
menos do que 15%, 10%, 5% ou 1% de queratindcitos na populagcdo celular e/ou
menos do que 15%, 10%, 5% ou 1% de melandcitos na populagao celular. Entretan-
to, nas formas de realizacido adicionais, a populacao celular de NBDS isolada é deri-
vada de uma populagdo de células dérmicas (preferivelmente, a partir de foliculo
pilosos) que apresentam alguns tipos celulares contaminantes, incluindo, por exem-
plo, pelo menos 1, 5, 10, 0,01%, 0,1%, ou 1% de queratindcitos na populagao celular
e/ou pelo menos 5, 10, 0,1%, 0,01% de melandcitos. Nas formas de realizag&do adi-
cionais da invencao, as células de NBDS isoladas sdo pelo menos 95% puras e
apresentam pelo menos um tipo celular contaminante (por exemplo, pelo menos um
queratinécito) na populagéo celular.

[030]“Lesbes da pele” se referem ao dano da pele devido ao trauma externo
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ou interno. Por exemplo, lesdes da pele podem ser causadas por acne e/ou outras
reacdes inflamatdrias que levam as cicatrizes ou ferimentos, doencgas inerentes com
pele fragil ou doengas bolhosas, tais como epidermdlise bolhosa distrofica com feri-
mentos crénicos, doengas inflamatdrias autoimunes crénicas, tais como escleroder-
mia e variantes, borreliose e outras infecgdes, lupus eritematoso e variantes, liquen
plano, psoriase, dermatite atopica, prurido. As lesbes da pele também podem ocor-
rer devido aos procedimentos cirurgicos ou ferimentos e acidentes. Os ferimentos
podem ser causados por alguns fatores, incluindo diabetes e insuficiéncia venosa ou
arterial. As lesbes da pele também podem ser causadas por alguns fatores, incluindo
queimaduras, o frio, radiagdo ou induzida por varias medicagdes. As lesbdes da pele
também podem ocorrer devido ao “envelhecimento da pele” que se refere ao efeito
negativo de varios fatores, incluindo, por exemplo, fumo, luz UV (envelhecimento
extrinseco) e envelhecimento geral (envelhecimento intrinseco).

PREPARACAO DE CELULAS DE NBDS

[031]Conforme observado acima, a presente invengao fornece métodos para
isolar células de NBDS. Em um aspecto da presente invencao, tais métodos com-
preendem as etapas de (a) preparar cabelo vital; e (b) cultivar o cabelo vital, tal que
uma populagéo de células de NBDS pode ser obtida. Com respeito a etapa (a), uma
ampla variedade de métodos pode ser utilizada para obter cabelo vital, incluindo, por
exemplo, métodos cirurgicos para remover uma variedade de foliculos pilosos (junto
com a pele) ou arrancando um ou mais foliculos pilosos diretamente a partir de um
sujeito.

[032]Uma vez que o cabelo vital foi obtido, ele pode ser cultivado sob condi-
¢des que permitem e, preferencialmente, promovem o crescimento de células de
NBDS. Nas formas de realizacédo preferidas, esta cultura ocorre sob condicbes em
que as ceélulas do tipo fibroblasto sdo proliferadas. Nas formas de realizagao preferi-

das, a etapa de cultura é realizada com meio livre de soro. Depois de varias passa-
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gens (por exemplo, pelo menos 2, 3, 4, 5, 10 ou mais passagens), as células cultiva-
das s&o analisadas, conforme descrito acima, de modo a verificar se existe uma
quantidade suficiente de células de NBDS e se as células foram suficientemente iso-
ladas das células contaminantes.

[033]Em outro aspectos da invengdo, os métodos séo fornecidos compreen-
dendo as etapas de (a) preparar cabelo vital; (b) clivar o cabelo preparado na etapa
(a) para remover o bulbo do foliculo piloso (que contém o copo da bainha dérmica e
papila dérmica); (c) isolar o tecido da bainha dérmica nao bulbar; e (d) cultivar o teci-
do da bainha dérmica n&o bulbar isolado para produzir células de NBDS.

[034]De modo a preparar cabelo vital (ou ‘vivo”), uma amostra € tipicamente
obtida a partir de um dado sujeito (por exemplo, um mamifero, tal como um ser hu-
mano, cavalo, porco, gato, cdo, coelho, porquinho-da-india, rato ou camundongo). A
amostra pode ser obtida a partir de uma variedade de sitios (por exemplo, para hu-
manos, a partir da area occipital do couro cabeludo, do térax ou coxa e para cavalos
a partir da crina ou rabo). A amostra pode ser obtida por intermédio de uma bidpsia
ou outros meios adequados (por exemplo, “arrancando”, ou dissecagao). Preferivel-
mente, os foliculos pilosos na fase anagena de desenvolvimento s&o selecionados,
embora outras fases de desenvolvimento (por exemplo, a fase catagena) também
possam ser utilizadas.

[035]Uma vez que a amostra € obtida a partir do sujeito, a amostra depois é
separada para isolar o foliculo piloso, tipicamente, utilizando um micromanipulador e
bisturi, embora outros instrumentos, tais como agulhas, também possam ser utiliza-
dos. Em certas formas de realizagao, o foliculo piloso isolado, conforme mostrado na
Figura 1A, pode ser ainda clivado acima da parte bulbar da raiz do cabelo (isto €,
acima das células da papila dérmica e copo da bainha dérmica), mas abaixo da base
do canal da gléandula sebacea, de modo a obter uma bainha dérmica isolada (veja a

Figura 1B). A estrutura representada na Figura 1B pode ser separada em pelo me-
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nos dois componentes separados, conforme mostrado nas Figuras 1C e 1D. A Figu-
ra 1C representa a fibra do cabelo e bainha da raiz interna associada, e bainha da
raiz externa que contém predominantemente queratindcitos, e Figura 1D € a bainha
dérmica contendo células de NBDS (também ocasionalmente referidas como a bai-
nha do tecido conjuntivo).

[036]A bainha dérmica (Figura 1D), em certas formas de realizagédo, pode
ser adicionalmente separada, por exemplo, através de corte longitudinal ao longo de
um lado ou através do uso de técnicas, tais como digestdo enzimatica (por exemplo,
com enzimas de digestao de colageno, tais como colagenase, dispase e leupeptina).

[037]A bainha dérmica contendo células de NBDS ou as células de NBDS
separada depois podem ser cultivadas em um meio (com ou sem soro) que promove
a proliferagédo celular (veja, por exemplo, a Figura 3). Meio adequado incluem, por
exemplo, DMEM/Hams F12 suplementado com fator de crescimento de fibroblastos
(FGF), soro de bezerro/bovino fetal e antibidticos. Alternativamente, as células po-
dem ser replicadas em um processo livre de soro, em que varias combinacdes de
meio livre de soro e suplementos sdo utilizados. Os exemplos de meio livre de soro
incluem X-Vivo™ e TheraPEAK™ FGM-CD™ contendo suplementos de soro e/ou
extrato de plaquetas derivas de seres humanos. Depois de 3 a 5 dias, o meio de pro-
liferagao fresco é tipicamente adicionado ao meio de cultura. Subsequentemente, o
meio pode ser modificado a cada 2 a 4 dias. Quando a cultura atingiu aproximada-
mente 80 a 90% de confluéncia, as células foram separadas do frasco de cultura,
por exemplo, por intermédio de tripsinizacédo, e semeadas em um frasco de tecido de
cultura maior. Esta etapa é repetida durante algumas passagens (por exemplo, 2, 4
ou 6) até que aproximadamente 5 a 100 milhdes de células sdo obtidas.

[038]Em certas formas de realizagdo da invencgao, as células podem ser cul-
tivadas sob condigbes de baixa tensdo de oxigénio (por exemplo, conforme descrito

na Publicagdo de Patente U.S. N2 US 2013/0177537 que é integralmente incorpora-
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da como referéncia).

[039]Uma vez que o numero desejado de células é obtido, as células sao la-
vadas varias vezes, tripsinizadas e recolocadas em suspensao em meio de transpor-
te celular (CTM), que € composto de lactato de ringer, albumina de soro humano 10
a 20% (TEM) e sulfoxido de dimetila 2 a 5% (DMSO). As células sdo contadas e
ajustadas para fornecer a concentragao final de 20 milhdes de células/ml e armaze-
nadas em nitrogénio liquido.

[040]Todos os sobrenadantes de cultura celular ndo serdo descarregados,
conforme eles contém fatores de crescimento individuais, moléculas de matriz, fato-
res de células tronco, feitos pelas células do paciente. Os sobrenadantes de cultura
celular serdo congelados, liofilizados ou qualquer outro método de armazenagem
que sera adequado para o uso especifico.

PREPARACAO DE COMPOSICOES COMPREENDENDO CELULAS DE
NBDS

[041]Conforme observado acima, as células de NBDS podem estar contidas
nas composigdes com outros ingredientes, tais como, por exemplo, soro ou plasma
do sangue, plasma rico em plaquetas (PRP), fibrina e/ou acido hialurénico. Outros
produtos comercialmente disponiveis também podem ser utilizados para preparar
composi¢gdes adequadas, incluindo, por exemplo, TISSEEL e COSEAL (disponivel a
partir da Baxter), TISSUCOL, BERIPLAST, QUIXIL, TACHOSIL e EVICEL. Outras
composi¢cdées com base em polimero também podem ser utilizadas, incluindo, por
exemplo, polietilenoglicdis, acidos polilacticos e policaprolactonas. Em outras formas
de realizacdo, as células podem ser colocadas em matrizes extracelulares fabrica-
das ou coletadas (veja, por exemplo, o US 20100047305 ou US 20100124573). Em
outras formas de realizagdo, as células podem ser colocadas em um suporte nao
biodegradavel ou biodegradavel ou outra estrutura. Suportes ou estruturas particu-

larmente preferidos incluem suportes biodegradaveis (por exemplo, suportes com
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base em colageno, tais como, por exemplo, malhas). Exemplos representativos de
suportes adequados incluem, por exemplo, as Patentes U.S. N 5.736.372,
5.759.830, 8.039.258 e 8.105a380, as quais sao integralmente incorporadas como
referéncia.

[042]Em outras formas de realizagcao preferidas, a composicao € fornecida
em uma ou duas ou mais partes (por exemplo, em uma seringa em forma de barril
dupla que mistura os componentes ou em cartucho com duas ou multiplas camaras)
que fluem livremente e sao injetaveis. Exemplos representativos de tais seringas
incluem aqueles descritos nas Patentes U.S. N2 5.750.657 e 8.039.021 que s&o in-
tegralmente incorporadas como referéncia.

[043]Outros ingredientes também podem ser incluidos nestas composi¢oes,
incluindo, por exemplo, componentes da matriz extracelular (por exemplo, glicosami-
noglicanos (GAGs), sulfato de heparina, sulfato de condroitina, sulfato de queratina,
acido hialurénico, elastina, colagenos, fibronectinas e lamininas), citocinas e quimio-
cinas (por exemplo, fator de transformacao do crescimento beta (TGF-beta) e suas
isoformas, fator de crescimento semelhante a insulina (IGF) e suas isoformas, fator
estimulante de colbnia de granulécitos-macrofagos (GM-CSF), proteina relacionada
ao hormoénio da paratireoide, fator de crescimento de hepatdcito/fator de dispersao
(HGF/SF), proteina estimulante de macréfagos (MSP), fator de crescimento epidér-
mico (EGF), interleucina 6 (IL-6), fator de células tronco (SCF) fator derivado de cé-
lulas estromais 1 (SDF-1), fator de crescimento derivado de plaquetas (PDGF) e fa-
tores de crescimento de fibroblastos (FGF) e/ou varios agentes terapéuticos (por
exemplo, agentes analgésicos, agentes anti-inflamatorios, antibioticos, antimicoticos,
antivirais e agentes imunomoduladores).

METODOS PARA O TRATAMENTO DA PELE UTILIZANDO CELULAS DE
NBDS

[044]Métodos também sao fornecidos para tratar ou prevenir envelhecimento
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da pele ou lesdes da pele, compreendendo a etapa de administrar a um sujeito uma
composi¢cdo compreendendo células de NBDS descritas acima. Tipicamente, as cé-
lulas sdo administradas por injecdo, embora, em varias formas de realizagdo, na
medida em que um método cirurgico € utilizado, as células possam ser diretamente
fornecidas em, junto a ou debaixo de um ferimento aberto.

[045]0s fibroblastos s&o o tipo celular principal na derme da pele. Eles sao
alta e biologicamente ativos e para uma rede de multiplas camadas e tridimensional
de células, misturados com colageno e conectados por intermédio de receptores de
superficie, tais como integrinas. Existe uma renovagao e quebra constante de fibras
de colageno através de enzimas, tais como uma MMP (metaloproteinases da matriz)
que regulam o volume e firmeza da pele. Com o envelhecimento, exposi¢do a UV ou
fumo, o colageno é degradado e ndo pode ser substituido pelo fibroblasto envelheci-
do. Os fibroblastos se tornam bastante inativos, mais redondos na aparéncia e pro-
duzem menos colageno. Isto leva a uma pele mais fina com menos resisténcia elas-
tica. Eventualmente, isto leva a uma pele envelhecida com pequenas linhas enruga-
das, mas também rugas maiores, conforme observado na dobra nasolabial, na testa,
nas bochechas e em outras partes.

[046]Assim, conforme observado acima, a presente divulgagdo fornece com-
posicoes e métodos para tratar a pele de um sujeito, compreendendo a etapa de
administrar a pele de um sujeito uma composicado compreendendo células de NBDS,
conforme descrito neste relatério. Em uma forma de realizag&o, o sujeito € um mami-
fero selecionado a partir do grupo que consiste de seres humanos, cavalo, caes e
gatos. Em varias formas de realizag&o, o tratamento ocorre devido a uma les&o na
pele. Em certas formas de realizagao, a lesdo na pele pode resultar de trauma exter-
no (por exemplo, um procedimento cirurgico ou ferimento, queimadura, radiagéo ou
um acidente) ou um ferimento ou cicatriz agudo ou crénico. Em outras formas de

realizacao, a lesdo na pele é uma predisposi¢cao de contusdes espontaneas ou indu-
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zidas nas extremidades. Ainda em outras formas de realizacdo, a lesdo na pele ocor-
re devido a acne e/ou outras reagdes inflamatérias que levam as cicatrizes, doenca
inerente com pele fragil, tais como epidermdlise bolhosa distrofica ou outras doengas
bolhosas inerentes ou adquiridas com ferimentos cronicos incorridos por diabetes
mellitus, arteriosclerose ou varizes, infecgdes virais, micéticas ou bacterianas agu-
das ou cronicas, doenca inflamatéria autoimune crénica, tal como esclerodermia e
variantes, infec¢ao por borreliose, lUupus eritematoso e variantes, liquen plano, o efei-
to negativo do fumo e luz UV (envelhecimento extrinseco) e envelhecimento geral
(envelhecimento intrinseco). Ainda em uma outra forma de realizag&o, a pele esta no
corpo humano total ou um parte selecionada do corpo (tal como as maos, face e
pescoco. Em outras formas de realizacdo, a pele pode ser envelhecida/danificada
pelo sol (luz UV) ou fumo. Nas formas de realizagéo relacionadas, a pele envelheci-
da sofre de condigbes selecionadas a partir do grupo que consiste de rugas finas ou
grossas, espessura da pele diminuida, elasticidade e firmeza diminuidas. Em outras
formas de realizag&o, a pele é tratada para propdsitos cosméticos (por exemplo, pa-
ra reduzir a aparéncia da celulite). Ainda em outras formas de realizag&o, nao existe
lesdo ou trauma visivel presente a pele, mas a pele, ndo obstante, pode ser tratada,
de modo a prevenir ou atrasar a incidéncia de envelhecimento normal ou para me-
Ihorar a aparéncia (e textura) da normal pele.

[047]Em varias formas de realizacdo da invengao, as células de NBDS po-
dem ser administradas por intermédio de um dispositivo, tal como aquele divulgado
na Publicacdo PCT N2 WO 2013/113121 que é integralmente incorporada como refe-
réncia.

[048]Um grande numero de espécies pode ser tratado com células de NBDS
e composigdes fornecidas neste relatorio, incluindo, por exemplo, mamiferos, tais
como seres humanos, cavalo, caes e gatos.

PROCEDIMENTOS COSMETICOS/ESTETICOS UTILIZANDO CELULAS
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DE NBDS OU SOBRENADANTES DE CULTURA CELULAR DAS MESMAS

[049]Conforme debatido acima, uma variedade de sinais de envelhecimento
da pele pode ser facilmente tratada e/ou prevenida por intermédio de inje¢ao intracu-
ténea (i.c), intradérmica ou subcuténea (s.c.) de células de NDBS. Em outras formas
de realizagao, a pele de um sujeito pode ser tratada com uma composi¢gdo compre-
endendo sobrenadantes de cultura celular de NBDS. Em varias formas de realizagao
da invencéo, a pele total de um sujeito (por exemplo, um ser humano) pode ser tra-
tada, embora, em aspectos mais especificos, tratamentos cosméticos e estéticos
possam ser fornecidos ao sujeito. Exemplos representativos de tais tratamentos in-
cluem, mas nao sao limitados a: rugas finas e grossas nas bochechas, nariz, ore-
Ihas, testa, dobra nasolabial, palpebras, em torno dos olhos (pé de galinha), em tor-
no dos labios, queixo, témporas, pescocgo, colo, mama, tronco, maos e bracos, per-
nas e pés. Essencialmente, todas as partes da pele que podem ser propensas ao
dano por UV podem se beneficiar de tal tratamento. Além disso, aquelas partes do
corpo que sofrem de perda de volume podem ser tratadas pela injecdo de células de
NBDS, conforme isto aumentara os volumes através da adicdo de células e, desse
modo, colageno, ou através do uso de composi¢gdes compreendendo sobrenadantes
de cultura celular de NBDS. Portanto, o aumento de tecido da orelha, I6bulos da ore-
lha, nariz, labios, bochechas, pescogo, colo, mamas, mamilos, 6rgdos genitais € ou-
tra forma de realizagao.

[050]Em varias formas de realizagao, as células de NBDS podem ser libera-
das por intermédio de inje¢cdes que podem ser feitas com ou sem analgesia ou se-
dacao local ou sistémica. Isto pode ser feito com um dispositivo de unica ou multi-
plas agulhas. Além disso, pode ser realizado por uma injegdo unica como um bolo
ou multiplas injegdes de multiplas camadas com técnicas diferentes, tais como cru-
zamento, plumagem ou outros. Os volumes/numeros celulares grandes liberados

dependem da indicagdo e da area que sera tratada. Doses tipicas podem ser inicia-
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das a partir de 0,01 ml até varios ml. Em certos aspectos da invengao, os numeros
celulares injetados podem variar de 10 a bilhdes de células e, mais preferivelmente,
de 100, 1.000, 10.000, 100.000, 1.000.000 e/ou 10.000.000 até um bilhdo ou mais
células. O numero de células injetadas dependera, entre outras coisas, do tamanho
da area que sera tratada, do numero total de células disponiveis e do volume injeta-
do, assim como do grau desejado de eficacia.

[051]Além disso, a inje¢ao de células de NDBS em, em torno de, ou debaixo
de um ferimento agudo ou crénico sera benéfica para a cura do ferimento. Os feri-
mentos podem surgir a partir daquelas doengas definidas neste relatério.

[052]Ainda em outro aspecto da invengao, sobrenadantes de cultura celular
de NDBS sao fornecidos em uma preparagdo cosmeética adequada. Especificamen-
te, o sobrenadante de cultura celular pode ser aplicado a pele por si s6, ou concen-
trado e misturado com outros ingredientes adequados para o uso como uma prepa-
racao cosmeética. Excipientes adequados sédo descritos, por exemplo, nas Patentes
U.S. N2 8.343.466, 8.343.520 e 8.349.338 e em “A Formulary of Cosmetic Prepara-
tions”, 1977, por Michael Ash, todas as quais sao integralmente incorporadas como
referéncia.

[053]As composicdes compreendendo tais sobrenadantes de cultura celular
de NBDS podem ser utilizadas para tratar pele normal, assim como uma variedade
de lesbes da pele. Conforme debatido em mais detalhes acima, uma lesdo na pele
pode resultar de trauma externo (por exemplo, um procedimento cirurgico ou feri-
mento, queimadura, radiagdo ou um acidente) ou um ferimento ou cicatriz agudo ou
cronico. Em outras formas de realizagéo, a lesdo na pele é uma predisposi¢cao de
contusdes espontaneas ou induzidas nas extremidades. Ainda em outras formas de
realizacdo, a lesdo na pele ocorre devido a acne e/ou outras reacdes inflamatdrias
que levam as cicatrizes, doenga inerente com pele fragil, tal como epidermdlise bo-

Ihosa distrofica ou outras doengas bolhosas inerentes ou adquiridas com ferimentos
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crénicos incorridos por diabetes mellitus, arteriosclerose ou varizes, infecgdes virais,
micoéticas ou bacterianas agudas ou cronicas, doenga inflamatoria autoimune croni-
ca, tal como esclerodermia e variantes, infecgao por borreliose, lupus eritematoso e
variantes, liquen plano, o efeito negativo do fumo e luz UV (envelhecimento extrin-
seco) e envelhecimento geral (envelhecimento intrinseco). Ainda em uma outra for-
ma de realizagdo, a pele esta no corpo humano total ou uma parte selecionada do
corpo (tal como as maos, face e pescog¢o. Em outras formas de realizagdo, a pele
pode ser envelhecida/danificada pelo sol (luz UV) ou fumo. Nas formas de realizagao
relacionadas, a pele envelhecida sofre de condigdes selecionadas a partir do grupo
gue consiste de rugas finas ou grossas, espessura da pele diminuida, elasticidade e
firmeza diminuidas. Em outras formas de realizagao, a pele é tratada para propdsitos
cosmeticos (por exemplo, para reduzir a aparéncia da celulite). Ainda em outras for-
mas de realizacido, ndo existe lesdo ou trauma visivel presente a pele, mas a pele,
nao obstante, pode ser tratada, de modo a prevenir ou atrasar a incidéncia de enve-
Ihecimento normal ou para melhorar a aparéncia (e textura) da normal pele.

[054]0s exemplos seguintes ilustram a invengdo e ndo devem ser entendi-
dos como limitantes do escopo da invengéao.

Exemplo 1

AMOSTRAGEM DE TECIDO

[055]Uma bidpsia da pele a partir da area occipital do couro cabeludo é obti-
da a partir de um sujeito, como segue. Brevemente, uma vez que uma area apropri-
ada do couro cabeludo foi selecionada, ela é raspada com barbeador, garantindo
que alguma pelo permaneca. A area de bidpsia depois é totalmente desinfectada e
anestesiada. Uma vez que a anestesia faz efeito, uma pung¢do profunda de 1 a 10
mm ou uma biopsia excisional € suavemente removida do sitio de biopsia e a incisdo
fechada com suturas que podem ser removidas 8 a 16 dias mais tarde. A bidpsia da

pele depois é embalada sob condicbes assépticas em um tubo de bidpsia pre-
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rotulado contendo meio de transporte.

Exemplo 2

ISOLAMENTO E CULTIVO DE CELULAS DE NBDS

[056]Um teste de esterilidade é realizado no meio em que a biopsia foi
transportada para garantir que a amostra esteja livre de contaminag&o ou, alternati-
vamente, se a amostra € contaminada, para garantir que o meio com antibidticos
seja subsequentemente utilizado. A bidpsia depois € lavada varias vezes para remo-
ver o meio de transporte da bidpsia e quaisquer residuos celulares para preparar o
tecido para processamento subsequente. Os foliculos pilosos sdo processados em
Hams F10 através do corte do epitélio da pele com um bisturi estéril e “arrancando”
ou dissecando a unidade do foliculo piloso total a partir do tecido dérmico adjacente
usando férceps estéril. O foliculo piloso é agarrado com um forceps o mais perto
possivel a superficie da pele e o foliculo exposto puxando para cima sobre o cabelo
na unidade do foliculo piloso. Os foliculos na fase anagena (fase de crescimento do
ciclo do cabelo, indicada pela bainha da raiz externa visivel e DSC do bulbo do ca-
belo) sdo selecionados para processamento adicional.

[057]0 isolamento de NBDS ¢é realizado em Hams F10 primeiro separando
as células do copo da bainha dérmica folicular e papila a partir do resto do foliculo
piloso usando um mini-bisturi ou agulha fina estéril e descartado. A bainha dérmica
contendo células de NBDS é removida e o tecido é preparado para cultivo.

[058]Seis a dez tecidos de bainha dérmica sdo suavemente colocados em
gel de acido hialurénico 3% e cobertos com meio de cultura promotor de proliferagéo
celular, tal como, por exemplo, DMEM/Hams F12 suplementado com FGF, FCS 10%
e antibidticos. Depois de 3 a 5 dias, o0 meio de proliferagdo fresco é adicionado a cul-
tura. Subsequentemente, o meio é modificado a cada 2 a 4 dias. Quando a cultura
atinge aproximadamente 80 a 90% de confluéncia, as células sdo separadas do

frasco de cultura por intermédio de tripsinizagdo e semeadas em frascos de cultura
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de tecido maiores. Esta etapa é repetida durante quatro passagens para obter apro-
ximadamente 100 milhdes de células.

[059]Uma vez que aproximadamente 100 milhdes de células séo obtidas, as
células sao lavadas com PBS, tripsinizadas e recolocadas em suspensdo em meio
de transporte celular (CTM: lactato de Ringer contendo albumina de soro humano
10% e sulféxido de dimetila 5%). As células sdo sedimentadas através de centrifu-
gagao e agrupadas. O sobrenadante € aspirado e a pelota celular € recolocado em
suspensdao em CTM. Duas amostras/aliquotas celulares sao removidas da mistura
de célula-CTM para controle de qualidade e contagem celular. Depois que as células
sdo contadas, elas s&o sedimentadas uma vez mais através de centrifugacéo e a
pelota resultante é recolocada em suspensao em CTM para fornecer uma concen-
tracao final de 20 milhdes de células/ml. Os produtos celulares finais sdo armazena-
dos abaixo de -130 °C em nitrogénio liquido até o transporte.

Exemplo 3

PREPARACAO E ADMINISTRACAO DE CELULAS DE NBDS NA PELE

[060]A pele na face é primeiro preparada para injecdo através de aplicagéo
de uma analgesia tépica (por exemplo, EMLA creme) durante aproximadamente uma
hora. Em seguida, a pele € lavada e desinfetada. Células de NMDS preparadas,
conforme descrito acima, depois sao injetadas na pele em uma maneira repetitiva,
de modo a cobrir a superficie total da area de tratamento desejada. A pele pode ser
esfriada com gelo, conforme necessario.

Exemplo 4

USO DE SOBRENADANTES DE CULTURA CELULAR NA PREPARACAO
COSMETICA

[061]Como um auxiliar, um seguimento ou como um tratamento de repouso
sozinho, os sobrenadantes de cultura celular podem ser usados para um efeito be-

néfico sobre a estrutura, textura, aparéncia, umidade, espessura e firmeza da pele.
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[062]Brevemente, os sobrenadantes de cultura celular tomados a partir das
células de crescimento de NBDS, conforme descrito no Exemplo 2, podem ser usa-
dos sozinhos, concentrados ou dissolvidos em excipientes cosméticos tipicos e apli-
cados a pele envelhecida ou lesionada.

[063]A presente divulgagao fornece as seguintes formas de realizagdo espe-
cificas, que nao sio limitantes na invencdo, mas sao exemplos das formas de reali-
zacao divulgadas neste relatério.

1) Um método para isolar células de NBDS, compreendendo:

(a) preparar cabelo vital,

(b) clivar o cabelo preparado na etapa (a) para remover o bulbo do foliculo
piloso;

(c) isolar o tecido da bainha dérmica nao bulbar; e

(d) cultivar o tecido da bainha dérmica n&o bulbar isolado para produzir célu-
las de NBDS.

2) O método, de acordo com a forma de realizagdo 1, em que o dito cabelo
vital é obtido através de bidpsia a partir de um cabelo sobre o couro cabeludo de um
sujeito.

3) O método, de acordo com qualquer uma das formas de realizagdo de 1 ou
2, em que as células de NBDS isoladas podem ser autélogas ou alogénicas.

4) O método, de acordo com qualquer uma das formas de realizagdo de 1 a
3, em que o dito cabelo € clivado utilizando um micromanipulador e bisturi ou tesou-
ras.

5) O método, de acordo com qualquer uma das formas de realizagdo de 1 a
4, compreendendo ainda a etapa de conduzir digestdo enzimatica do dito tecido de
bainha dérmica ndo bulbar isolado.

6) O método, de acordo com a forma de realizagdo 5 em que a dita digestao

enzimatica € conduzida com colagenase hialuronidase, DNAse, elastase, papaina,
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protease tipo XIV, tripsina e dispase.

7) O método, de acordo com qualquer uma das formas de realizagdo de 1 a
6, em que as ditas células de NBDS s&o passadas em multiplas passagens.

8) Uma composicdo compreendendo células da bainha dérmica ndo bulbar
isoladas preparadas, de acordo com o método de qualquer uma das formas de reali-
zacao1la’.

9) Uma composicédo compreendendo células da bainha dérmica ndo bulbar
isoladas.

10) Uma composigao, de acordo com as formas de realizagdo 8 ou 9, com-
preendendo ainda plasma do soro ou plasma rico em plaquetas (PRP).

11) Uma composigéo, de acordo com qualquer uma das formas de realiza-
¢ao 8 a 10, compreendendo ainda fibrina e/ou acido hialurénico.

12) Uma composigéo, de acordo com qualquer uma das formas de realiza-
¢ao de 8 a 11, compreendendo ainda componentes da matriz extracelular, citocinas,
quimiocinas e agentes terapéuticos.

13) A composicao, de acordo com a forma de realizagdo 12, em que os ditos
componentes da matriz extracelular s&o selecionados a partir do grupo que consiste
de glicosaminoglicanos (GAGs), sulfato de heparina, sulfato de condroitina, sulfato
de queratina, acido hialurénico, elastina, colagenos, fibronectinas e lamininas.

14) A composicao, de acordo com qualquer uma das formas de realizagao
de 8 a 13, compreendendo ainda um suporte.

15) A composigéo, de acordo com a forma de realizagédo 14, em que o dito
suporte é um suporte biodegradavel.

16) A composicao, de acordo com a forma de realizagdo 12, em que as ditas
citocinas sao selecionadas a partir do grupo que consiste de fator de transformagéo
do crescimento beta (TGF-beta) e suas isoformas, fator de crescimento semelhante

a insulina (IGF) e suas isoformas, fator estimulante de col6nia de granulécitos-
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macréfagos (GM-CSF), proteina relacionada ao horménio da paratireoide, fator de
crescimento de hepatdcito/fator de dispersao (HGF/SF), proteina estimulante de ma-
crofagos (MSP), fator de crescimento epidérmico (EGF), interleucina 6 (IL-6), fator
derivado de células estromais 1 (SDF-1), fator de crescimento derivado de plaquetas
(PDGF) e fator de crescimento de fibroblastos (FGF).

17) A composicao, de acordo com a forma de realizagdo 12, em que os ditos
agentes terapéuticos sdo selecionados a partir do grupo que consiste de agentes
analgésicos, agentes anti-inflamatorios antibidtico, antiviral, antimicético e agentes
imunomoduladores.

18) Um método para tratar a pele, compreendendo a etapa de administrar a
pele de um sujeito uma composigdo, de acordo com qualquer uma das formas de
realizacao de 8 a 17.

19) O método, de acordo com a forma de realizagao 18, em que o dito sujei-
to € um mamifero selecionado a partir do grupo que consiste de seres humanos, ca-
valo, cdes e gatos.

20) O método, de acordo com as formas de realizagdo 18 ou 19, em que o
dito tratamento ocorre devido a uma lesao na pele.

21) O método, de acordo com a forma de realizagdo 20, em que a dita lesdo
na pele é um ferimento agudo ou crénico ou uma cicatriz.

22) O método, de acordo com a forma de realizagdo 18, em que a dita lesdo
na pele é um ferimento traumatico incorrido por cirurgia, uma queimadura, radiagao,
ou acidente.

23) O método, de acordo com a forma de realizagdo 18, em que a dita lesdo
na pele é uma predisposi¢cao de contusdes espontaneas ou induzidas nas extremi-
dades.

24) O método, de acordo com a forma de realizagdo 18, em que a dita pele é

pele envelhecida.

Petica0 870200011149, de 23/01/2020, pag. 32/42



27/28

25) O método, de acordo com a forma de realizagdo 24, em que a dita pele
envelhecida sofre de uma condigédo selecionada a partir do grupo que consiste de
rugas finas ou grossas, espessura da pele diminuida, elasticidade e firmeza diminui-
das.

26) O método, de acordo com a forma de realizagdo 18, em que a dita pele é
uma subparte da pele em um ser humano selecionada a partir do grupo que consiste
da face, pescogo e maos.

27) Uma composi¢cdo compreendendo sobrenadante celular de NBDS.

28) Uma composigdo compreendendo sobrenadante celular de NBDS prepa-
rado a partir das células de NBDS cultivadas, de acordo com o método de qualquer
uma das formas de realizagdo 1 a 7.

29) A composigao, de acordo com as formas de realizagdo 27 ou 28, em que
a dita composicao € diluida ou concentrada.

30) A composigao, de acordo com qualquer uma das formas de realizagéo
de 27 a 29, compreendendo ainda um excipiente.

31) A composic¢ao, de acordo com a forma de realizagdo 30, em que o dito
excipiente € um polimero.

32) A composigao, de acordo com a forma de realizagdo 30, formada em
uma pasta, creme ou gel.

33) Uso de uma composigédo, de acordo com qualquer uma das formas de
realizacao de 27 a 32, para o tratamento de pele.

34) Um método para o tratamento da pele, compreendendo administrar a pe-
le de um sujeito uma composigao, de acordo com qualquer uma das formas de reali-
zacgao de 27 a 32.

[064]As varias formas de realizacdo descritas acima podem ser combinadas
para fornecer formas de realizagao adicionais. Todas as patentes U.S., publica¢des

de pedido de patente U.S., pedidos de patente U.S., patentes estrangeiras, pedidos
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de patente estrangeiros e publicagdes de n&do patente referidas neste relatorio des-
critivo e/ou listadas na Application Data Sheet sdo integralmente incorporados neste
relatério como referéncia. Os aspectos das formas de realizagcdo podem ser modifi-
cados, se necessario, para utilizar os conceitos das varias patentes, aplicacdes e
publicacdes para fornecer ainda formas de realizagao adicionais.

[065]Estas e outras mudancas podem ser feitas as formas de realizagao na
luz da descrigdo detalhada acima. Em geral, nas seguintes reivindicagdes, os termos
usados nao devem ser interpretados para limitar as reivindicagdes as formas de rea-
lizagdo especificas divulgadas no relatério descritivo e nas reivindicagdes, mas de-
vem ser interpretados para incluir todas as formas de realizagao possiveis junto com
0 escopo total de equivalentes aos quais tais reivindicagdes sao intituladas. Conse-

quentemente, as reivindicagdes nao s&o limitadas pela divulgagéo.
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REIVINDICACOES

1. Uso de células da bainha dérmica n&o bulbar (NBDS) isoladas
CARACTERIZADO pelo fato de que é para a fabricagdo de uma composicédo para
tratar ou prevenir o envelhecimento da pele ou lesdo da pele,

em que as ditas células da bainha dérmica n&do bulbar (NBDS) isoladas sao
preparadas pelo método que compreende:

(a) clivar o cabelo vital acima da parte bulbar da raiz do cabelo (isto €, acima
das células da papila dérmica e copo da bainha dérmica, isto €, acima dos bulbos
terminais), mas abaixo da base do canal da glandula sebacea, para remover o bulbo
do foliculo capilar;

(b) isolar o tecido da bainha dérmica nao bulbar (NBDS);

(c) cultivar o tecido da bainha dérmica ndo bulbar (NBDS) isolado para pro-
duzir células da bainha dérmica nao bulbar (NBDS); e

(d) passar as ditas células de bainha dérmica nao bulbar (NBDS) em pelo
menos quatro passagens;

em que as ceélulas da bainha dérmica n&o bulbar (NBDS) isoladas s&o pelo
menos 95% puras, e tem pelo menos um tipo celular contaminante na populagéo
celular, e

em que as ceélulas da bainha dérmica nao bulbar (NBDS) s&o isoladas de te-
cido natural a ultravioleta.

2. Uso, de acordo com a reivindicagdo 1, CARACTERIZADO pelo fato de
que o dito tratamento € devido a uma lesao na pele.

3. Uso, de acordo com a reivindicacdo 2, CARACTERIZADO pelo fato de
que a dita lesdo na pele € um ferimento traumatico incorrido por cirurgia, uma quei-
madura, radiagao ou acidente.

4. Uso, de acordo com a reivindicagao 1, CARACTERIZADO pelo fato de

que a dita pele é pele envelhecida.
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5. Uso, de acordo com a reivindicacdo 1, CARACTERIZADO pelo fato de
que as células da bainha dérmica nao bulbar (NBDS) isoladas s&o autélogas.

6. Uso, de acordo com a reivindicagdo 1, CARACTERIZADO pelo fato de
que as células de bainha dérmica nao bulbar (NBDS) isoladas s&o alogénicas.

7. Uso, de acordo com a reivindicacdo 1, CARACTERIZADO pelo fato de
que a composigao compreende ainda células da bainha dérmica n&o bulbar (NBDS)
sobrenadantes.

8. Uso, de acordo com a reivindicacdo 7, CARACTERIZADO pelo fato de
que a composi¢cao compreende ainda um excipiente e opcionalmente um polimero.

9. Uso, de acordo com a reivindicacdo 8, CARACTERIZADO pelo fato de
que a composigao é formada em uma pasta, creme ou gel.

10. Uso, de acordo com a reivindicagdo 1, CARACTERIZADO pelo fato de
que a composi¢cao compreende ainda plasma do soro ou plasma rico em plaquetas
(PRP).

11. Uso, de acordo com a reivindicagdo 1, CARACTERIZADO pelo fato de
que a composi¢cao compreende ainda fibrina e/ou acido hialurénico.

12. Uso, de acordo com a reivindicagdo 1, CARACTERIZADO pelo fato de
que a composi¢cao compreende ainda um suporte.

13. Uso, de acordo com a reivindicacdo 12, CARACTERIZADO pelo fato de
que o dito suporte € um suporte biodegradavel.

14. Uso, de acordo com a reivindicagdo 1, CARACTERIZADO pelo fato de
que cultivar o tecido isolado da bainha dérmica nao bulbar (NBDS) compreende pas-
sar as células da bainha dérmica n&o bulbar (NBDS) ao longo de varias passagens
em meio sem soro.

15. Uso, de acordo com a reivindicagdo 1, CARACTERIZADO pelo fato de
que cultivar o tecido isolado da bainha dérmica nao bulbar (NBDS) compreende a

cultura de células da bainha dérmica n&o bulbar (NBDS) sob condi¢des de baixa
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tensdo de oxigénio.

16. Uso, de acordo com a reivindicagdo 1, CARACTERIZADO pelo fato de
que compreende ainda a classificagdo das células da bainha dérmica nao bulbar
(NBDS) isoladas para obter uma populacéo de células da bainha dérmica n&o bulbar
(NBDS) isoladas.

17. Uso, de acordo com a reivindicacdo 16, CARACTERIZADO pelo fato de
que a classificagao € por citometria de fluxo.

18. Uso, de acordo com a reivindicagdo 1, CARACTERIZADO pelo fato de
que as células da bainha dérmica n&o-bulbar (NBDS) isoladas estdo em combinagéo

com queratinécitos.
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