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DESCRIPCION

Composicion farmacéutica en base a especies de Stachytarpheta, un proceso para obtener la misma y su uso para
tratar el vitiligo

Esta invencion se refiere, en general, a un compuesto y a un producto farmacéutico convencional a partir de raices,
tallos, cortezas y hojas de plantas del género Stachytarpheta (familia Verbenaceae), en forma de extractos o
fracciones enriquecidas, 0 a compuestos aislados puros o a compuestos obtenidos de la sintesis o semisintesis,
usados solos (extracto puro) o0 mezclados con otros productos naturales o sintéticos, en proporciones diferentes, con
el fin de integrar las composiciones farmacéuticas que se van a usar por vias adecuadas (topica u oral), en particular
en forma de comprimidos, capsulas, colorantes, emulsiones, A/Ac y Ac/A (cremas y geles), liposomas,
microcapsulas, nanoparticulas, aerosoles, pomadas y similares, asi como a formulaciones para implantes de
liberacion lenta, usados para tratar el vitiligo y manifestaciones del mismo, pérdida de pigmentacién de la piel.

BASE DE LA INVENCION

El nombre vitiligo lo usé6 por primera vez el fisico romano Celsus (50 d. C.). Procede de la palabra en latin vitilus, que
significa parche blanco. Las descripciones de dicha enfermedad se registraron en el Ebers Papyrus (1500 a. C.) y en
el libro sagrado hindd Anthe (1400 a. C.), donde se denomina Schwetakustha.

El vitiligo es una enfermedad que se caracteriza por parches en la piel que pueden aparecer en varias partes del
cuerpo, principalmente en los brazos, las piernas, la boca y los ojos. En todos los casos se observa que la melanina
desaparece. El vitiligo se produce por la destruccién de melanocitos, aunque la causa no esta completamente clara.
Se han sugerido cuatro teorias para el desarrollo del vitiligo: teoria autoinmune, autodestructiva, neurogénica y
mixta.

Autoinmune Esta teoria se basa en la asociacién de factores inmunolégicos, como otras enfermedades
de origen inmunoldgico, tal como la tiroiditis de Hashimoto.

Neurogénica Esta teoria sugiere que la liberacién de componentes producida por estimulos nerviosos
puede inhibir la produccién de melanina en la piel.

Autodestructiva Sugiere que los melanocitos son destruidos por fallos en el mecanismo protector que
elimina las toxinas quimicas generadas por la melanogénesis.

Mixta Esta teoria tiene en cuenta la posibilidad de reunir todas las lineas descritas anteriormente.

El vitiligo se considera una enfermedad autoinmune que se presenta como una enfermedad inmunolégica especifica
de los melanocitos y multifactorial de origen endégeno: genético y oxidacion de melanocitos, o de origen exdgeno:
frotado, lesiones en la piel (fenémeno de Kdebner).

En investigaciones recientes se ha demostrado la existencia de fallos bioquimicos especificos en la actividad de la
catalasa y una acumulacion de peréxido hidrogenado en la piel de los pacientes con vitiligo. La catalasa sugiere que
los queratinocitos en el vitiligo son capaces de reciclar la 5,6,7,8-tetrahidrobiopterina (6-BH,), un factor adyuvante
para la hidroxilacion de la L-fenilalanina en L-tirosina. Esto puede romper el suministro de L-tirosina para la
produccién de melanina, lo que incrementa la catecolamina por los queratinocitos, lo que tiene como resultado la
acumulacion de radicales libres téxicos que pueden dafiar los melanocitos.

Morfolégicamente, con respecto a la aparicion de areas decoloradas, el vitiligo puede aparecer en ocho formas:

Simétrico La forma de decoloracién mas frecuente, se desarrolla en ambos lados del cuerpo humano.
Asimétrico Afecta solo a un lado del cuerpo.

Segmentario Sigue el trayecto de un nervio.

Circunscrito Afecta a la pigmentacion de Gnicamente una zona pequefia.

Universal Aparece alrededor de parches pigmentados oscuros.

Congénito Es la forma no pigmentada del vitiligo que se produce desde el nacimiento.

Generalizado Afecta a la piel casi en su totalidad.

Ocular Afecta a la retina y produce dolor y fotofobia.

Los tratamientos disponibles son:

Psicolégico: Es necesario afrontar el vitiligo con simplicidad. Dado que es una enfermedad psicolégica, el
tratamiento no se considerara antes de que el paciente crea que puede recuperarse.
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Uso de melagenina: Ayuda a disminuir los parches en el 75 % de los pacientes.

Uso de Diprosalic: la solucién Diprosalic, menos eficiente que melagenina, se usa por via tdpica sobre los
parches.

Uso de factores de proteccion solar: se usan en todas las variaciones de tratamientos. Las quemaduras solares
conducen a una potencial fotocarcinogénesis y pueden ensanchar las areas no pigmentadas (Fendomeno de
Koebner).

Uso de corticosteroides tépicos: se usan para los parches de vitiligo pequefios con respuesta después de
semanas 0 meses. Unos de los mas potentes incluyen la betametasona y el propionato de clobetasol. El
seguimiento mensual o cada dos meses garantiza el control de los efectos secundarios, tales como arafias
vasculares, acné y atrofia cutanea. Con la apariciéon de cualquier signo de dichos efectos se debera evitar el uso
intermitente. Los resultados del tratamiento deben observarse en tres meses, teniendo en cuenta que son
farmacos inmunosupresores.

PUVA: El tratamiento mas habitual del vitiligo es la fotocromoterapia asociada con psoraleno, normalmente 8-
metoxipsoraleno (8-MOP) y la exposicion artificial a una lampara fluorescente de 315-40 nm durante
aproximadamente 10 minutos. La pigmentacion se puede producir de forma gradual de un modo perifolicular
(alrededor del foliculo piloso), aunque en algunos casos actla sobre toda la zona. Si no se obtiene una respuesta
en el plazo de tres meses, se debera interrumpir el tratamiento. En el caso de respuestas de repigmentacion, se
puede aplicar de un afio a afio y medio, siempre con intervalos de descanso de aproximadamente 2 meses, ya
que estos farmacos se consideran hepatotédxicos, nefrotdxicos y producen trastornos gastricos y oculares. Para
evitar el riesgo de fotocarcinogénesis, el tratamiento se administrara con de 100 a 150 exposiciones. Solo el
30 % de los pacientes sometidos a terapia PUVA obtuvo una buena repigmentacion y, entre ellos,
aproximadamente un 75 % sufrié recaidas a los 2 o 3 afios.

A la luz de lo anterior, se demostré que los tratamientos existentes no son satisfactorios para combatir las
manifestaciones del vitiligo. Es importante usar farmacos eficientes y seguros tanto para el tratamiento como para la
profilaxis, especialmente farmacos naturales y farmacos de baja toxicidad. Los productos naturales deben
comprender formulaciones farmacéuticas que se usaran por las vias adecuadas.

No obstante, en la técnica anterior, el documento Pl 0406343-0 se refiere al uso de extractos en disolventes
acuosos, hidroalcoholicos, alcohodlicos u organicos de hojas y/o partes aéreas de especies de Stachytarpheta
polyura, usados para tratar el vitiligo. Esta especie, Stachytarpheta polyura, rara vez se encuentra en la naturaleza y
su diminuto tamafio hace que la produccion del extracto a escala industrial sea inviable, costosa y no rentable.

OBJETIVOS DE LA INVENCION

Por tanto, y debido a esta invencién, se acaba de demostrar cientificamente, a través de pruebas preclinicas de
laboratorio sobre evaluaciones toxicolégicas y farmacoldgicas, tanto in vivo como in vitro, seguidas de evaluaciones
clinicas con un namero significativo de pacientes, usando extractos alcohdlicos, hidroalcohdlicos y acuosos de una o
mas partes de plantas de una de las especies S. cayennensis, S. jamaicensis y S. eliotis, 0 una mezcla de las
mismas, que esta invencién estd compuesta por potentes agentes terapéuticos, solos o mezclados en proporciones
diferentes entre si 0 con otros productos, naturales o sintéticos, capaces de combatir el vitiligo, de acuerdo con los
datos y resultados que se describen a continuacion.

Las investigaciones de los autores se llevaron a cabo inicialmente usando datos obtenidos mediante evaluaciones
etnofarmacoldgicas en plantas usadas por la medicina popular brasilefia, de las que se sabe empiricamente que
presentan propiedades de repigmentacion que combaten el vitiligo. Después se llevaron a cabo estudios
fotoquimicos, farmacolégicos y toxicoldgicos usando extractos alcohdlicos, hidroalcohdlicos y acuosos de las partes
aéreas de mas de 30 plantas, incluidas varias especies del género Stachytarpheta. A través de estos cribados, se
descubrié que tanto la decoccién como el extracto hidroalcohdlico de las hojas de S. cayennensis, S. jamaicensis y
S. eliotis presentan actividades farmacoldgicas cicatrizantes y antiinflamatorias. Estos datos corroboran el uso de
verbena por la medicina doméstica. Los analisis de los resultados también han demostrado que los extractos citados
no presentan citotoxicidad cuando se evallan en microlarvas de Artemia salina; ni toxicidad relevante cuando se
evallan contra alevines de Poecilia reticulata y ratones. Mediante la evaluacion in vitro microbiolégica, antibacteriana
y antifingica, llevada a cabo con diferentes concentraciones, se observa una modesta actividad antimicrobiana.

El producto recién desarrollado se puede sintetizar, semisintetizar u obtener a partir de extractos alcohdlicos,
acuosos o hidroalcohdlicos u organicos de una o mas partes de plantas de una de las especies siguientes, o una
mezcla de las mismas: S. cayennensis, S. jamaicensis y S. eliotis.

Las especies usadas en esta invencion se encuentran en la naturaleza mas facilmente que Stachytarpheta polyura,
mencionada en la técnica anterior, en grandes cantidades, asi como en tamafios mayores, lo que aumenta la
viabilidad de la produccion a escala industrial. Dichas especies, popularmente conocidas como gervao, gerbéo,
overjdo, cha-do-Brasil ("verbena"), entre otros nombres populares, se usan en la medicina tradicional como
cicatrizantes, tratamiento para problemas de estémago y antipiréticos.
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La nueva invencion farmacéutica usa extractos, solos o mezclados entre si o, de otro modo, asociados con
extractos, aceites no volatiles, aceites esenciales, fragancias, polvos o excipientes de otras fuentes naturales o
sintéticas.

Mediante pruebas preclinicas y clinicas se ha demostrado que los compuestos identificados se usan como parte de
férmulas medicamentosas para tratar el vitiligo, usadas por via oral cuando estan en comprimidos o capsulas y por
via tépica como colorantes, cremas, geles, aerosoles u otros similares usados como adyuvantes. Esta invencién
también se extiende a las composiciones farmacéuticas que contienen, ademds de los extractos citados, fracciones
0 componentes de dichos extractos (naturales o sintéticos) usados para formular medicaciones aplicadas en el
tratamiento o profilaxis del vitiligo.

DESCRIPCION DE LA INVENCION

En el primer aspecto, esta invencion se refiere a un producto farmacéutico como se define en las reivindicaciones.
Comprende extractos convencionales, fracciones o moléculas aisladas de plantas del género Stachytarpheta, y las
especies S. cayennensis, S. jamaicensis y S. eliotis de la familia Verbenaceae, para su uso como medicacién para
tratar el vitiligo. El proceso de produccion estd compuesto por las siguientes etapas:

(a) La biomasa que forma una o méas partes, verdes o secas, de la planta, raices, tallos, cortezas y hojas de las
especies del género Stachytarpheta, se pulveriza, o se muele, tritura o desmenuza, considerando que la materia
prima puede estar compuesta, sin limitaciones, por las especies S. cayennensis, S. jamaicensis o S. eliotis, o
sus mezclas.

(b) La biomasa obtenida mediante el proceso (a) se extrae mediante percolacién o maceracion o con extractor
Soxhlet, o usando gases en estado supercritico, o extraccion usando un medio acido o basico o un disolvente
organico o extraccidbn mediante destilacion al vapor; considerando que los disolventes orgénicos son, por
ejemplo, compuestos halogenados, alcoholes, aldehido, cetonas, cicloalcanos o alcanos, compuestos fendlicos,
bencenos y derivados, entre otros, solos o sus mezclas; y en el caso de una extraccion acida/basica, la
extraccion se puede realizar con acidos fuertes o débiles, diluidos o concentrados, solos 0 mezclados, tales
como &cido acético, acido clorhidrico, acido formico; y la base usada en el proceso de extraccion se forma
mediante bases concentradas o diluidas, solas o en mezclas, tales como, por ejemplo, hidréxido aménico
(NH4OH) y carbonato sédico (Na2COs);

(c) El extracto obtenido se puede secar usando un liofilizador, con una temperatura de entrada de
aproximadamente 150-190 °C y una temperatura de salida de aproximadamente 60-90 °C; o a presién reducida,
con una temperatura que varia entre 25-75 °C; o a temperatura ambiente.

El proceso permite la produccién a escala industrial, ya que reduce el tiempo de proceso, presenta un rendimiento
adecuado y da como resultado un producto farmacéutico. La medicacion, de acuerdo con esta invencion, contiene
aproximadamente de 0,001 a 99 % de al menos uno de los compuestos o sus mezclas en forma libre o en forma de
sal (tales como cloratos, sulfatos o boratos) de estructura quimica (1), (11), (Il1), (IV), (V), (V1) y (VII).
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en las que R es idéntico o diferente y cada uno se selecciona independientemente entre H, CH3, CH,CHs;, CH,OH,
COCHgs, metales alcalinos, halégenos, monosacaridos, disacaridos o polisacaridos, CO(CH3),CHs, (CH2)nCHs, donde
n varia de 2 a 16.

El extracto farmacéutico obtenido de acuerdo con esta invencién es Util tanto para administrarse directamente a un
paciente como para usarse en la preparacion de composiciones farmacéuticas, con contenidos que varian de
aproximadamente 0,001 a aproximadamente 5.000 mg/kg/dia, en particular de aproximadamente 200 a 400
mg/kg/dia, divididos en una o mas veces durante el dia.

En otro aspecto, esta invencion se refiere a composiciones farmacéuticas que contienen de aproximadamente 0,001
a aproximadamente 5.000 mg de extracto, asi como excipientes farmacéuticamente aceptables. EI compuesto
farmacéutico también se puede usar en la forma asociada a farmacos, vitaminas, sales y azUcares.

Los excipientes farmacéuticamente aceptables adecuados para la invencién son, por ejemplo, y sin limitaciones, los
mencionados en los siguientes trabajos: Remington's Pharmaceutical Sciences, publicado por el editor
norteamericano Mack Publishing, asi como la Farmacopea Europea, la Farmacopea Brasilefia, y nuevos excipientes
que se puedan desarrollar.

El producto farmacéutico y las composiciones farmacéuticas de acuerdo con esta invencién son, probablemente,
eficientes para tratar el vitiligo.

Con el fin de desarrollar las investigaciones preclinicas y clinicas de extractos alcohdlicos, hidroalcohdlicos y
acuosos de las partes aéreas de tres especies de verbena, los extractos se obtuvieron como se describe a
continuacion.

Las siguientes especies: S. cayennensis, S. jamaicensis y S. eliotis, usadas para obtener extractos alcohdlicos,
hidroalcohdlicos, acuosos u organicos, se recolectaron desde 1995 a 2002 en los estados brasilefios de Paraiba,
Pernambuco y Bahia. Las hojas desecadas de las muestras se almacenaron de forma individual en los archivos del
Herbério Lauro Pires Xavier, Universidade Federal da Paraiba, ciudad de Joao Pessoa, Brasil.

Los extractos alcohdlicos de las hojas y las partes aéreas de las plantas se extrajeron de forma individual mediante
percolacion usando etanol como disolvente durante de 72 a 144 horas seguidas.

Después de la extraccidon y concentracion en rotavapor, se determiné el peso del extracto desecado, asi como sus
rendimientos respectivos en relacion con el peso fresco de los materiales vegetales.

El rendimiento de los extractos etandlicos de hojas y partes aéreas por especie fue el siguiente:

Especie % de extractos etandlicos de hojas % de extractos etandlicos de partes aéreas
S. cayensensis de 12a 18 de 8a13
S. jamaicensis de1lal6 de7al3
S. eliotis de1lal9 de7al4

Los extractos acuosos de las hojas y las partes aéreas de las plantas se extrajeron de forma individual mediante
decoccion usando agua como disolvente durante de 72 a 144 horas seguidas. Después de la extraccion y
concentracion en rotavapor, se determind el peso del extracto desecado, asi como sus rendimientos respectivos en
relacion con el peso fresco de los materiales vegetales. El rendimiento promedio de los tres extractos acuosos de las
especies estudiadas (individualmente) presento los siguientes rendimientos: S. cayensensis: 12 % (hojas) y 11 %
(partes aéreas); S. jamaicensis: 14 % (hojas) y 12 % (partes aéreas) y S. jamaicensis: 11 % (hojas) y 9 % (partes
aéreas). Las reparticiones (liquido-liquido) de dichos extractos se llevaron a cabo usando disolventes, en orden
creciente de polaridad con hexano, cloroformo, butanol y agua, que se evaporaron en rotavapor a presion reducida.
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La purificacion de los extractos acuosos de las hojas y las partes aéreas de las plantas se llevo a cabo con 10 g del
extracto acuoso mediante CMP, usando en el sistema eluyente una mezcla de MeOH y H,O con 0,05 % de acido
trifluoroacético (TFA) en modo gradiente (de 5% a 100 % en 3 dias). Los productos se detectaron mediante UV a
254 nm. Se obtuvieron cuarenta fracciones de esta primera etapa de purificacion. La fraccion n® 12 (400 mg) se
purific6 mediante CLHP a escala de preparacion usando una columna Symmetry® (7 pm, 19x150 mm, Waters,
MeOH/H,0 3:97 /TFA 0,05 %, caudal de 10 ml/min, UV 254 nm, que condice al aislamiento de los compuestos | (300
mg, R=12 minutos). La fraccién n® 15 conduce al aislamiento del compuesto Il (145 mg). La fraccién n° 18 conduce
al aislamiento del compuesto 11l (80 mg). El compuesto IV se aislé directamente de la fraccién n°® 19. Los compuestos
V (40 mg), VI (35 mg) y VII (5 mg) se aislaron de la fraccién n° 21.

Las estructuras quimicas de los compuestos aislados se dedujeron mediante métodos espectroscopicos, incluyendo
luz ultravioleta (UV), resonancia magnética nuclear (RMN 1D y 2D), espectrometria de masas de baja y alta
resolucion (EM y EMAR), asi como reacciones quimicas y enzimaticas. Los compuestos | y Il se identificaron como
iridoides, en los que el grupo R puede ser idéntico o diferente de los grupos H, CH3, COCHs, CO(CH>),CHj3 (en el
gue n varia de 2 a 16), haldgenos, monosacaridos, disacaridos o polisacaridos. El compuesto Ill se identificé como
un flavonoide, en el que el grupo R puede ser H, CH3, CH,CH3, CH,OH, COCHgz, CO(CH2),CHs (en el que n varia de
2 a 16), halégeno, monosacarido, disacérido o polisacarido. Los compuestos 1V, V, VI y VII se identificaron como
derivados de glioxilato de etilfenilpropano, en los que el grupo R puede ser H, CH3, CH,CH3, CH,OH, COCH3;, CO
(CH2)nCHs (en el que n varia de 2 a 16), halégeno, monosacaridos, disacaridos o polisacaridos.

Para dichos analisis se seleccionaron dos tipos de hojas de cada especie vegetal: pequefias (jovenes) y grandes
(adultas). Usando dicho material se determine la humedad foliar en un matraz de fondo redondo que contenia 150
ml de tolueno seco, previamente tratado y calentado hasta una temperatura de aproximadamente 120 °C, mantenido
hasta que se produjo la ebullicion del sistema, seguido de la lectura de los volimenes de agua de la destilacion al
vapor. El promedio de los tres analisis de la humedad foliar de cada especie estudiada alcanzd los siguientes
rendimientos: Stachytarpheta cayensensis: 69 % (hojas jovenes) y 67 % (hojas adultas); Stachytarpheta jamaicensis:
68 % (hojas jovenes) y 64 % (hojas adultas); y Stachytarpheta eliotis: 66 % (hojas jovenes) y 64 % (hojas adultas).

Los andlisis del percentil de las ceras foliares de cada especie se llevaron a cabo individualmente con los materiales
botanicos recolectados e identificados. Para cada andlisis se usé un vaso de precipitados de 1.000 ml al que se
afnadieron 150 g del vegetal y, después, 500 ml de cloroformo P.A. Tras cinco minutos de extraccion, se filtré en un
papel de filtro cualitativo y se obtuvo un extracto de cloroformo que se concentré en rotavapor a presion reducida. La
determinacion del percentil de las ceras foliares se llevé a cabo después de secar en un desecador de vacio, se
pes6é hasta llegar a un peso constante. Este andlisis cuantitativo, repetido tres veces siguiendo la misma
metodologia, revel6 que la parte aérea de las especies de los estudios presentaba los siguientes rendimientos de las
ceras foliares: Stachytarpheta cayensensis: 0,21 %; Stachytarpheta jamaicensis: 0,22 %; y Stachytarpheta eliotis:
0,19 %.

Los andlisis cualitativos de las ceras foliares de las tres especies se llevaron a cabo usando el extracto de las ceras
obtenidos de acuerdo con la metodologia mencionada anteriormente (0,1 g) después de la reaccion de eterificacion
con diazometano. Las composiciones se evaluaron mediante una cromatografia de gases acoplada con
espectrometria de masas conectada a una base de datos. Para realizar los andlisis, cada material metilado se
disolvié en 5 ml de n-hexano (cromatografico) y, a partir de esta solucion, se inyectaron 5 pl en el sistema de CG/EM
modelo HP-5890-serie 2, con una columna 30-m DB1 empaquetada con 100 % de dimetilpolisiloxano. El gas
portador usado fue helio, con una temperatura inicial de 60 °C, en un gradiente de 10 °C/minutos hasta que alcanza
la temperatura de 240 °C, acoplado a un espectrometro de masas, conectado a una base de datos.

La identificacion de los componentes quimicos de la ceras foliares se realizd a través del registro de la
fragmentacion en el espectro de masas y su peso molecular, haciendo que una comparacién simultanea con la base
de datos contra 135.000 compuestos organicos esté disponible en el sistema. Las ceras foliares de las tres especies
presentan los siguientes componentes hidrocarbonatos: dodecano, tricosano y los &cidos hexadecanoico,
dodecanoico, tricosanoico y eicosanoico.

Las evaluaciones de las actividades bioldgicas del extracto alcohdlico y sus reparticiones liquido-liquido (hexanicos,
cloroférmicos y acuosos), todos los obtenidos de partes aéreas de S. cayennensis, S. jamaicensis y S. eliotis, asi
como de los compuestos quimicos aislados, se llevaron a cabo mediante pruebas de laboratorio in vitro sobre las
actividades de captacion de radicales libres (radical ABTS), mimético de SOD, sintesis de 6xido nitrico e inhibicion
de la xantina oxidasa.

Los extractos de S. cayennensis, S. jamaicensis y S. eliotis presentaron una potente actividad de captacion de O,
sobre el sistema hipoxantina/xantina. A concentraciones de aproximadamente 40 plg/ml, los extractos presentaban
inhibicion de la actividad xantina oxidasa y la produccion de &cido nitrico en los macréfagos. Entre los compuestos
aislados, los compuestos Il, Il y IV tenian una importante actividad antioxidante a concentraciones de 10 uM. El
compuesto IV presentd, a su vez, una actividad significativa en este ensayo con 6xido nitrico a una concentracion de
10 pM.
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Las evaluaciones de las actividades bioldgicas del extracto alcohdlico y sus reparticiones liquido-liquido (hexanicos,
cloroférmicos y acuosos), obtenidos todos de las partes aéreas de S. cayennensis, S. jamaicensis y S. eliotis, asfi
como de componentes quimicos aislados, se llevaron a cabo en pruebas n vivo, del siguiente modo: Las pruebas de
citotoxicidad se llevaron a cabo usando alevines de Poecilia reticulata; las pruebas de toxicidad usaron larvas de
Artemia salina y las pruebas de microbiol6égicas usaron 7 bacterias, 5 hongos similares a levaduras y 6 hongos
filamentosos

Los ensayos para evaluar las caracteristicas ictiotoxicas o piscicidas se realizaron con alevines de Poecilia reticulata
recolectados del rio Jaguaribe de la ciudad de Jodo Pessoa-PB [estado de Paraiba], aclimatados en laboratorio
durante 48 horas, alimentados con alimento para peces. Los alevines usados en los ensayos bioldgicos tenian un
promedio de 17.1 mm de longitud. Los extractos hidroalcohdlicos, alcohélicos y acuosos (decoccion) se diluyeron en
agua destilada en las concentraciones de 1, 10 y 100 pg/ml.

Las soluciones del producto, en las tres concentraciones, se usaron en las pruebas de evaluacion bioldgica en un
vaso de precipitados de 1.000 ml cubierto por redes de tul, que contienen 400 ml de la solucién de cada producto.
Los ensayos se llevaron a cabo con grupos de 10 alevines, individualmente, con un tiempo de exposicion de 24
horas. Durante este periodo, las soluciones citadas se airearon con dispositivos adecuados a temperatura ambiente.
Para cada ensayo bioldgico se llevé a cabo una prueba de control en agua destilada y aireada con 10 alevines
recogidos y tratados igual.

La evaluacién macroscopica de la actividad de dichas sustancias alrededor de los alevines se llevd a cabo por medio
de cambios fisiologicos y conductuales, tales como: hiperactividad, movimientos convulsivos, pérdida de equilibrio,
intentos de escapar de los recipientes y muerte. Los resultados revelaron que los productos eran no toxicos en las
tres concentraciones analizadas.

La evaluacion de la actividad citotoxica de los extractos alcohdlicos e hidroalcohdlicos y la decoccidn se llevo a cabo
en un medio salino con microlarvas recién eclosionadas de Artemia salina Leach, a concentraciones de 1, 10 y
100 pg/ml. Para realizar los bioensayos se us6 la metodologia adaptada de Fontenele et al. Cada solucion se evalu6
en las pruebas téxicas por triplicado usando 10 larvas de Artemia salina. Este experimento se mantuvo a
temperatura ambiente (26-28 °C) con luz artificial durante un periodo de hasta 24 horas seguidas. Se prepar6 una
prueba de control usando 5 ml de soluciéon salina con 10 larvas de A. salina, en las mismas condiciones
experimentales de las pruebas descritas anteriormente. Los resultados de dichos bioensayos revelaron que ninguno
de los extractos presentaba toxicidad a concentraciones de hasta 100 pg/ml.

Las pruebas microbiolégicas se llevaron a cabo con extractos alcohdlicos e hidroalcohdlicos y con la decoccidon
obtenida individualmente de las partes aéreas de las 3 especies (S. cayennensis, S. jamaicensis y S. eliotis), a
concentraciones de 2.500, 1.250, 625, 313 y 156 mg/ml, solubilizados en dimetilsulféxido (DMSO).

Los ensayos microbioldgicos con los extractos citados se llevaron a cabo en medio solido usando la técnica de
dilucién en serie en una proporcion de 2, en agar dextrosa Sabouraud (DIFCO) y agar nutritivo (Merck). En tubos de
ensayo de 12 x 120 mm se afadieron 3 ml del medio al 1* tubo y 1,5 ml a los demaés; se afiadieron 15 mg del
extracto al 1% tubo, creando las demas diluciones. Después se afadieron 10 pl de la suspension de
microorganismos normalizada a 10° UFC, de acuerdo con el tubo 0,5 de la escala de McFarland, y se ajusto al 90 %
de T (530 nm). Asimismo, los extractos se analizaron mediante las técnicas de Vicent y Vicent y Allegrini; el medio
de cultivo afiadido con la suspensiéon de microorganismos también se afiadio a discos de papel de filtro (CECO/SP)
impregnados con 0,02 ml de cada extracto. Se cred un control para cada microorganismo con antimicrobianos
convencionales (cloranfenicol a 30 pg/ml, tetraciclina a 30 pg/m y ketoconazol a 1.000 ug/ml). Los ensayos se
incubaron a 37 °C durante 24-48 horas (bacterias y levaduras) y a temperatura ambiente durante 10-14 dias (hongos
filamentosos). Los ensayos microbioldgicos de los productos mencionados se llevaron a cabo contra bacterias
grampositivas y gramnegativas; los ensayos con hongos de tipo levadura y hongos filamentosos se realizaron contra
los microorganismos siguientes: Bacterias: Bacillus cereus, Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa y
Staphylococcus aureus; Hongos de tipo levadura: Candida albicans, Candida tropicali y Cryptococcus neoforman;
hongos filamentosos: Aspergillus parasiticus, Penicilium sp y Trichophyton rubrum. Los ensayos microbiol6gicos de
los productos mencionados no presentaron actividad antimicrobiana contra ninguno de los microorganismos
analizados.

Las evaluaciones farmacolégicas, preclinicas y clinicas del extracto alcohdlico y los extractos acuosos (decoccion)
de las partes aéreas de S. cayennensis, S. jamaicensis y S. eliotis se llevaron a cabo individualmente tanto in vitro
como in vivo para las actividades descritas mas adelante.

Las evaluaciones se realizaron en ratones Swiss-Webster (10/grupo), que recibieron dosis de 0,5 a 1,0 mg/kg de
extracto por via oral. Los animales en el grupo control recibieron solucién salina al 0,9 % (10 ml/kg; por via oral)
Unicamente. Este resultado no produjo ninguna muerte en los grupos tratados con los extractos alcohdlicos,
hidroalcohdlicos y acuosos (decoccién) de las 3 especies de plantas. Solo un grupo tratado con extracto alcohdlico
de S. eliotis present6é una tasa de mortalidad del 10 %. No se observaron signos de toxicidad con respecto a un
cambio significativo en la evolucién del peso, el peso de los érganos (corazén, bazo, higado, estbmago, rifiones,
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pulmones, testiculos, ovarios y Utero), los pardmetros hematoldgicos y bioquimicos, entre los grupos tratados de
forma crénica y los controles. Los resultados de las pruebas de las evaluaciones de toxicidad aguda en ratones
demostraron que los extractos alcohdlicos, hidroalcohdlicos y acuosos (decoccion) de las partes aéreas de
Stachytarpheta cayensensis, S. jamaicensis y S. eliotis, cuando se evaluaron a diferentes concentraciones
individualmente, no presentaron efectos toxicos en la via oral a dosis de hasta 1,0 g/kg.

A partir del extracto acuoso concentrado (decoccién) de las partes aéreas de cada especie de planta se desarrolld
una medicacion fitoterapéutica. La concentracion de la medicacion fitoterapéutica por planta fue de 60 y 120 mg del
polvo de extracto seco por capsula. Asimismo se desarrollé una crema para uso topico con base Lanette usando
parabenos como conservante y 3 % de polvo del extracto acuoso de cada planta. La posologia recomendada fue de
1 capsula 3 veces al dia y para la crema, 2 aplicaciones diarias.

- Cada capsula de 280 mg de la medicacion fitoterapéutica contiene:

Extracto desecado 60,00 mg
Conservante (parabenos) 0,56 mg
Almidoén 210,00 mg
Agua C.S.

- Cada 1,0 ml de la medicacion fitoterapéutica contiene:

Extracto desecado 300 mg
Conservante (parabenos) 0,20 mg
Crema Lanette (c.s.) 96,80 mg

La evaluacion clinica de las tres medicaciones fitoterapéuticas se realizoé en 36 voluntarios adultos (grupo de edades
variables de 22 a 53 afios de edad), siendo 22 mujeres y 14 varones, que sufren vitiligo en diferentes estadios y
extensiones, presentando la mayoria de ellos despigmentacion simétrica y con un diagndstico basado en analisis
clinicos. Los pacientes de dividieron en tres grupos de 12 sujetos, de forma no controlada. Inicialmente se informé a
los pacientes sobre la investigacion y en dicho momento se solicitd a cada paciente muestras de orina y de sangre
para el analisis. Al principio del tratamiento, en todos los pacientes se fotografid los parches y se mapearon en un
papel transparente para registrar las zonas no pigmentadas y un seguimiento mejorado de la evolucion del
tratamiento.

La posologia recomendada fue de 160 mg por capsula del ingrediente activo (extracto desecado) 3 veces al diay la
evaluacion clinica se realizé una vez al mes. El tratamiento clinico varié de 14 a 18 meses y, para todos los casos,
se recomendaron los bafios de sol por la mafiana durante de 30 a 45 minutos, entre las 7 y las 9 de la mafana. Este
estudio no uso placebo y no se produjeron abandonos.

Se registré que todos los pacientes ya habian sido sometidos a al menos un tratamiento contra el vitiligo y que mas
del 60 % ya habia sido sometido a mas de dos tratamientos. La medicacién mas usada se denominé Viticromin.

Los analisis de los resultados revelaron que con las tres medicaciones fitoterapéuticas se consiguieron resultados
positivos, notificandose que en mas del 50 % de los pacientes los parches se habian repigmentado después de usar
las capsulas durante 18 meses seguidos. En el grupo 1, tratado con capsulas de Stachytarpheta eliotis, se consiguio
el mejor resultado relativo en comparacion con los resultados obtenidos en los otros grupos. El grupo 2, tratado con
capsulas de S. jamaicensis, presentd un resultado equivalente al del grupo 3 tratado con capsulas de S.
cayensensis. Dichos resultados se distribuyeron del siguiente modo: de los 21 pacientes en los que se habian
repigmentado los parches, 9 pertenecian al grupo 1; 6 pacientes pertenecian al grupo 2 y los otros pertenecian al
grupo 3. En este contexto, también se registré que en 6 pacientes del grupo 1 (50 % del grupo), los resultados de
repigmentacion observable mediante registros fotograficos y las areas se observaron poco después del 4° y 5° mes
de uso del producto. En los demés grupos, los resultados de repigmentacion se notificaron Unicamente después del
6° y del 8° mes durante el uso del medicamento fitoterapéutico.

No se naotificaron signos de malestar, mareos, cefaleas o vomitos durante el uso continuo de productos
fitoterapéuticos. Aunque los resultados de repigmentacion son parciales en 10 pacientes (27,8 %), estos estaban
satisfechos con los resultados y Gnicamente 5 de ellos consideraron los resultados no satisfactorios. Los pacientes
con repigmentacion completa de sus parches estaban encantados.

A continuacién se describen unos pocos ejemplos, aunque no limitantes, de metodologias y técnicas relacionadas
con la obtencién y preparacion de fracciones, compuestos puros a partir de extractos alcohdlicos, hidroalcohdlicos y
acuosos de las hojas o partes aéreas de Stachytarpheta cayensensis, S. jamaicensis y S. eliotis, adecuados para su
uso de acuerdo con la invencidn que se presenta en el presente documento.
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Ejemplo 1: Metodologia para obtener un extracto alcohdlico

En un recipiente de un extractor equipado con agitacidén mecanica, se afiaden 100 kg de hojas o partes aéreas de la
planta (de una de las tres especies mencionadas), se secan en hornos con temperatura controlada de 60 °C y se
muelen en un molino eléctrico. Después, se afiaden 280 litros de etanol a 96 °GL, con agitacion frecuente durante de
72 a 144 horas (de 2 a 4 dias). Después de dicho proceso, se filtra el extracto al vacio a través de filtros de 100 pm.
Usando esta metodologia se obtiene un rendimiento de aproximadamente 240 litros de la solucidn del extracto. Tras
la evaporacion del disolvente en un evaporador rotatorio con presion reducida se consigue un extracto alcohodlico
concentrado, con los siguientes resultados por planta, de media: 18 % de Stachytarpheta cayensensis; 16,5 % de
Stachytarpheta jamaicensis y 19,7 % de Stachytarpheta eliotis.

Ejemplo 2: Metodologia usada para obtener un extracto hidroalcohdlico

A un percolador de acero inoxidable se afiaden 50 kg de hojas o partes aéreas de la planta (de una de las tres
especies mencionadas), se deshidratan en oscuridad sobre redes de acero inoxidable durante 24 horas. Después,
se afiaden 80 litros de una solucién hidroalcohdlica (etanol:agua 1:1) y se deja percolar durante 8 dias con agitacion
diaria y ocasional. Al final del periodo, se filtra el extracto en filtros de 100 um y se concentra en un evaporador
rotatorio a presion reducida. Esta metodologia tiene como resultado un rendimiento de extracto hidroalcohdlico
concentrado por planta en el orden siguiente: de 15 a 21 % de Stachytarpheta cayensensis; de 17 a 20 % de
Stachytarpheta jamaicensis y de 15 a 22 % de Stachytarpheta eliotis.

Ejemplo 3: Metodologia usada para obtener un extracto acuoso

Para obtener el extracto acuoso de una de las tres especies de Stachytarpheta, se afiaden a un recipiente de
percolacion a temperatura controlada 50 kg de las hojas de las partes aéreas seleccionadas previamente, se secan
a 65°C en un horno con aireacion forzada y después se muelen en un molino eléctrico. Después se afiaden al
recipiente 100 litros de agua destilada y se calienta hasta 90 °C durante 40 horas seguidas. Durante ese periodo, se
agita ocasionalmente. Después se filtra usando filtros de 100 um y, por ultimo, se concentra el extracto (filtrado) en
un evaporador rotatorio a presion reducida. Este proceso de extraccion tiene como resultado los siguientes
rendimientos: de 7,4 a 11,2 % de Stachytarpheta cayensensis; de 6,5 a 8,9 % de Stachytarpheta jamaicensis y de
7,2 a 11,5% de Stachytarpheta eliotis en relacién con el peso del material vegetal usado en el proceso de
extraccion.
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REIVINDICACIONES

1. Composicion farmacéutica para su uso en la profilaxis o tratamiento del vitiligo, que comprende un extracto
obtenido de una o més partes de plantas seleccionadas del grupo que consiste en Stachytarpheta
cayennensis, Stachytarpheta jamaicensis, Stachytarpheta eliotis 0 sus mezclas, en la que el extracto
comprende de 0,001 a 99 % de al menos uno de los compuestos o sus mezclas, en forma libre o en forma
de sal, de estructura quimica (1), (II), (1l1), (IV), (V), (V1) y (VII):
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en las que R es idéntico o diferente y cada uno se selecciona independientemente entre H, CH3;, CH,CH3, CH,OH,
COCHgs, metales alcalinos, halégenos, monosacaridos, disacaridos o polisacaridos, CO(CH3),CHs, (CH2)nCHs, donde
n varia de 2 a 16.

2. Composicion farmacéutica para su uso de acuerdo con la reivindicacion 1, en la que dicho extracto se extrae con
disolventes alcohdlicos, hidroalcohdlicos, acuosos u organicos.

3. Composicion farmacéutica para su uso de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones precedentes,
caracterizada por que el intervalo de dosificacion es de 0,001 a 5.000 mg/kg/dia, divididos en una o méas veces al
dia.

4. Composicién farmacéutica para su uso de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones precedentes,
caracterizada por que contiene de 0,001 mg a 5.000 mg del extracto que contiene uno 0 mas compuestos.

5. Composicion farmacéutica para su uso de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones precedentes, en la que
la composicion farmacéutica comprende adicionalmente extractos, aceites no volatiles, aceites esenciales,
fragancias, polvos o excipientes de otros origenes naturales o sintéticos, o farmaco(s), vitamina(s), monosacaridos,
disacéridos o polisacaridos, u otros excipientes farmacéuticamente aceptables, adecuados para aplicacién oral,
tépica, inyectable o inhalable.

6. Composicién farmacéutica de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones precedentes, caracterizada por
que se presenta en forma de extracto puro o combinado como comprimidos, capsulas, colorantes, jarabes y otros
similares o en forma de emulsiones de agua/aceite y de aceite/agua (cremas y geles), liposomas, microcapsulas,
nanoparticulas, aerosoles, pulverizadores, ungilientos y similares, liquidos inyectables, polvos, parches, asi como
formulaciones para implantes de liberacion lenta u otros similares usados como adyuvantes y otros vehiculos
sintéticos o naturales farmacéuticamente aceptables.
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