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ciclopropila; R7 = metila, ou etila; R8 = hidrogénio, ou metila. para promover o crescimento capilar e/ou inibir ou retardar a perda
de cabelo no couro cabeludo humano e composi¢des cosméticas e farmacéuticas adequadas para tal uso.
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USO COSMETICO DE COMPOSTO E USO DE COMPOSICAO FARMACEUTICA
CAMPO DA INVENGAO
[001] A presente invengao diz respeito ao uso de compostos para promover o crescimento
capilar e/ou inibir ou retardar a perda de cabelo em humanos, e composi¢des para uso
compreendendo tais compostos como principios ativos.
ANTECEDENTES DA INVENCAO
[002] O termo sandalo refere-se a uma classe de madeiras de arvores do género Santalum.
O dleo essencial de sandalo é geralmente extraido por destilagdo a vapor de madeira de
arvores de sandalo maturada e € um componente de valor bem conhecido para perfumes.
[003] Dentre os diversos usos diferentes no campo cosmético, principalmente relacionados
ao seu aroma apreciado, o 6leo de sandalo também é objeto de publicagdes de patentes
sobre preparagdes oficinais e empiricas para varios usos diferentes, incluindo um tratamento
genérico de queda de cabelo e caspa, como, por exemplo, a publicacdo de patente
CN1075250A que descreve um extrato medicinal, definido de fato como medicina chinesa,
compreendendo sandalo misturado com botao floral de magndlia, flor rosa, raiz de alcaguz,
po de casca de pebnia, kaempferia, lilas, herba asari, ginseng e raiz de angelica dahurica.
[004] As publicagdes CN102000293 e CN103735443 descrevem medicamentos chineses
semelhantes, o primeiro feito de uma mistura de madeira de sandalo, raizes de angelica,
sementes de rhizoma kaempferiae, talco, manjericdo, indigo natural e dleo de nardo, este
Ultimo feito de uma mistura de madeira de sandalo, agulhas de pinheiro e salvia miltiorrhiza,
para ser aplicado no cabelo.
[005] Para um uso genérico substancialmente semelhante, a publicacdao de patente indiana
IN00177MU2002A descreve uma composicao para a prevencao de queda de cabelo que
compreende 6leo de sandalo misturado com dleo de coco, dleo de eucalipto, éleo de cravo,
6leo de lavanda e dleo de alecrim.
[006] Para tais preparagdes empiricas, o papel especifico de cada ingrediente misturado no
dleo final ndo é definido em tais publicagdes, de modo que nem a funcao especifica do
ingrediente dleo de sandalo nas misturas, seja como fragrancia ou possivelmente diferente

disso, é determinada.
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[007] Em qualquer caso, os principais componentes do dleo de sandalo sdo a-santalol e B-
santalol, que s3ao alcodis mostrando basicamente uma cadeia do tipo sesquiterpénica. A

formula estrutural do a-santalol é:

enquanto do B-santalol é:

OH

caracterizada por um grupo triciclohept-3-ila ou biciclohept-2-ila terminal, respectivamente.
[008] Por outro lado, o composto conhecido como sandalore € um odorante sintético com
uma fragrancia semelhante ao sandalo e, consequentemente, usado em perfumes,
emolientes e agentes de limpeza da pele como um ingrediente menos caro que imita o
cheiro do sandalo. O sandalore, assim como o composto estruturalmente semelhante
denominado brahmanol, sdo alcodis com uma estrutura quimica bastante distinta dos
referidos ingredientes do dleo de sandalo natural, ou seja, a-santalol e B-santalol.

[009] Na verdade sandalore, ou pentanol de sandalo, possui a formula:

HO

e 0 brahmanol, ou ciclopentano de sandalo, possui a formula:

\/Q/OH

sao moléculas sintéticas, ambas caracterizadas por um grupo terminal ciclopenten-1-ila e

ndo possuem cadeia sesquiterpénica. Eles também s3o objeto de publicagdes de patentes
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sobre o tratamento de cabelos em formulagbes cosméticas, tais como xampus e
condicionadores de cabelo, no entanto, usados apenas como fragrancias, na verdade, para
o propdsito especifico de usar sua propriedade de mimetizar o valor do perfume de sandalo.
Por exemplo, o documento EP1561476 descreve composigdes desodorantes para melhorar
os efeitos desodorizantes onde, entre um grande nimero de substancias e um grande
nlmero de usos, 0 uso de sandalore e brahmanol também é descrito como fragrancias de
desodorizagdo em produtos capilares, como xampus, condicionadores, enxague de cabelo,
corantes capilares, agentes de ondas permanentes, cera, spray e mousses para cabelos. Os
materiais de fragrancia de origem natural a serem usados como fragrancias na publicagao
EP1561476 incluem dleo de sandalo, e sandalore e brahmanol e sdo definidos como nomes
comerciais dos materiais acima, significando assim que de acordo com este documento nao
ha distingdo entre a fragrancia fornecida pelo extrato natural e seus substitutos sintéticos.
[010] O documento EP1346720 refere-se a uma composigao desodorizante para colorante
de cabelo com um escopo semelhante.

[011] Nao ha descricdo em tais publicacdes, nem mesmo genericamente, de tais odorantes
sintéticos no tratamento da perda de cabelo, ou no uso destes para promover o crescimento
capilar.

[012] De acordo com Busse et al, ., A Synthetic Sandalwood Odorant Induces Wound-
Healing Processes in Human Keratinocytes via the Olfactory Receptor ORZAT4, Journal of
Investigative Dermatology, 2014, 134: 2823-2832, sandalore e brahmanol foram
identificados como agonistas do receptor de olfato cutaneo OR2AT4, e encontrado para
induzir sinais de Ca2* em queratindcitos humanos cultivados. A estimulagdo em longo prazo
de queratindcitos com sandalore afeta positivamente a proliferagao celular, migracdo e
regeneracao de monocamadas de queratindcitos em um ensaio de migracao celular in vitro
denominado wound scratch assay, e a estimulagdo com sandalo aumenta a cicatrizagao
epidérmica de feridas em culturas de 6rgdos de pele humana.

[013] De acordo com Busse et al., sdao descritas evidéncias de que o dleo de sandalo natural
e outros odorantes de sandalo sintéticos ndo sao agonistas do receptor olfativo OR2AT4 e

ndo mostram o mesmo efeito de cicatrizagdo de ferida epidérmica.
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[014] A expressdo dos receptores olfativos (ORs) ndo se restringe ao epitélio nasal, mas
também estd presente em diferentes tecidos humanos, vide Feldmesser E, Olender T, Khen
M, Yanai I, Ophir R, Lancet D., Widespread ectopic expression of olfactory receptor genes.
BMC Genomics. Maio de 2006; 22;7:121; Zhang X, Firestein S., Nose thyself: individuality
in the human olfactory genome. Genome Biol. 2007;8(11):230; Flegel C, Manteniotis S,
Osthold S, Hatt H, Gisselmann G., Expression profile of ectopic olfactory receptors
determined by deep sequencing. PLoS One. 2013;8(2):55368). Numerosos estudos
descreveram os papéis fisioldgicos dos ORs em varios tipos de células humanas (Kang N,
Koo 1. Offactory receptors in non-chemosensory tissues. BMB Rep. Nov 2012;45(11):612-
22) tal como espermatozoides (Spehr M, Gisselmann G, Poplawski A, Riffell JA, Wetzel CH,
Zimmer RK, Hatt H. Zdentification of a testicular odorant receptor mediating human sperm
chemotaxis. Science. Mar 2003; 28;299(5615):2054-8; Veitinger T, Riffell JR et al
Chemosensory CaZ+ dynamics correlate with diverse behavioural phenotypes in human
sperm. J Biol Chem. Maio 2011; 13;286(19):17311-25), células epiteliais prostaticas
(Neuhaus E.M., Zhang W., Gelis L., Deng Y., Noldus J., Hatt H. Activation of an Olfactory
Receptor Inhibits Proliferation of Prostate Cancer Cells. J Biol Chem. 2009;284(24):16218-
16225), e células enterocromafins do intestino (Braun T, Voland P, Kunz L, Prinz C, Gratzl
M. Enterochromaffin cells of the human gut: sensors for spices and odorants.
Gastroenterology. maio de 2007;132(5):1890-901).

DESCRICAO RESUMIDA DA INVENCAO

[015] De acordo com a presente invengao, verificou-se surpreendentemente que o
crescimento capilar pode ser promovido, € que a perda de cabelo pode ser inibida ou
retardada, no couro cabeludo humano pelo uso de compostos de férmula geral (I):

HO

em que:
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R: e R, formam juntos uma ligagdo dupla, ou R; e R> formam juntos um grupo ciclopropila;
R3, R4 sdo iguais ou diferentes e independentemente escolhidos a partir de hidrogénio,
metila, ou R3 e R4 formam juntos uma ligagao dupla;

Rs, Re sdo iguais ou diferentes e independentemente escolhidos a partir de hidrogénio,
metila;

ou Rs e Re formam juntos uma ligacao dupla, ou Rs e Re formam juntos um grupo
ciclopropila;

Rz = metila, ou etila;

Rg = hidrogénio, ou metila.

[016] Dentro do escopo da nova utilizagdo de acordo com a presente invengdo, 0s
compostos preferidos de férmula (I), incluindo o anteriormente referido pentanol de sandalo

(composto 1) e ciclopentano de sandalo (composto 5), sao apresentados na seguinte tabela:

. Formula/
Composto  [Nomeclatura IUPAC CAS N° Formula estrutural oM
3-metil-5-(2,2,3-
pentanolde | C14H260
1], trimetilciclopent-3-en-1- |65113-99-7
sandalo i 210.36
ipentan-2-ol HO
H
(42)-3-metil-5-(2,2,3- S
pentenol de H C14H240
2 | trimetilciclopent-3-en-1-  |67801-20-1
sandalo i 208.35
ipent-4-en-2-ol
HO

1-metil-2-((1,2,2-

3 ciclopropano (trimetilbiciclo(3.1.0)hex- (198404-98- Ci5H260
de sdndalo  [3-il)metil)-ciclopropano- 7 % 222.37

metanol
(E)-3,3-dimetil-5-(2,2,3- H
Santol 107898-54- Ci5H260
4 trimetilciclopent-3-en-1- N\ OH
pentenol 4 222.37
il)pent-4-en-2-ol H
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Formula/
PM

ciclopentano 2-Metil-4-(2,2,3-trimetil- Ci3H240
5 72089-08-8 |~ N \/h
de sandalo  3-ciclopenten-1-il)butanol oH [196.34

(E)-2-€til-4-(2,2,3-
o Ci14H240
6 sandalrome trimetilciclopent-3-en-1- [28219-61-6 —
OH  1208.35

Composto  [Nomeclatura IUPAC CAS N° Férmula estrutural

iNbut-2-en-1-ol H
(E)-2-metil-4-(2,2,3-

butenol de S C13H220

7 | . trimetil-3-ciclopenten-1- [28219-60-5 =

sandalo _ oH 1194.32
il-2-buten-1-ol H

[017] Um objeto da invencdo também s3ao composi¢cdes para uso na promogao do
crescimento capilar, e/ou inibicdo ou retardamento da perda de cabelo, adequadas para
administragao tdpica no couro cabeludo humano, em que um ou mais compostos de formula
(I) sdo utilizados como principios ativos, preferencialmente em uma quantidade entre 0,1 e
10% em peso (p/p %), formulada com ingredientes adequados para uma administragao
tdpica.

[018] As composi¢des da invengdo sao adequadas para um uso cosmeético e terapéutico na
promogao do crescimento capilar e/ou no tratamento da perda de cabelo no couro cabeludo
humano, em que pelo menos um composto de formula geral (I) é compreendido como
principio ativo.

DESCRICAO DETALHADA DA INVENCAO

[019] De modo a melhor compreender as caracteristicas e vantagens da invengdo,
exemplos praticos e ndo limitantes sao descritos abaixo. Os componentes sdo homeados de
acordo com a nomenclatura INCI.

EXEMPLOS

EXEMPLO 1

LOGAO

[020]

Componente (nome INCI) quantidade (p/p %)
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Alcool desnat, 15-35

PEG-40 Oleo de ricino hidrogenado 0,5-3

Pentanol de sandalo 0,1-10,0

Etoxidiglicol 0,25-1,0

Agua g.s. para 100g

EXEMPLO 2

MASCARA PRE-XAMPU

[021]

Componente (nome INCI) quantidade (p/p %)
glicerina 1,5-4,5
copolimero de acrilometiltaurato de amoénio/vp 1,0-2,0
Pentanol de sandalo 0,1-10,0
ciclopentasiloxano 1,0-2,0
fenoxietanol 0,25-0,75
perfume 0,5-1,0
caprilil glicol 0,25-0,75
feniltrimeticona 0,25-0,75
silicone quaternario-17 0,1-0,4
dimeticona 0,1-0,4
lauriléter-4 0,1-0,4
sericina 0,1-0,4
acetato de tocoferila 0,1-0,3
lauriléter-23 0,1-0,3
sorbato de potassio 0,05-0,15
glicirrizato de amonio 0,05-0,15
acido citrico 0,04-0,08

7/18

EDTA dissddico 0,025-0,075
0,025-0,075

0,025-0,075

metoxicinamato de etilexila

dimeticonol
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Agua g.s. para 100g

EXEMPLO 3

GEL MODELADOR FORTALECEDOR

[022]

Componente (nome INCI) quantidade (p/p %)
Pentanol de sandalo 0,1-10,0

PEG-40 Oleo de ricino hidrogenado 1-3

perfume 0,5-1,5

poliacrilato-14 0,5-1,5

hidroxipropilguar 0,5-1,5

hidrolisado de amido hidrogenado 0,5-1,5
hidroximetilglicinato de sddio 0,25-1,0

benzofenona-4 0,15-0,45

EDTA dissddico 0,05-0,15
poliquaternario-11 0,0025-0,025

Agua q,s, para 100g

EXEMPLO 4

CONDICIONADOR DE CABELO FORTIFICANTE

[023]

Componente (nome INCI) quantidade (p/p %)
alcool cetearilico 15-25
estearato de glicerila 15-25
dimeticona 10-20
lactato de alquila-Ci2-13 5-15
cloreto de cetrimobnio 2,5-7,5
estearato PEG-100 2,5-7,5
ciclopentasiloxano 2-6
xilitol 2-6

Pentanol de sandalo 0,1-10,0
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hidroxietilcelulose 1-3
dimeticonol 1-3
alcool benzilico 0,1-1,0
pantenol 1-3
perfume 1-2
copolimero de bis-isobutil PEG/ PPG-20/35/amodimeticona 0,5-1,0
fitantriol 0,5-1,0
benzoato de sddio 0,5-1,0
desidroacetato de sddio 0,5-1,0
etilhexanoato de cetila 0,5-1,0
butileno glicol 0,5-1,0
EDTA dissddico 0,2-0,6
polissorbato 80 0,2-0,6
sericina 0,2-0,6
acido desidroacético 0,1-0,3
polissacarideos de levedura 0,1-0,3
gliconolactona 0,05-0,15
Agua g,s, para 100g

EXEMPLO 5

XAMPU REVITALIZANTE

[024]

Componente (nome INCI) quantidade (p/p %)
lauril éter sulfato de magnésio 5-10

lauroil sarcosinato de sddio 2-3

Pentanol de sandalo 0,1-10,0

lauril éter sulfosuccinato dissddico 1,5-2,5
palmato de glicerilo hidrogenado PEG-200 1-2

cocamida mipa 0,5-1,5
perfume 0,5-1
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diestearato de glicol 0,5-1
Cocoato de glicerila PEG-7 0,25-0,75
betaina 0,25-0,75
cloreto de lauril metil-glucet-10 hidroxipropildiménio 0,25-0,75
lauriléter-7 0,25-0,75
poliquaternario-10 0,25-0,75
hidroximetilglicinato de sddio 0,25-0,75
proteina de trigo hidrolisada de undecilenoila potassica 0,2-0,4
pantenol 0,1-0,3
EDTA tetrassddico 0,1-0,3
feniltrimeticona 0,05-0,15
silicone quaternario-17 0,05-0,12
lauriléter-4 0,05-0,12

lauriléter-23
cocoanfoacetato de sddio
BHA

Agua g.s. para 100g
EXEMPLO 6

MOUSSE

[025]

Componente (nome INCI)
alcool

Pentanol de sandalo
PEG-40 Oleo de ricino hidrogenado
glicerina

olivanfoacetato de sddio
perfume

tocoferol

EDTA dissddico
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0,025-0,075
0,025-0,075
0,005-0,015

quantidade (p/p %)
10-20

0,1-10,0

1-2

1-1,5

0,5-1,5

0,5-1

0,05-0,15
0,025-0,075
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poliquaternario-16 0,025-0,075

metabissulfito de potassio 0,01-0,03

Agua g.s. para 100g

BREVE DESCRICAO DAS FIGURAS

[026] Com referéncia as Figuras 1 a 5 dos desenhos anexos;

- Figura 1: mostra imagens de imunofluorescéncia obtidas de amostras de tecidos da pele
do couro cabeludo humano e foliculos pilosos (HFs).

- Figura 2: mostra um diagrama relacionado com o alongamento da haste capilar.

- Figura 3: mostra um diagrama relacionado com o ciclo de crescimento capilar, com
referéncia particular a fase catagena.

- Figura 4: mostra um diagrama relativo a proliferacdo e apoptose de queratindcitos da
matriz capilar.

- Figura 5: mostra um diagrama relativo ao fator de crescimento de promogdo catdgena
TGF B2.

[027] As Figuras 1 a 5 dizem respeito aos resultados obtidos no seguinte estudo
experimental, e sdo assim descritas em detalhe na descrigao a seguir.

ESTUDO EXPERIMENTAL

[028] O referido composto 1 de acordo com a invengdo, ou seja, pentanol de sandalo, foi
escolhido dentre os compostos de férmula (I) para ser testado para propodsitos
experimentais das seguinte forma. O pentanol de sandalo é denominado de Sandalore nos
diagramas das Figuras 2-5.

DESCRICAO DO ESTUDO

[029] Como uma primeira etapa, a técnica de imunofluorescéncia padrao foi utilizada em
cortes de tecido cutaneo de couro cabeludo humano de doadores saudaveis, a fim de avaliar
se OR2AT4 é expresso em foliculos capilares (HFs) do couro cabeludo humano.

[030] Em seguida, a fim de avaliar se a estimulagdo de OR2AT4 pode influenciar no
crescimento de cabelo humano, HF microdissecados foram tratados com pentanol de
sandalo em uma concentragao de 500 mM, como agonista e foi realizada a medigdao de

alongamento da haste capilar (Philpott ef a., 1990). Adicionalmente, foi realizado um ensaio
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de quinase para identificar quais vias de sinalizagdo estao envolvidas na estimulagao
especifica de OR2AT4 pelo pentanol de sandalo.

[031] Subsequentemente, a fim de confirmar que o efeito de prolongamento do anageno
do pentanol de sandalo é especifico, foi realizada uma cultura de érgao HF usando pentanol
de sandalo como agonista e um antagonista especifico, Phenirat (isobutirato de fenoxietila),
uma fragrancia sintética, vide Busse et al. referéncia mencionada acima.

[032] Os HFs foram tratados com o veiculo, pentanol de sandalo, Phenirat ou uma mistura
de pentanol de sandalo e Phenirat. Para analisar as modificagdes do ciclo capilar, foram
usados os marcadores Ki67/TUNEL para avaliar o escore do ciclo capilar, a proliferagao e a
apoptose dos queratindcitos da matriz capilar.

[033] Adicionalmente, investigou-se o TGF B2, um potente indutor catdageno, com
referéncia aos mesmos compostos acima.

[034] A fim de regular negativamente a expressao de OR2AT4 em HFs humanos e estudar
o efeito disso no crescimento capilar, os HFs foram transfectados com siRNA direcionado ao
OR2AT4 (OR2AT4-siRNA).

[035] As analises por gRT-PCR e (imuno)-histomorfometria foram empregadas para
confirmar com sucesso uma regulacao negativa mediada por siRNA do gene e proteina
OR2AT4 em HF microdissecados. Finalmente, a fim de investigar como o silenciamento
génico de OR2AT4 influencia o crescimento capilar humano, a imunofluorescéncia
Ki67/TUNEL foi usada para quantificar o escore do ciclo capilar, e a proliferagao e apoptose
dos queratindcitos da matriz capilar. Para verificar se o silenciamento génico pode
influenciar a inducdo da fase catagena, a expressao de TGFB2 foi analisada por
imunofluorescéncia.

MATERIAIS E METODOS

ESPECIMES DE TECIDO

[036] A pele normal e occipital do couro cabeludo humano normal foi obtida de doadores
saudaveis (na faixa etaria de 38 a 69 anos) submetidos a cirurgia de /ifting facial de rotina
apds consentimento informado e aprovacgao ética.

IMUNOFLUORESCENCIA
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[037] As amostras emblocadas em OCT foram submetidas a cortes histoldgicos (6 um de
espessura) em um criostato. Os cortes foram fixados em paraformaldeido a 4%, pré-
incubados com 10% de soro de cabra (para OR2AT4) ou 5% de soro de cabra + 0,3% de
Tritton X-100 (para caspase 3 clivada) e incubados a 4 °C durante a noite com o anticorpo
primario correspondente (1/100 para OR2AT4 e 1/400 para caspase 3 clivada). A incubagao
dos anticorpos secundarios foi realizada em temperatura ambiente por 45 min. A
contracoloragdo com DAPI (1 pg/mL) foi realizada para visualizar os nucleos. Para TGFB2,
as amostras foram fixadas em acetona e a peroxidase enddgena foi bloqueadas com H,0»
a 3%. Esta etapa foi seguida por uma etapa de bloqueio de avidina-biotina e uma pré-
incubacdo com tampdo TNB (Tris HCI + NaCl + Caseina). O anticorpo primario
correspondente foi incubado a 4 °C durante a noite (1/1000 para TGFB2). A incubagao dos
anticorpos secundarios foi realizada a temperatura ambiente (TA) durante 45 min. antes de
se utilizar o kit de amplificagao de sinal 7yramide (Perkin Elmer). A contracoloragdao com
DAPI (1 pg/mL) foi realizada para visualizar os nucleos. Para corar as células apoptéticas e
proliferativas, usamos o kit gpoptag (Merck Milipore) seguindo o protocolo do fabricante
pela coloracdo de Ki67. O anticorpo primario foi incubado durante a noite (Ki67, 1/20) apds
a etapa da enzima TdT. O anticorpo secundario foi incubado durante 45 min, a TA apds a
etapa de incubacdao com anti-Digoxigenina marcado com fluoresccia do kit gpoptag. A
contracoloragdo com DAPI (1 ug/mL) foi realizada para visualizar os ndcleos. Os controles
negativos foram realizados pela omissdo do anticorpo primario. As imagens foram tiradas
usando um microscépio de fluorescéncia Keyence (Osaka, Japao) mantendo um tempo de
exposicao constante durante toda a imagem para uma analise mais aprofundada.
CULTURA DE ORGAO HF

[038] Amostras de couro cabeludo humano foram obtidas apds o procedimento de /ifting
facial e utilizadas no mesmo dia para a microdissecgdo de HFs em fase anagena VI do couro
cabeludo humano. Os HFs do couro cabeludo humano microdissecados foram cultivados a
37 com 5% de CO2 em um meio minimo William E (Gibco, Life technologies) suplementado
com 2 mM de L-glutamina (Gibco), 10 ng/mL de hidrocortisona (Sigma-Aldrich), 10 pug/mL

de insulina (Sigma-Aldrich) e 1% de mistura de penicilina/estreptomicina (Gibco) (WEM)
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conforme anteriormente descrito (Philpott, 1990; Kloepper, 2010; Langan et a/, 2015).

1) ESTIMULACAO QUfMICA DE HFS MICRODISSECADOS EM HUMANOS COM PENTANOL DE
SANDALO (AGONISTA DE OR2AT4) E PHENIRAT (ANTAGONISTA DE OR2AT4)

[039] Apds 24 horas de incubagao, o meio WEM foi substituido e os HFs foram tratados
com as substancias correspondentes por 6 dias apds as condigdes experimentais. Os HFs
foram tratados com veiculo (0,1% de DMSO), pentanol de sandalo (500 uM), Phenirat (em
uma proporcao de 1:1 para o agonista) ou uma mistura de pentanol de sandalo + Phenirat.
[040] Phenirat foi adicionado 30 minutos antes do pentanol de sandalo. O alongamento da
haste capilar foi medido diariamente usando um microscdpio binocular invertido (Philpott et
al, 1990) e o meio de cultura foi substituido a cada dois dias. Os HFs foram entdo
incorporados em cryomatrix (Fisher Scientific) e congelados em nitrogénio liquido. Cortes
de 6 um de espessura foram cortadas com um criostato e armazenados a -80 °C para
posterior analise imuno-histoquimica.

QUANTITATIVA (IMUNO)HISTOMORFOMETRIA

[041] A intensidade da coloragdo foi avaliada em areas de referéncia bem definidas por
(imuno)histomorfometria quantitativa, conforme descrito anteriormente (Bertolini et al,
2014) usando o software NIH IMAGE (NIH, Bethesda, MD, EUA).

ANALISES ESTATISTICAS

[042] Todos os dados sdo expressos como média £ EPM e foram analisados pelo teste
Anova unidirecional ou Kruskall Wallis quando mais de dois grupos foram comparados e
teste t de Student ou Mann-Whitney quando o tratamento com pentanol de sandalo foi
comparado ao veiculo (Graph Pad Prism 6, Software GraphPad, San Diego, CA, EUA).
RESULTADQOS

[043] Os resultados sao descritos com referéncia as Figuras 1 a 5 anexas.

1) HFs HUMANOS EXPRESSAM O RECEPTOR OLFATIVO 2AT4

[044] Primeiramente, investigou-se a presenga do receptor olfativo 2AT4 (OR2AT4) em
HFs. O OR2AT4 foi observado nos queratindcitos da bainha radicular externa suprabulbar
(ORS) de HFs anagenos do couro cabeludo humano, como demonstrado pela

imunofluorescéncia na Figura 1. As Figuras A) a D) da Figura 1 representam a
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imunofluorescéncia de OR2AT4 em HFs do couro cabeludo humano (vide a figura A e
ampliagdes correspondentes) e HFs microdissecados (veja as fotos B-D e ampliagdes
correspondentes) de trés diferentes doadores (n = 3). CTS indica a bainha de tecido
conjuntivo, DP indica a papila dérmica, HM indica a matriz capilar, IRS indica a bainha
radicular interna, ORS indica a bainha radicular externa, HS indica a haste capilar, HB indica
o bulbo capilar, HF designa foliculos pilosos. As linhas pontilhadas delineiam a IRS (bainha
radicular interna), ORS (bainha radicular externa) e DP (papila dérmica).

[045] A figura 1 mostra que o OR2AT4 é expresso em queratindcitos suprarbulbares da
ORS de HFs do couro cabeludo anageno e na ORS suprabulbar e bulbar, e em queratindcitos
da matriz capilar em HFs anagenos microdissecados.

[046] Os HFs anagenos microdissecados (modelo Philpott) revelaram células OR2AT4 no
bulbo capilar, nomeadamente nas ORS e matriz capilar (HM), veja a Fig. 1B, adicionalmente,
vide a Fig. 1D para a expressao intrafolicular suprabular caracteristica.

2) ESTIMULACAO ESPECIFICA DE OR2AT4 PELO PENTANOL DE SANDALO PROMOVE O
ALONGAMENTO DA HASTE CAPILAR E INIBE A VIA DE SINALIZACAO APOPTOTICA

[047] Para verificar se a ativagdo de OR2AT4 pode influenciar o ciclo capilar do HF humano,
os HF humanos microdissecados foram especificamente estimulados com o potencial
agonista, o pentanol de sandalo. O efeito do tratamento com pentanol de sandalo foi
avaliado medindo o alongamento da haste capilar em comparagdo com o veiculo.

[048] O alongamento do HFs foi medido em HFs microdissecados cultivados. A média +
EPM, n = 18 HFs para cada doador, 2 doadores, teste t de Student, Graph Pad Prism 6.
Apesar das diferencas interindividuais, os resultados revelam que o pentanol de sandalo na
concentragao de 500 pM estimula o alongamento da haste capilar de culturas de HFs
microdissecados derivadas de dois doadores, conforme mostrado no diagrama da Fig. 2
relatando % de alongamento versus dias de cultura, Sandalore comparado ao veiculo.

3) A ATIVACAO DE OR2AT4 PELO PENTANOL DE SANDALO  RETARDA
SIGNIFICATIVAMENTE A INDUCAO CATAGENA E DIMINUI A APOPTOSE EM
QUERATINC')CITOS DA MATRIZ CAPILAR HUMANA

[049] Para investigar a especificidade do efeito no crescimento capilar da estimulagdo de
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OR2AT4 por pentanol de sandalo, HFs microdissecados foram cultivados com pentanol de
sandalo e/ou Phenirat, e a andlise de estadiamento do ciclo capilar foi realizada como
descrito anteriormente (Kloepper, 2010; Langan et al, 2015). O escore do ciclo capilar foi
medido tanto nos HFs tratados quanto nos HFs apds 6 dias de cultura. N = 16-24 HFs de 3
pacientes, média + EPM, teste de Kruskal Wallis e teste de comparagdes multiplas de Dunn
como teste post hoc, ns, teste de Mann-Whitney, #p<0,05, Graph Prism 6.

[050] Os resultados obtidos indicam que a estimulagao especifica de OR2AT4 por pentanol
de sandalo sozinho na concentragdo de 500 uM atrasou a indugdo catdgena em HFs tratados
em comparagao com veiculo apds 6 dias de cultura, conforme mostrado no diagrama da
Figura 3. Por outro lado, tanto a referéncia comparativa Phenirat isoladamente como a
mistura de pentanol de sandalo administrada em conjunto com Phenirat ndo prolongaram
a fase anagena nos HF tratados em comparagdo com o veiculo. Os dados sugerem que a
estimulagdo do OR2AT4 pelo pentanol de sandalo promove o atraso da fase catagena,
enquanto estes efeitos sao contrariados pela inibicdo de OR2AT4 quando se utiliza Phenirat.
[051] Em resumo, a Fig. 3 mostra que o composto da invengao atrasa significativamente o
desenvolvimento da fase catagena.

4) O PENTANOL DE SANDALO DIMINUI SIGNIFICATIVAMENTE A APOPTOSE DOS
QUERATIN()CITOS DA MATRIZ CAPILAR

[052] Com referéncia a evidéncia da Figura 4, para investigar se o pentanol de sandalo
influencia a proliferacdo e apoptose dos queratindcitos da matriz capilar, foi realizada a
coloragdo Ki67/TUNEL. Os queratindcitos da matriz capilar em proliferagao (diagrama da
Figura 4A) e apoptdticos (diagrama da Figura 4B) foram contados na matriz capilar dos HFs
tratados e controle (tratados apenas com veiculo). Imagens representativas das marcagoes
com Ki67/TUNEL sao mostradas na Fig. 4 de C a E. Média £+ EPM, n=18-21 HFs de 3
pacientes, teste de Kruskal Wallis e teste de comparagGes mdltiplas de Dunn como teste
post hoc, **p<0.01, ***p<0.001, teste de Mann-Whitney, #p<0,05, Graph Prism 6.

[053] Apds 6 dias de cultura, a proliferacao de queratindcitos da matriz capilar ndo se
alterou nas HFs tratadas com pentanol de sandalo ou Phenirat sozinho. Entretanto, a

coadministracdo do antagonista especifico de OR2AT4, Phenirat, juntamente com o
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pentanol de sandalo, induziu uma diminuigdo significativa na proliferacdo de queratindcitos
da matriz capilar, conforme mostrado na Fig. 4A.

[054] O tratamento com pentanol de sandalo diminuiu significativamente a apoptose dos
queratindcitos da matriz capilar, enquanto a coadministracdo de pentanol de sandalo +
Phenirat aumentou significativamente a apoptose dos queratindcitos da matriz capilar,
conforme mostrado na Fig. 4B.

5) ESTIMULACAO ESPECIFICA DE OR2AT4 PELO PENTANOL DE SANDALO DIMINUIU
SIGNIFICATIVAMENTE O FATOR DE CRESCIMENTO PROMOTOR DA FASE CATAGENA
TGFB2

[055] Com referéncia a evidéncia da Figura 5, para investigar como o agonista ou
antagonista de OR afeta o crescimento dos HFs, a expressao do fator de crescimento
promotor da catagénese relevante durante o ciclo fisioldgico do HF humano, ou seja, TGFB2
(Soma et al, 2002), os ORs proximais foram examinados. Apds 6 dias de tratamento com
pentanol de sandalo, foi observada uma diminuigdo significativa na expressao de TGFB2 ao
nivel da proteina, enquanto nenhuma alteragao foi detectada pelo bloqueio do receptor com
Phenirat. Neste caso, a coadministracdo de pentanol de sandalo com Phenirat mostrou um
resultado comparavel como obtido pela administracdo de pentanol de sandalo sozinho,
conforme mostrado no diagrama da Figura 5A. A expressao de TGF-B2 foi mensurada em
queratindcitos de ORS em HFs tratadas e veiculo.

[056] Imagens representativas correspondentes da imunofluorescéncia de TGFB2 sao
mostradas na Fig. 5, B (veiculo), C (Sandalore), D (Sandalore + Phenirat).

[057] A expressdo de TGFB2 foi quantificada usando o programa /mage J. Média + EPM,
n=14-22 HFs de 2 pacientes, teste de Kruskal Wallis e teste de comparagdes multiplas de
Dunn como teste post hoc, *p<0.05, ***p<0.001, e teste de Mann-Whitney, ns, Graph
Prism 6.

CONCLUSOES

[058] Os resultados apresentados acima mostram que o OR2AT4 é um modulador do
crescimento capilar e o composto da invengao € um agente que prolonga a fase anagena.

A estimulagdo de OR2AT4 pelo composto da invencao aumenta o alongamento da haste
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capilar e atrasa a transicdo para a fase catagena, enquanto que o efeito ndo é obtido com
o inibidor de OR2AT4 Phenirat e é substancialmente neutralizado quando o composto da
invengdo € coadministrado com Phenirat.

[059] A estimulacdo de OR2AT4 pelo composto da invengao modula as vias de sinalizacao
apoptoéticas e diminui significativamente a apoptose em queratindcitos da matriz capilar
humana, enquanto este efeito ndo é obtido com Phenirat e é substancialmente abolido
quando o composto da invengdo é coadministrado com Phirirat.

[060] A estimulagao de OR2AT4 pelo composto da invengao diminui significativamente o
fator de crescimento promotor da fase catagena relevante, o TGFB2, enquanto este efeito
ndo € obtido com Phenirat.

[061] Em termos gerais, as evidéncias experimentais mostram que os compostos de
formula (I) definidos acima podem ser eficazmente utilizados para promover o crescimento

capilar e/ou inibir ou retardar a perda de cabelo no couro cabeludo humano.
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Reivindicagoes

1. Uso cosmético de compostos de formula geral (I):

H,C CH; H

caracterizado por:
R: e R, formarem juntos uma ligacao dupla, ou R: e R, formam juntos um grupo ciclopropila;
R3, R4 serem iguais ou diferentes e independentemente escolhidos a partir de hidrogénio,
metila, ou R3 e R4 formam juntos uma ligagao dupla;
Rs, R serem iguais ou diferentes e independentemente escolhidos a partir de hidrogénio,
metila;
ou Rs e Rs formarem juntos uma ligagao dupla, ou Rs e Rs formarem juntos um grupo
ciclopropila;
Rz = metila, ou etila;
Rg = hidrogénio, ou metila;
sendo que tal composto de acordo com a formula (I) é selecionado a partir do grupo
consistindo de:
3-metil-5- (2,2,3-trimetilciclopent-3-en-1-il)pentan-2-ol;
(42)-3-metil-5-(2,2,3-trimetilciclopent-3-en-1-il)pent-4-en-2-ol;
1-metil-2-((1,2,2-trimetilbiciclo(3.1.0)hex-3-il)metil)-ciclopropanometanol;
(E)-3,3-dimetil-5-(2,2,3-trimetilciclopent-3-en-1-il)pent-4-en-2-ol;
2-metil-4-(2,2,3-trimetil-3-ciclopenten-1-il)butanol; e,
(E)-2-metil-4-(2,2,3-trimetil-3-ciclopenten-1-il)- 2-buten-1-ol;
para promover o crescimento capilar no couro cabeludo humano, em que os compostos de
formula (I) sdo formulados em uma composigao para administracdo topica.

2. Uso cosmético, de acordo com a reivindicagdo 1, caracterizado por a

composi¢do para administragao topica compreende como principio ativo pelo menos um
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composto de féormula (I) em uma quantidade entre 0,1 e 10% em peso (p/p %), formulado
com ingredientes adequados para administragdo tdpica.
3. Uso de composicao farmacéutica, compreendendo o composto de férmula

geral (I):

caracterizados por:

R: e Ry formarem juntos uma ligagdo dupla, ou R; e R, formarem juntos um grupo
ciclopropila;

Rs, R4 serem iguais ou diferentes e independentemente escolhidos a partir de hidrogénio,
metila, ou R3 e R4 formarem juntos uma ligagao dupla;

Rs, R serem iguais ou diferentes e independentemente escolhidos a partir de hidrogénio,
metila;

ou Rs e Rs formarem juntos uma ligagao dupla, ou Rs e Rg formarem juntos um grupo
ciclopropila;

Rz = metila, ou etila;

Rg = hidrogénio, ou metila

sendo que tal composto de acordo com a formula (I) é selecionado a partir do grupo
consistindo de:

3-metil-5- (2,2,3-trimetilciclopent-3-en-1-il)pentan-2-ol;
(42)-3-metil-5-(2,2,3-trimetilciclopent-3-en-1-il)pent-4-en-2-ol;
1-metil-2-((1,2,2-trimetilbiciclo(3.1.0)hex-3-il)metil)-ciclopropanometanol;
(E)-3,3-dimetil-5-(2,2,3-trimetilciclopent-3-en-1-il)pent-4-en-2-ol;
2-metil-4-(2,2,3-trimetil-3-ciclopenten-1-il)butanol; e,
(E)-2-metil-4-(2,2,3-trimetil-3-ciclopenten-1-il)- 2-buten-1-ol;

para preparar um medicamento para tratamento da perda de cabelo no couro cabeludo

humano, compreendendo pelo menos um composto de formula (I) em uma quantidade
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entre 0,1 e 10% em peso (p/p %), formulado com ingredientes adequados para

administragdo tdpica.
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