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DESCRIPCION
Extractos de sen y usos de los mismos

La presente invencién se define en las reivindicaciones 1-17. La presente invencion se refiere a extractos de Cassia
acutifolia y/o Cassia angustifolia reducidos en sendsidos como agentes protectores de la membrana mucosa,
protectores gastricos y/o dermoprotectores, procesos para la preparacién de los mismos y composiciones que
comprenden dichos extractos.

Estado de la técnica anterior

Sen (Cassia acutifolia o Cassia angustifolia) es una planta cuyas hojas o cuyas vainas (foliculos) se usan
habitualmente como laxantes.

La accion laxante de sen es claramente una accién laxante notablemente irritante, debido a la presencia, en las
vainas y las hojas, de antraquinonas conocidas como sendsidos.

Los constituyentes activos principales en la hoja son sendsidos A y B (mas los sendsidos A1, C, D, G),
aproximadamente el 2,5 % de los mismos expresados en contenido de sendsido B (Ci2H38020; Mr863 de acuerdo
con la Farmacopea Europea) y en la vaina, habitualmente mencionada como foliculo, dichos componentes son
aproximadamente el 4 %, expresados como contenido de sendsido B.

La accién de los sendsidos se debe a su conversion, en el intestino grueso, en el metabolito activo (reinantrona) que
tiene un efecto sobre la motilidad del intestino grueso (estimula las contracciones peristalticas e inhibe las
contracciones locales) con la consiguiente aceleracion del transito en el colon y reduccion de la absorcion de liquidos
y un efecto sobre los efectos de secrecion (estimulaciéon de la secrecidon de moco y secrecion de cloruro activo) con
un aumento en la secrecion de liquidos.

El método convencional para la valoracién de sendsidos en hojas y vainas de sen se describe en la Farmacopea
Europea 7.0, en los capitulos titulados Sennae folium (paginas 1236 y 1237, Farmacopea Europea 7.0 ed. 2011,
01/2008:0206 corregido 6.0). En la presente descripcion, la indicacion de sendsidos totales presentes en los
extractos, indicada como "sendsidos totales SFM expresados como sendsido B" es lo obtenido por el método
indicado anteriormente, es decir, sendsidos determinados por método espectrofotométrico de acuerdo con lo que se
describe en la Farmacopea Europea mencionada anteriormente.

Diferentes formas de cuantificacion se indicaran de forma diferente.

Por lo tanto, el uso de hojas y/o foliculos de sen como laxante, y de sus extractos como laxantes es conocido en la
técnica, y también el efecto irritante de dicho producto sobre el intestino es conocido, tanto ligado a la presencia de
senosidos en hojas, asi como en vainas de la planta de sen.

Sumario de la invencién

La presente invencion se refiere a un extracto de sen sustancialmente reducido en los componentes
farmacolégicamente activos conocidos representados por sendsidos totales, de los cuales permanecen Unicamente
cantidades minimas y, opcionalmente, reducido también en resinas, y a un proceso para obtener dicho extracto. El
extracto de acuerdo con la invencién puede usarse para un fin completamente diferente de para el que se usa el
extracto de sen en el estado de la técnica, es decir, como agente protector de las membranas mucosas o de la piel.
Dicho uso puede realizarse gracias a las actividades protectoras de los componentes restantes, en que el extracto
esta enriquecido en un 15-25 % con respecto al producto inicial gracias a la eliminacion de los sendésidos totales del
mismo. El extracto de la invencion, por lo tanto, proporciona una nueva fuente de material de origen vegetal util para
la proteccion de las membranas mucosas y de la piel, donde los efectos farmacoldgicos atribuibles a los
componentes conocidos como principios activos estan sustancialmente reducidos o eliminados.

Dicha condicion es particularmente deseable cuando tienen que usarse materiales de origen natural o vegetal para
acciones de un tipo principalmente mecanico (es decir, no para acciones farmacoldgicas que tienen, por ejemplo, un
efecto directo sobre la activacion de las rutas receptoriales, las rutas inmunitarias o los procesos metabdlicos). El
uso de sustancias con un efecto principalmente mecanico, tal como, por ejemplo, sustancias que tienen un efecto de
barrera 0 mucoadhesivo, es deseable, por ejemplo, para ayudar a un tratamiento farmacolégico. Minimizando la
presencia de sustancias con actividades farmacolégicas en el material de origen natural o vegetal como en la
presente invencion, se obtiene un material con un efecto principalmente mecanico, que puede usarse en
combinacion con farmacos, minimizando las posibles interacciones indeseadas con farmacos y, al mismo tiempo,
explotando la caracteristica tipica de las sustancias de origen vegetal, de tener una inmensa cantidad de
componentes que pueden ejercer un efecto protector mas alla de los farmacolégicamente activos habitualmente
usados.
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El uso de extractos de sustancias complejas vegetales o naturales reducidas en principios farmacolégicamente
activos implica la doble ventaja de proporcionar un material que tiene una accién protectora principalmente mecanica
(proteccion de la membrana mucosa o proteccion de la piel) y de posibilitar un uso concreto y util de materiales
normalmente descartados en los procesos de extraccidon de principios activos vegetales o naturales.

La presente invencion, por lo tanto, se refiere a un extracto de sen reducido en sendsidos totales, donde dichos
senosidos totales tienen una concentracion en porcentaje ponderal de al menos < 0,5 %; su uso como agente
protector de piel o membranas mucosas parcialmente comprometidas; composiciones que comprenden dicho
extracto; su uso en la proteccidon de la piel o las membranas mucosas y procesos para la preparacion de dicho
extracto y dichas composiciones.

La invencién también se refiere a un proceso para la preparacion de extracto de sen como se define anteriormente,
que comprende las siguientes etapas:

a. preparar un extracto hidroalcohdlico de hojas y/o vainas de (foliculos) de sen donde dicho extracto
hidroalcohdlico se prepara sometiendo hojas y/o vainas de Cassia acutifolia y/o Cassia angustifolia,
opcionalmente fragmentadas, a dos o mas etapas de extraccion en etanol en concentracion decreciente

b. obtener del extracto preparado en a. un extracto acuoso concentrado y un extracto resinoso sin sendsidos

c. concentrar dicho extracto alcohdlico por decantacion y/o centrifugacion y/o filtracion, recoger el sobrenadante o
el filtrado

d. dicho sobrenadante o filtrado de c. se somete a una o mas etapas de ultrafiltracién por las que se recoge el
permeado y dicho permeado comprende sendsidos totales a una concentracion en porcentaje ponderal de <
50,5 % y donde dicha una o mas etapas de ultrafiltracién se realizan en una membrana semipermeable con un
punto de corte de aproximadamente 500-15 000 dalton y/o

dicho filtrado o sobrenadante obtenido en la etapa c. o dicho permeado obtenido después de ultrafiltracion se somete
a una o mas etapas a través de una resina de adsorcion de alta porosidad y se recoge el eluido
donde dicho eluido asi obtenido comprende sendsidos totales a una concentracién en porcentaje ponderal de < 0,5.

Descripcion detallada de las figuras

La figura 1 muestra un diagrama de bloques de una realizacién del proceso de la invencion.

La figura 2a muestra un diagrama de bloques de la etapa d y la figura 2b muestra un diagrama de bloques de la
etapas d'.

La figura 3 muestra un grafico de la mucoadhesién en un plano inclinado (ensayo descrito a continuacién) en que
la sustancia ensayada es etanol de 50 ° en el panel A (disolvente del extracto), alginato de sodio en el panel B, el
extracto de la invencion en el panel C, agua en el panel D (disolvente de alginato de sodio).

Los cuadrado indican los resultados obtenidos en un plano inclinado con mucina y la muestra en examen, mientras
que los rombos indican los obtenidos en el control (blanco) en que la muestra en examen se ensaya en un plano
inclinado sin mucina.

La figura 3A muestra que para EtOH al 50 %, una sustancia no mucoadhesiva, las mediciones del deslizamiento en
el plano inclinado con y sin mucina son practicamente solapables.

Los cuadrado indican los resultados obtenidos en un plano inclinado con mucina y EtOH al 50 %, mientras que los
rombos indican los obtenidos en el control (blanco) en que la muestra en examen se ensaya en un plano inclinado
sin mucina.

La figura 3B muestra un grafico de la mucoadhesion en un plano inclinado (ensayo descrito a continuacion) en que la
sustancia ensayada es alginato de sodio, una sustancia con propiedades mucoadhesivas conocidas.

Los cuadrado indican los resultados obtenidos en un plano inclinado con mucina y alginato de sodio, mientras que
los rombos indican los obtenidos en el control (blanco) en que se ensaya alginato de sodio en un plano inclinado sin
mucina.

En el caso de la muestra que consiste en alginato de sodio; se evidencia una diferencia notable en el
comportamiento en presencia y en ausencia de mucina.

La figura 3C muestra un grafico de la mucoadhesion en un plano inclinado (ensayo descrito a continuacién) en que
la sustancia ensayada es el extracto de sen reducido en resinas y sendsidos (obtenible, por lo tanto, en el punto d o
d' del proceso) de acuerdo con la presente descripcion para verificar sus propiedades mucoadhesivas.

Los cuadrado indican los resultados obtenidos en un plano inclinado con mucina y extracto de sen de acuerdo con la

presente descripcion, mientras que los rombos indican los obtenidos en el control (blanco) en que el extracto de sen
de acuerdo con la presente descripcidon se ensaya en un plano inclinado sin mucina.
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La figura 3D muestra un grafico de la mucoadhesion en un plano inclinado (ensayo descrito a continuacion) en que
la sustancia ensayada es agua.

Los cuadrados indican los resultados obtenidos en un plano inclinado con mucina y agua mientras que los rombos
indican los obtenidos en el control (blanco) en que se ensaya agua en un plano inclinado sin mucina.

La figura muestra que para el agua, una sustancia no mucoadhesiva, las mediciones del deslizamiento en el plano
inclinado con y sin mucina son practicamente solapables.

Puede apreciarse que el extracto tiene un comportamiento similar al alginato de sodio; se evidencia una diferencia
notable en el comportamiento en presencia y en ausencia de mucina, produciendo de ese modo caracteristicas
mucoadhesivas.

CORTO GLOSARIO

NMWCO = Punto de corte de peso molecular nominal

FILTRADO: extracto que ha pasado a través de la membrana de ultrafiltracion semipermeable o a través del filtro
de panel

PERMEADO: extracto que ha pasado a través de la membrana de ultrafiltracion.

RETENIDO: extracto que no pasé a través de la membrana de ultrafiltracion o material adsorbido en resina
ELUIDO: material no adsorbido en resina después de pases de adsorcion sobre la misma.

ULTRAFILTRACION: técnica de filtracién en membrana semipermeable caracterizada por poros que tienen
tamanos de 100 000 dalton (aproximadamente 0,1 um) a 500 dalton (aproximadamente 0,005 ym)

Por "NO MAYOR DE", respecto a las cantidades de principios activos en el extracto, en la presente descripcion
significa <.

Por "sendsidos totales”, en la presente invencién se entiendo sendsidos SFM totales, expresados como sendsido B
segun la referencia en la descripcion del estado de la técnica (Farmacopea Europea 7.0 ed. 2011).

Para los fines de la presente invencion, los porcentajes ponderales presentados se refieren a los extractos secos y
son, por lo tanto, porcentajes ponderales de los extractos secos.

Para los fines de la presente invencion, el término "sen" se usa para indicar Cassia acutifolia y/o Cassia angustifolia.
Descripcion detallada de la invencion

Tal como se ha indicado anteriormente, en la presente descripcion se proporciona un extracto de sen reducido en
senosidos SFM totales expresados como senédsido B, donde dichos senésidos totales tienen una concentraciéon en
porcentaje ponderal de aproximadamente < 0,5 %. Aplicando el proceso de extraccidon que es el objeto de la
invencion, descrito a continuacion, y técnicas de separacion en membrana semipermeable o en resina, fue posible
obtener un extracto de sen resinoso sin sendsidos y un extracto de sen reducido en resinas y en sendsidos totales, y
sorprendentemente enriquecido al mismo tiempo en las sustancias restantes. Ambos extractos mostraron una accién
protectora eficaz sobre la piel y sobre las membranas mucosas, como se evidencia por el ensayo de
mucoadhesividad y el ensayo de barrera presentados en la seccidon experimental a continuacion.

Ambos extractos son utiles como se descritos en la presente invencién y también pueden mezclarse juntos para
obtener un extracto de sen que comprende resinas y esta reducido en sendsidos totales.

En comparacién con los extractos secos de sen y con hojas y/o vainas de sen tal cual, que comprenden una
cantidad de sendsidos totales de al menos aproximadamente un 4,6 % en peso, el extracto sin resinas, asi como el
extracto reducido en resinas reconstituido con el extracto resinoso sin sendsidos de la presente invencion, tiene
simplemente cantidades minimas de dichos principios activos, ya que comprenden una cantidad de sendsidos
totales de al menos < 0,5% en peso.

Evidentemente, dichos porcentajes son, en la practica, cantidades minimas de sendsidos totales que no pueden
justificar las propiedades mucoadhesivas y de barrera mostradas por el extracto de la invencion, y que no pueden
inducir las actividades farmacoldgicas para las que se usa habitualmente sen o los extractos de sen.

Como en una realizacion el extracto esta paralelamente reducido en resinas también, eliminandose estas ultimas
también casi completamente en el proceso de extraccion completo como se describe anteriormente, el efecto
mucoadhesivo y el efecto de barrera observados para el extracto reducido en resinas de acuerdo con la invencién no
se puede atribuir a las resinas tampoco.

El extracto de la invencién, por lo tanto, puede ser

a. extracto resinoso obtenido en la etapa b. del proceso,
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b. extracto reducido en resinas y senosidos, obtenido en la etapa d. del proceso

c. mezcla de los extractos descritos anteriormente a. y b. en cualquier relacion deseada, por ejemplo, 50 % y
50 % u otras relaciones, por ejemplo mezclando las cantidades totales de ambos extractos obtenidos del mismo
material inicial.

Cada uno de dichos extractos, por lo tanto, es util por sus propiedades de mucoadhesién y de efecto de barrera en
todos aquellos casos en que se necesita o se desea la proteccidon de la piel o las membranas mucosas; estos
pueden ser casos en que tiene que administrarse un farmaco que ataca a las membranas mucosas o a la piel, por lo
tanto, para prevenir la accidon dafina del farmaco, o en aquellos casos en que es preferible o deseable la proteccion
de una piel o membrana mucosa incluso parcialmente comprometida, para posibilitar una curacién mejor o mas
rapida de la misma, defendiéndola de agresiones adicionales, o en aquellos casos en que un individuo tiene un
trastorno crénico en que la piel o las membranas mucosas soportan irritaciones o alteraciones, por lo tanto, un efecto
de barrera puede prevenir o limitar los dafios a la piel 0 a la membrana mucosa.

Al definir el efecto de proteccién de las membranas mucosas, en la presente descripcion se entiende que dichas
membranas mucosas pueden ser la mucosa oral, la mucosa gastrica, la mucosa intestinal, la mucosa nasal, la
mucosa uterina, la mucosa rectal.

La presente invencion también proporciona un proceso para la preparacion del extracto como se describe
anteriormente, comprendiendo dicho proceso las siguientes etapas:

a. preparar un extracto hidroalcohdlico de hojas y/o vainas de (foliculos) de sen donde dicho extracto
hidroalcohdlico se prepara sometiendo hojas y/o vainas de Cassia acutifolia y/o Cassia angustifolia,
opcionalmente fragmentadas, a dos o mas etapas de extraccion en etanol en concentracién decreciente

b. obtener del extracto preparado en a. un extracto acuoso concentrado y un extracto resinoso sin sendsidos

c¢. concentrar dicho extracto alcohdlico por decantacion y/o centrifugacion y/o filtracion, recoger el sobrenadante o
el filtrado

d. dicho sobrenadante o filtrado de c. se somete a una o mas etapas de ultrafiltracién por las que se recoge el
permeado y dicho permeado comprende sendsidos totales a una concentracion en porcentaje ponderal de <
50,5 % y donde dicha una o mas etapas de ultrafiltracion se realizan en una membrana semipermeable con un
punto de corte de aproximadamente 500-15 000 dalton y/o

dicho filtrado o sobrenadante obtenido en la etapa c. o dicho permeado obtenido después de ultrafiltracion se somete
a una o mas etapas a través de una resina de adsorcion de alta porosidad y se recoge el eluido

donde dicho eluido asi obtenido comprende sendsidos totales a una concentracién en porcentaje ponderal de < 0,5.

El extracto obtenido en la etapa d. de acuerdo con el método descrito anteriormente tendra una concentracion en
porcentaje ponderal de sendsidos totales de < 0,5 %.

El extracto resinoso obtenido en la etapa b. de acuerdo con el método descrito anteriormente estara libre de
senosidos, que permanecen en el extracto acuoso obtenido siempre en b.

Como ya se ha mencionado, el objeto de la invenciéon son ambos extractos, asi como una mezcla de los mismos.

El proceso descrito en este documento podria realizarse partiendo de hojas y/o vainas (foliculos o frutos) de sen.

Los extractos alcohdlicos de sen podrian tratarse de acuerdo con el proceso presentado de la etapa b.

El extracto de sen seco podrian tratarse de acuerdo con el proceso presentado de la etapa a.

De acuerdo con la invencion, el proceso descrito anteriormente puede realizarse realizando un punto a. al menos
dos, al menos tres 0 al menos cuatro etapas en concentraciones decrecientes de etanol, en que las concentraciones

decrecientes de etanol varian de aproximadamente un 96 % de etanol a aproximadamente un 0 % de etanol.

Por ejemplo, la etapa a. del proceso puede realizarse realizando una etapa en aproximadamente un 85 % de etanol,
una etapa en aproximadamente un 50 % de etanol y una etapa en aproximadamente un 20 % de etanol.

O, la etapa a. del proceso podria realizarse realizando una etapa en aproximadamente un 85 % de etanol, una etapa
en aproximadamente un 50 % de etanol, una etapa en aproximadamente un 20 % de etanol y una etapa en
aproximadamente un 5 % de etanol.

Los extractos obtenidos como se describe anteriormente se recopilan para formar un extracto hidroalcohdlico. Estos
pueden recopilarse, por ejemplo, en relaciones mutuas iguales, como 50:50 en el caso de dos etapas en etanol, o
como 33,3:33,3:33,3 en el caso de tres etapas en etanol o 25:25:25:25 en el caso de cuatro etapas en etanol.
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Evidentemente, los extractos obtenidos realizando las diversas etapas descritas anteriormente en etanol podrian
recopilarse en diferentes relaciones, de acuerdo con el conocimiento general de los expertos en el campo.

Como ya se ha indicado anteriormente, el extracto hidroalcohdlico obtenido en la etapa a. se usara para preparar un
extracto acuoso concentrado en la etapa b.

Dicho extracto acuoso concentrado podria prepararse concentrando el extracto hidroalcohdlico obtenido en

a. por evaporacion del alcohol y se decanta y/o centrifuga y/o filtra y se recoge la fase concentrada acuosa, por
ejemplo, en el caso de decantacion y/o centrifugacion, se recoge el sobrenadante acuoso, mientras que en el caso
de filtracion se recoge el filtrado. Como alternativa, la evaporacion del alcohol podria realizarse después de la fase
de centrifugacion y/o decantacion y/o filtracion.

La decantacién podria realizarse, por ejemplo, de 1 a 72 horas, y podria estar seguida o remplazada por una o mas
centrifugaciones a aproximadamente 3000-4000 (por ejemplo, aproximadamente 3500) rpm durante un periodo
comprendido entre 1 y 10 minutos, por ejemplo, aproximadamente 5 minutos. Para la filtracién, podrian usarse filtros
de panel con un punto de corte de 10 a 50 micrometros. El sobrenadante obtenido después de esta etapa o etapas
entonces se recoge y se somete, en caso de no haberse hecho ya anteriormente, a evaporacién del alcohol por
técnicas convencionales, como, por ejemplo, por el uso de un sistema de destilacion de pelicula fina o un sistema de
concentracion discontinuo de acuerdo con protocolos convencionales habitualmente usados por el experto en el
campo.

El resultado de esta evaporacion es un extracto acuoso concentrado que, en la etapa c. del proceso, se somete a
decantacion y/o se filtra.

El precipitado obtenido después de estas etapas es un extracto resinoso sin sendsidos, también objeto de la
invencion.

Por lo tanto, el objeto de la invencion también es el proceso que comprende Unicamente las etapas a. y b., en que el
extracto resinoso obtenido por sedimentacion o precipitacion se retiene, es decir, un método para la preparacion de
un extracto de sen sin sendsidos, que comprende las siguientes etapas:

a. preparar un extracto hidroalcohdlico de hojas y/o vainas (foliculos) de sen
b. obtener del extracto preparado en a. un extracto acuoso y un extracto resinoso sin senésidos, dicho extracto
resinoso se recoge.

En este caso, por supuesto, no es necesario concentrar el extracto acuoso.

En el método que comprende las etapas a-d, el extracto acuoso concentrado (que también podria mencionarse
como solucién acuosa concentrada) puede someterse a decantacion durante un periodo comprendido entre 1 y 72
horas y el sobrenadante entonces se recupera, obteniendo de ese modo una solucién aclarada. La decantacion
puede estar seguida o remplazarse por una o mas centrifugaciones a aproximadamente 3000-4000 (por ejemplo,
aproximadamente 3500) rpm durante un periodo comprendido entre 1 y 10 minutos, por ejemplo, aproximadamente
5 minutos.

Como alternativa, el extracto acuoso concentrado se filtra, obteniendo de ese modo una solucién aclarada. La
filtracion podria realizarse, por ejemplo, en un filtro de panel con un punto de corte de 10 a 50 micrémetros, como,
por ejemplo, un punto de corte de 15-20 micrometros, o un punto de corte de 25 micrémetros o incluso mayores.

En una realizacion adicional, el extracto acuoso concentrado podria decantarse como se describe anteriormente y el
sobrenadante obtenido entonces podria filtrarse como se describe anteriormente.

El sobrenadante o el filirado obtenido como se describe anteriormente se recupera y se somete a una etapa d. de
reduccion de senodsidos totales.

Ademas, el método comprende una etapa d. de tratamiento del sobrenadante o del filtrado obtenido en una etapa c.
descrita anteriormente antes de la recogida del extracto deseado.

Esta etapa (d) podria realizarse por ultrafiltracion del sobrenadante o del filtrado obtenido en c. y/o por pase a través
de una resina de adsorcién de alta porosidad del sobrenadante o filtrado obtenido en c. o del permeado obtenido
después de ultrafiltracion.

En el primer caso, el sobrenadante o filtrado obtenido en c. se somete a una o mas etapas de ultrafiltracion y el
permeado se recupera, donde dicho permeado comprende sendsidos totales a una concentracién en porcentaje
ponderal de £ 0,5 %.
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En esta etapa adicional, el extracto acuoso (resultado de la filtracidon o el sobrenadante de la decantacion en c.) se
somete a una o mas etapas en membranas semipermeables con un punto de corte de peso molecular (NMCWO) de
500 a 50 000 dalton, por ejemplo, de 500, 1000, 2500, 5000, 10 000, 20 000, 50 000 dalton. El extracto de permeado
asi obtenido esta sustancialmente libre de sendsidos totales de resinas y sustancias de estructura terpenoide,
mientras que esta enriquecida en sustancias que tienen una accién protectora puede usarse tal cual o someterse a
un proceso de liofilizacion para proporcionar un extracto liofilizado util para formulaciones que tienen empleo
terapéutico para uso interno y/o externo.

De acuerdo con la invencién, por lo tanto, dicha una o mas etapas de ultrafiltracion podrian realizarse en membranas
que tienen un punto de corte de aproximadamente 500-50 000 dalton, por ejemplo, de aproximadamente 10 000
dalton, 5000 dalton y 2500 dalton (corregido).

La presente invencion, por lo tanto, también se refiere a un proceso para la preparacién de un extracto de sen que
comprende las siguientes etapas:

a. preparar un extracto hidroalcohdlico de hojas y/o vainas (foliculos) de sen

b. obtener del extracto preparado en a. un extracto acuoso concentrado y un extracto resinoso sin sendsidos

c. decantar y/o filtrar dicho extracto acuoso recogiendo el sobrenadante o el filtrado

d. el sobrenadante o filtrado obtenido en c. se somete a una o mas etapas de ultrafiltracion y el permeado final se
recupera (recogido),

donde dicho permeado comprende sendsidos totales a una concentracion en peso no mayor de 0,5 % (£ 0,5 %).

Como ya se ha mencionado, opcionalmente el extracto obtenido en b. y el extracto obtenido en d. pueden
mezclarse.

De acuerdo con una realizacion adicional, el método de la invencién podria comprender, como alternativa o ademas
de la etapa d. como se describe anteriormente, una etapa d'. donde el filtrado o el sobrenadante obtenido en c. o el
permeado obtenido después de ultrafiltracién se somete a una o mas etapas a través de una resina de adsorcién de
alta porosidad y el eluido, que consiste en las sustancias no adsorbidas a la resina, se recoge, donde dicho eluido
asi obtenido comprende sendsidos totales a una concentracion en porcentaje ponderal de < 0,5.

La presente invencion, por lo tanto, también se refiere a un proceso para la preparaciéon de un extracto de sen que
comprende las siguientes etapas:

a. preparar un extracto hidroalcohdlico de hojas y/o vainas (foliculos) de sen

b. obtener del extracto preparado en a. un extracto acuoso concentrado y un extracto resinoso sin sendsidos

c. decantar y/o filtrar dicho extracto acuoso recogiendo el sobrenadante o el filtrado

d'. el filtrado o el sobrenadante obtenido en c., o el permeado obtenido de una o mas etapas de ultrafiltracion
como se describe anteriormente, se somete adicionalmente a una o mas etapas (pases) a través de una resina
de adsorcion de alta porosidad,

donde dicho eluido asi obtenido comprende sendsidos totales a una concentracién en porcentaje ponderal de < 0,5.

Como ya se ha mencionado, opcionalmente el extracto obtenido en b. y el extracto obtenido en d. pueden
mezclarse.

De acuerdo con la presente invencion, la etapa en d' puede realizarse en una columna o con resinas que pueden
adsorber sustancias aromaticas o altamente apolares y permiten eluir sustancias polares no aromaticas. El material
adsorbido a la resina, si se desea, podria desadsorberse con un disolvente adecuado, como, por ejemplo, etanol o
disolventes hidroalcohdlicos, para otros usos.

Las resinas de cromatografia adecuadas pueden ser, por ejemplo, resinas de adsorciéon de alta porosidad de
copolimero de estireno-divinilbenceno como, por ejemplo, amberlite XAD-2, serdolit PAD-1I, ADS TQ 318.

En particular, la resina puede ser una resina que puede adsorber sustancias aroméaticas y/o apolares, como, por
ejemplo, una resina de adsorcién hidréfoba; la resina consiste en microesferas de un diametro de 0,2 mm - 0,8 mm,
con un coeficiente de uniformidad < 1,5 obtenida por polimerizacion de estireno y DVB sin grupos activos,
caracterizada por una estructura fisica altamente porosa y que tiene el parametro relativo al volumen de poro igual a
aproximadamente 1,3 ml/g, lo que posibilita la adsorcion y elucidn selectiva de sustancias organicas, preferiblemente
de naturaleza aromatica. Por lo tanto, el pase a través de resinas que tienen caracteristicas de adsorcion del tipo
descrito anteriormente posibilita obtener una fraccion (extracto de la invencién) reducida en sendsidos totales (<
0,5 %).

El extracto obtenido con los procesos indicados anteriormente contendra Unicamente cantidades minimas también
de otras sustancias de estructura terpenoide presentes en el producto inicial, ademas de los sendsidos totales.
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El extracto obtenible con el método de la invencion comprende sendsidos totales a una concentracion en peso no
mayor de un 0,5 % (< 0,5 %, donde este producto se menciona como producto seco).

Los extractos de acuerdo con la presente invencion pueden usarse tal cual o pueden procesarse, por ejemplo,
sometiéndolos a secado por liofilizacion.

El extracto obtenido en d o d' tiene las caracteristicas como, por ejemplo, las presentadas en la tabla 1, donde se
compara con el producto inicial, el permeado de ultrafiltracion o el eluido de la resina obtenido en d y d,
respectivamente.

Tabla 1
Fraccion Rendimiento | sendsidos totales (SFM) %
Producto inicial 4-6 %
Extracto objeto de la invencién (permeado de < 55 % <0,5%
10 000 dalton obtenido en la etapa d) o eluido
obtenido en la etapa d'
extracto (resinoso) objeto de la invencion 10 % <0,05 %

El proceso de acuerdo con la presente invencion, donde el orden de las etapas como se describe anteriormente
posibilita, por lo tanto, obtener un extracto de sen reducido en sendsidos totales y sorprendentemente rico en
sustancias que tienen una accion protectora. El proceso descrito anteriormente de a. a d. también elimina las resinas
mediante los reactivos y etapas usados, como es evidente para un experto en el campo.

En una realizacion de la invencion, el extracto de la invencion también estara sustancialmente libre de resinas que
se encontraran en el extracto resinoso obtenido en b. y en las fracciones descartadas enc. yd o d'.

Sin embargo, el extracto resinoso sin sendsidos se recoge y puede usarse tal cual o reunirse con el extracto
obtenidoend. od".

La presente invencion también se refiere a una composicién que comprende el extracto de una cualquiera de las
realizaciones descritas anteriormente Util en la proteccion de la piel o membranas mucosas.

Dicha proteccién, por supuesto con referencia tanto al extracto per se como a la composicién, podria ser una
proteccién preventiva o una proteccion de piel 0 membranas mucosas parcialmente comprometidas.

Por ejemplo, la composicién o el extracto puede facilitar, en virtud de su efecto de barrera, la reparacién de piel
dafada con restauracion vinculada de piel sana y elastica.

Las lesiones cutaneas de acuerdo con la presente invencién son, por ejemplo, lesiones que pueden implicar también
el tejido subyacente de la piel y en que no hay presentes heridas abiertas.

Por lesiones cutaneas que no implican la presencia de heridas abiertas, de acuerdo con la presente descripcion, se
entienden aquellas lesiones en que la capa superficial de la piel y las capas subyacentes, aunque no estan heridas,
son particularmente fragiles, irritables y estan dafiadas.

Ejemplos no limitantes de este tipo de lesiones estan representados por quemaduras de primer grado, lesiones por
decubito de primer grado, lesiones por presion, erupciones recién cicatrizadas, heridas o quemaduras, irritaciones,
eritemas.

La composicion o el extracto de la invencion entonces podria usarse para el tratamiento o la prevencion de lesiones
cutaneas que no implican la presencia de heridas abiertas, o en la prevencién o ralentizacién del empeoramiento de
las mismas.

Las composiciones de acuerdo con la invencion podrian comprender de forma ventajosa componentes adicionales,
por ejemplo, de origen vegetal, que tienen, por ejemplo, propiedades emolientes, digestivas, procinéticas,
colagdgicas, carminativas, probidticas, relajantes, excipientes, conservantes, humectantes.
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Cuando la composicion o el extracto de la invencién se usa para la proteccion de la piel, la aplicacion del mismo sera
tépica. Las realizaciones de las composiciones para uso topico se presentan a continuacion en este documento en la
descripcion.

La composicién de acuerdo con la invencion podria prepararse, por ejemplo, como una emulsion de grasa en agua,
emulsién de agua en grasa, emulsidon de grasa en gel o gel en grasa, emulsiones multiples, pulverizaciones y
formulaciones anhidras (balsamo, gel, pasta, crema, pomada) y comprendera uno o mas excipientes adecuados
para la fabricacion de la forma final deseada.

Dichos excipientes podrian ser, por ejemplo, agentes emulsionantes (alcohol cetearilico, cetearil glucésido, aceite de
ricino hidrogenado), aditivos reoldgicos, antioxidantes (como, por ejemplo, vitaminas, tocoferoles u otros
antioxidantes conocidos en el campo).

El agente emulsionante podria ser un tensioactivo, que disminuyendo la tension interfacial disminuye la energia libre
del sistema; como alternativa, también pueden usarse sustancias no tensioactivas, tales como goma arabiga,
gelatina, coloides hidréfilos o polvos subdivididos finamente (por ejemplo, talco). En una realizacion, los excipientes
podrian estar presentes a una concentracion global en peso comprendida entre un 3 y un 8 %, siendo dicha
concentracion, por supuesto, indicativa, teniendo en cuenta que cualquier experto en el campo conocera la manera
de adaptar la concentracion de los excipientes necesarios de acuerdo con la realizacién que pretenda preparar sin la
adicion de actividad innovadora.

Ademas, la composiciéon podria comprender agentes perfumantes y/o colorantes que dan un aroma agradable,
como, por ejemplo, uno o mas aceites esenciales como, por ejemplo, aceite esencial de lavanda, aceite esencial de
melaleuca, limén, menta, naranja y/o agentes colorantes que permiten, por ejemplo, reconocer facilmente las areas
de aplicacion de la composicion, siendo la coloracion, por ejemplo, temporal, de modo que no interfiera con otras
aplicaciones posteriores de la composicion.

En una realizacion, dichos agentes colorantes y/o perfumantes estan comprendidos a una concentracion global en
peso de un 0,001 a un 3 %.

Por "concentracion global en peso" se entiende la concentracion en peso en la composicion de la suma de los
diversos excipientes, o la concentracién en peso en la composiciéon de la suma de los diversos agentes perfumantes
y/o colorantes presentes en la composicion.

En cuanto al uso de la composicién en la proteccion de la piel, la invencidon también se refiere a dispositivos médicos
como, por ejemplo, parches medicados, gasas medicadas, vendas medicadas, toallas medicadas, pafios medicados,
pafales medicados, es decir, parches, gasas, vendas, toallas, pafios o pafiales que comprenden, o estan al menos
parcialmente cubiertos por, o estan al menos parcialmente impregnados con la composicion de la invencién descrita
en la forma mas apropiada.

Las gasas podrian fabricarse como gasas vaselinadas, y también las vendas y los parches, usando la composicion
hecha en forma de, por ejemplo, una pomada, pasta o crema. Las toallas podrian impregnarse con la composicion
en forma de una emulsién oleosa con agua o gel, y los pafiales o pafios absorbentes podrian fabricarse insertando la
composicion en las capas relevantes conocidas en la técnica para la insercion de composiciones protectoras o
antiirritantes.

Dichos productos, como, por ejemplo, pafiales infantiles, pafios absorbentes (habitualmente llamados "compresas
higiénicas") para mujeres y compresas de incontinencia para adultos, se usan habitualmente, por ejemplo, en los
campos relacionados con la infancia, la mujer y la geriatria, y el experto en el campo conocera dénde insertar la
composicion descrita en este documento y la realizacion que es la mas adecuada sin la necesidad de contenidos
particulares y basandose Unicamente en las técnicas convencionales en la técnica.

Dichos dispositivos seran aplicables a la parte a tratar y/o proteger para un fin preventivo.

Como ya se ha indicado anteriormente, la composicion de la invencidon puede ser una composicién para uso tépico
que podria lograrse en forma de una emulsion de grasa en agua, emulsion de agua en grasa, emulsiones multiples,
pulverizaciones y formulaciones anhidras (balsamo, unglento, gel, pasta, crema, pulverizacion), de acuerdo técnicas
habitualmente usadas en el campo. La formulacion indicada en este documento como "pulverizacion" podria ser una
formulacion anhidra o incluso una formulaciéon en emulsién, posibilitando la forma con un atomizador también
autoaplicaciones en zonas mas dificiles de alcanzar (como, por ejemplo, la espalda), util en todos aquellos casos en
que se usa la formulacion, por ejemplo, para aliviar erupciones solares, eritema o irritaciones cutaneas de diversos
tipos.

De acuerdo con otra realizacion, el extracto o la composicion de la invencién podria usarse, gracias a sus efectos
mucoadhesivos y de barrera, para la proteccidon de las membranas mucosas.
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En este caso también, dicha proteccion podria ser una proteccion preventiva, por ejemplo, en todos aquellos casos
que prevén una administracion de farmacos que tienen el efecto secundario de atacar las membranas mucosas o en
aquellos pacientes que muestran afecciones de irritacion recurrente de las mismas. En otros casos, la proteccion
podria ser, en su lugar, una proteccién con fines curativos o para evitar el empeoramiento de membranas mucosas
irritadas o parcialmente comprometidas.

En estos casos, la administracion del extracto o de la composicion podria ser topica para todas aquellas membranas
mucosas en que es posible una administracion topica (por ejemplo, mucosa oral, rectal, vaginal, nasal) u oral en los
casos en que dichas membranas son, por ejemplo, membranas mucosas intestinales o gastricas.

Las composiciones para la proteccién de las membranas mucosas, por lo tanto, podrian fabricarse en forma de
capsula, comprimido, gragea, granulo, polvo, jarabe, elixir, gelatina dura, gelatina blanda, suspension, emulsion,
solucion, supositorio, crema, gel, pulverizacién, unglento, pomada, pasta, emulsiéon de grasa en agua, emulsién de
agua en grasa, emulsion de grasa en gel, emulsion de gel en grasa.

En caso de formulaciones para uso topico, podrian seguirse las indicaciones anteriores referidas a las
composiciones para la proteccion de la piel, o podrian fabricarse jarabes, enjuagues, pulverizaciones, por ejemplo,
para la proteccion de las membranas mucosas de la boca, la garganta, la nariz.

Para la aplicaciéon en la membrana rectal, podrian usarse supositorios 0 enemas o0 microenemas, con los excipientes
conocidos para el experto en el campo para la fabricacién de dichas composiciones.

Como ya se ha mencionado, la composicion de la invencion podria estar en forma de capsula, comprimido, gragea,
gelatina dura, gelatina blanda, granulo, polvo, jarabe, elixir, suspensién, emulsién. Para administraciéon oral, la
composicion podria fabricarse en forma de monodosis diarias o de fracciones de monodosis diarias (por ejemplo, 2,
3, 4, 5, 6 0 mas capsulas, comprimidos, grageas, granulos o dosis individuales de polvo, o podrian tomarse gelatinas
durante el dia, de acuerdo con el criterio del doctor a cargo), y pueden contener excipientes convencionales
incluyendo, por ejemplo, agentes aglutinantes, como goma arabiga, gelatina, sorbitol, goma de tragacanto y/o
polivinilpirrolidona; cargas, como lactosa, azucar, almidon de maiz, almidén de arroz, fosfato de calcio, sorbitol y/o
glicina; lubricantes de formacion de comprimidos, como estearato de magnesio, talco, polietilenglicol y/o silice;
disgregantes, como almidén de patata; y humectantes como laurilsulfato de sodio. Los comprimidos pueden
recubrirse de acuerdo con métodos bien conocidos en la practica farmacéutica convencional.

La composicion también podria fabricarse en una forma liquida o semiliquida, como una suspension, emulsion,
solucion para administracion oral y podria contener opcionalmente agentes aromatizantes naturales que dan un
sabor agradable a la misma.

La composicién en forma de polvo o granulo podria estar premedida en recipientes adecuados y lista para su uso,
por ingesta tal cual o a resuspender en un liquido apropiado tal como agua, té, etc. En este caso también, la
composicion podria contener agentes aromatizantes naturales que dan sabor agradable a la misma.

Evidentemente, todos los excipientes indicados anteriormente podrian usarse en una calidad farmacéuticamente
aceptable.

En una realizacion, la composicion como se describe en este documento, en una cualquiera de las realizaciones
indicadas anteriormente, podria estar en forma de composicién farmacéutica, es decir, podria comprender
ingredientes de calidad farmacéutica o podria ser o introducirse en un alimento con fines especiales (alimento
médico) o en un dispositivo médico.

La composicion de acuerdo con la presente descripcion podria fabricarse en forma de composicion farmacéutica o
de dispositivo médico de acuerdo con una cualquiera de las clases descritas en la Directiva 93/42/EEC sobre
dispositivos médicos (que comprende también sustancias y no Unicamente "dispositivos" en el sentido mecanico del
término) o en forma de alimento médico, suplemento alimenticio o en cualquier forma de acuerdo con las
disposiciones reguladoras del pais en que se producira dicha composicion.

El alimento médico también podria contener como ingredientes otros componentes que comprenden, por ejemplo,
combinaciones de vitaminas, sales minerales y otras sustancias dirigidas a complementar la dieta.

El extracto o la composicion de la invencion, por lo tanto, es util por sus propiedades de mucoadhesion y de efecto
de barrera en todos aquellos casos en que se necesita 0 es deseable la proteccion de la piel o las membranas
mucosas; estos pueden ser casos en que tiene que administrarse un farmaco que ataca a las membranas mucosas
o a la piel, por lo tanto, para prevenir o limitar la accién dafiina del farmaco, o en aquellos casos en que es preferible
o deseable la proteccién de una piel 0 membrana mucosa parcialmente comprometida para posibilitar una curacién
mejor o0 mas rapida de la misma, defendiéndola de agresiones adicionales, o en aquellos casos en que un individuo
tiene un trastorno crénico en que la piel o las membranas mucosas soportan irritaciones o alteraciones, por lo tanto,
un efecto de barrera puede prevenir o limitar los dafios a la piel o a la membrana mucosa.
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La invencion también se refiere a un método para el tratamiento o para la prevencion de la apariciéon o el
empeoramiento de lesiones cutaneas que no implican la presencia de heridas abiertas, donde dicho método
comprende una o mas aplicaciones de la composicién de la invencion o del dispositivo médico que la comprende
una vez o mas por dia en la parte afectada.

La aplicacion de la composicion, por ejemplo, podria repetirse siempre que sea necesario (por ejemplo, en cada
cambio de pafio en caso de prevencion de erupciones relacionadas con incontinencia) o una vez, dos veces, tres
veces, cuatro o mas veces al dia en general.

La invencion también se refiere a un método para la preparacion de una composicion de acuerdo con una cualquiera
de las realizaciones descritas anteriormente, donde un extracto de sen reducido en sendsidos totales, donde dichos
sendsidos totales tienen una concentracion en porcentaje ponderal de < 0,5 %, se mezcla con al menos un
excipiente y/o una sustancia de origen natural y/o vegetal que tiene propiedades emolientes, digestivas, procinéticas,
colagdgicas, carminativas, probidticas, relajantes, excipientes, conservantes, humectantes como se describe
anteriormente.

Entre estas, por ejemplo, podria usarse una o mas de: extracto de raiz de genciana, extracto foliar de boldo, extracto
del fruto de cardo de leche, extracto de hojas de alcachofa, extracto de raiz de diente de ledn, extracto del fruto de
anis, extracto foliar de romero, extracto foliar de menta, extracto foliar de mejorana, extracto del fruto de comino,
extracto del fruto de cilantro, extracto de la raiz de jengibre, extracto del fruto de hinojo, extracto del fruto de
alcaravea, carbon vegetal, inulina, gel foliar de aloe.

El objeto de la presente invenciéon también es una método para su uso en el tratamiento protector (preventivo o
curativo) de la piel o las membranas mucosas, proporcionando la administracion del extracto o la composicion de la
presente invencion a un paciente que lo necesita. Dicha administracion también podria ser de forma concomitante
con la administracion de otros farmacos.

La ausencia de principios farmacolégicamente activos de sen en el extracto o en la composicién hace que dichos
productos sean particularmente adecuados para la administracién de forma concomitante con otros farmacos, ya
que un efecto secundario de interaccion entre el extracto o la composicion de la invencién y el farmaco
coadministrado o administrado de forma concomitante es bastante improbable.

Un ejemplo no limitante del método de tratamiento y/o de prevencion de la piel o las membranas mucosas, podria
comprender la administracion, subdividida en una Unica dosis o multiples dosis, descritas en la mezcla o
composicion de acuerdo con la presente descripcion, durante un periodo de tiempo entre una y seis semanas, por
ejemplo, entre tres y seis semanas o incluso durante un periodo de tiempo mayor de seis semanas, de acuerdo con
el criterio del médico a cargo.

Dicha administracién podria preceder a la administracion del farmaco incluso durante un periodo prolongado, para
optimizar el estado de salud de piel o de la membrana mucosa a tratar.

El médico a cargo conocera el modo de establecer tanto la dosificacion mas apropiada como los tiempos de
administracion también basandose en el estado de salud del paciente, el peso, el género y la edad.

Una de las diferencias sustanciales entre la estructura de la piel y la de las membranas mucosas esta representada
por la ausencia, en las membranas mucosas, de una barrera selectiva tal como la capa cérnea. Las membranas
mucosas orales contactan con sustancias nocivas o irritantes presentes en el entorno (contaminantes,
microorganismos patdgenos, etc.), por lo tanto, pueden causar una alta penetracion de dichas sustancias tanto
dentro de las membranas mucosas como en las vias respiratorias relacionadas (bronquios, pulmones, etc.)
causando inflamacion y/o patologias alérgicas.

El efecto protector del extracto de la presente invencidon se evalué por ensayos de mucoadhesion y ensayos del
efecto de barrera.

Lo anterior tiene como objetivo evaluar la mucoadhesividad del producto en examen para establecer si dicho
producto tiene la capacidad de adherirse a las membranas mucosas y, por consiguiente, ejercer una accion
protectora.

Por ejemplo, estan disponibles dos modelos simples para evaluar la mucoadhesividad del producto de interés. El
primero, por ejemplo, evalla la capacidad mucoadhesiva de la muestra midiendo su capacidad de unirse a mucina
dispuesta en un plano inclinado, que permite el movimiento por deslizamiento de la muestra sin capacidad
mucoadhesiva. El segundo posibilita evaluar la capacidad mucoadhesiva de la muestra por inhibicién del enlace de
lectina/glucoproteina expresado en la membrana celular, de células que provienen de una membrana mucosa.

1"



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

ES 2 665 805 T3

Para la evaluacion del efecto de barrera, esta disponible un modelo in vitro que posibilita evaluar el impedimento de
la muestra al transito de LPS, responsable, en el modelo, de liberar mediadores tales como interleucina 6 (IL-6),
medida de forma semicuantitativa por ensayo ELISA.

Evaluacién del porcentaje de inhibicion del enlace de lectina/glucoproteina

En el primer modelo, se determin6 la mucoadhesividad por evaluaciéon del porcentaje de inhibicion del enlace de
lectina/glucoproteina. En este modelo, por ejemplo, pueden usarse células de la mucosa bucal o vaginal. Las células
se trataron inicialmente con lectina biotinilada (Con-A), que tiene alta afinidad por los restos de glucésido y mandsido
presentes en las glucoproteinas de la membrana. Los sitios de las glucoproteinas de las membranas mucosas, por
tanto, se ocuparan con la lectina biotinilada. La presencia de la biotina (vitamina H) en la lectina es indispensable
para la siguiente fase. Las células ya tratadas con lectina biotinilada se cargan con peroxidasa de estreptavidina,
haciendo posible formar el complejo de proteina/glucosallectina/biotina/peroxidasa de estreptavidina. En este punto,
las células se lavan y se cuantifica el complejo de proteina/glucosal/lectina/biotina/peroxidasa de estreptavidina,
gracias a la presencia de la peroxidasa, mediante una reaccion de oxidacién de la orto-fenilendiamina.

El complejo de proteina/glucosallectina/biotina/peroxidasa de estreptavidina cataliza la reaccion de polimerizacion:

H202

O-fenilendiamina > 2,3-diaminofenazina (amarillo)

Perox. estrep.

La intensidad de la coloracion amarilla/naranja de la solucién (medida usando un espectrofotometro con A = 450 nm)
es proporcional a la cantidad de enlaces de glucoproteina/lectina y, por lo tanto, a la cantidad de sitios disponibles
(glucoproteinas) para mucoadhesion. El valor de absorbancia determinado de esta manera constituye el "control".

En el ensayo de mucoadhesion presentado a continuacion, las células de la mucosa se tratan durante
aproximadamente 15 minutos a 30 °C con el producto en examen antes del tratamiento con lectina. En presencia de
productos mucoadhesivos, dichos productos inhibiran el enlace de lectina, disminuyendo, proporcionalmente a su
capacidad de mucoadhesion, la fuerza de la sefial en la muestra en comparacion con la de control como se describe
anteriormente.
El porcentaje de mucoadhesion del producto (% MA) podria determinarse como

% MA = (1 - abs. muestra/abs. control) x 100

Evaluacién del porcentaje de adhesién por la plano inclinado con mucina.

Las mediciones se realizan por un equipo compuesto de un plano inclinado a 45 °, termorregulado a 37 °C; por
debajo de dicho plano se establece una microbalanza, que realiza mediciones a intervalos regulares de 1s e
imprime las mediciones registradas en papel. Las mediciones realizadas entonces se transcriben y vuelven a
procesar en hoja de calculo de Excel.

El plano inclinado actia como soporte para el sustrato biolégico, que consiste en una pelicula de mucina configurada
por deposicién, sobre un plano de plexiglds mantenido horizontal, un volumen igual a 3 ml de una suspensién de
mucina gastrica porcina a una concentracion de un 8 % (p/p) en un tampén fosfato, pH 6,4.

La dispersion entonces se lleva a sequedad a la temperatura de 44 °C para obtener una pelicula de area superficial
conocida igual a 33,6 cm?.

Se disuelve una cantidad exactamente pesada del extracto de acuerdo con la invencién en un disolvente. El extracto
entonces se deposita sobre el plano de medicién con una pipeta multicanal a tiempo y tasa constantes durante 6
segundos.

La pipeta multicanal se calibra para medir la solucién (o dispersion) sobre el plano de trabajo. La cantidad total se
mide en cada ensayo (el peso de dicho volumen se mide antes del ensayo y depende de la densidad de la muestra
en analisis).

La muestra, que caera en la microbalanza al final del procesamiento, se carga en la parte superior del plano
inclinado, que contiene la pelicula de mucina y se deja deslizar sobre la misma. La cantidad de muestra que ha
caido se mide registrando la variacion de peso como una funcién de tiempo. El ensayo hecho en este documento
dura 40 segundos, aunque habitualmente después de 20 segundos no hay variacién en el peso.

También se realizan mediciones en ausencia de la pelicula de mucina sobre el plano inclinado (mediciones
indicadas como blanco) con las mismas cantidades de muestra y en las mismas condiciones de ensayo.
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Por tanto, es posible evaluar las propiedades de deslizamiento intrinsecas de la muestra, independientemente de su
capacidad de interactuar con el sustrato biolégico.

Se calcula el % adherido: definido como la cantidad de muestra que permanece adherida a la pelicula de mucina o al
plano inclinado (sin mucina, blanco) al final de la medicién, normalizada con respecto a la cantidad depositada sobre
el plano inclinado.

Ademas, se determina la diferencia porcentual entre la cantidad de muestra adherida al plano con mucina y la
cantidad de muestra adherida al plano sin mucina. El célculo se realiza de acuerdo con la siguiente ecuacion:

% diferencia = (% de mucina adherida - % de blanco adherido)/% adherido del blanco
donde

* % de mucina adherida = porcentaje de la muestra que permanece adherida a la pelicula de mucina al final de la
medicion
* % de blanco adherido = porcentaje de la muestra en el plano inclinado al final de las mediciones del blanco.

Ensayo de efecto de barrera

El ensayo de efecto de barrera es un ensayo in vitro de tipo biolégico empleado para evaluar la capacidad de los
productos acabados y/o las materias primas de proteger, a través de la formacién de una delgada capa "aislante”,
las membranas mucosas y la piel del contacto con contaminantes ambientales (polvo, pélenes, microorganismos,
etc.).

El ensayo se desarrollé6 para simular in vitro la accion ejercida por productos que se aplican sobre la piel y/o las
membranas mucosas con el objetivo de crear una pelicula protectora contra agresores externos.

El modelo aprovecha el principio por el que las células sometidas a contacto con un agente inflamatorio producen y
secretan mediadores proinflamatorios (citocinas) en el entorno extracelular en una cantidad relacionada con el grado
de inflamacién causado; dentro de un determinado intervalo, existe una proporcionalidad directa entre la
concentracion y los tiempos de exposicion al agente inflamatorio y las cantidades de citocinas liberadas.

El modelo experimental adoptado proporciona dos camara fisicamente separadas por una membrana
semipermeable (poros de 0,4 um). Las células se siembran en la camara inferior, mientras que la camara superior
acomoda el agente inflamatorio; en la membrana semipermeable que separa las dos camaras se estratifica una
pelicula fina de la muestra en analisis para resaltar, si estuviera presente, un efecto de barrera al transito libre del
agente inflamatorio.

La membrana semipermeable permite el pase del agente inflamatorio a la cdmara inferior y constituye el soporte
sobre el que la muestra a ensayar se estratifica. Dependiendo de la capacidad "aislante" de la muestra, se obtendra
una disminucién de la migracién de LPS de la camara superior a la inferior (por lo tanto, una menor estimulaciéon de
células para la produccion de citocinas).

Ejemplos

Ejemplo 1

Preparacion de extracto

Se fermentaron hojas y/o vainas (foliculos) de sen y se sometieron a cuatro etapas de extraccion en etanol a
concentraciones decrecientes; realizando una etapa en etanol al 85 %, una etapa en etanol al 50 %, una etapa en
etanol al 20 %, una etapa en etanol al 5 %.

Los extractos alcohdlicos obtenidos como se describe se recopilaron en una relacion de 25:25:25:25 y se sometieron
a centrifugacion durante un tiempo de 1-5 minutos a una velocidad de rotacién igual a 3500 rpm; el sobrenadante se
recuperd y se concentrd por evaporacién de etanol con el uso de un sistema de destilacion de pelicula fina de
acuerdo con el protocolo convencional, proporcionando el suministro del extracto a concentrar a una velocidad de
aproximadamente 500 I/h; la operacion fue ajustando un vacio residual de 0,6-0,8 bares y el liquido que calienta las
paredes de evaporacion se establecio a 140 °C, obteniendo de ese modo, después de la eliminacién del etanol, un
extracto acuoso concentrado.

El precipitado, o el extracto resinoso, se recogid y se demostré que estaba libre de sendsidos.

El extracto acuoso asi obtenido se filtré en un filtro de panel con un punto de corte de 25.
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El filtrado asi obtenido, que comprendia sendsidos totales en una concentracion en peso no mayor de un 5 % se
sometio a una etapa de ultrafiltracion en membrana con un punto de corte de 10 000 dalton y/o 5000 dalton y/o 2500
dalton de acuerdo con metodologias convencionales.

El permeado final asi obtenido comprendia sendsidos totales a una concentracién en peso de no mas de un 0,5 %.

El extracto acuoso concentrado, después de la sedimentacion y la recuperacion del sobrenadante o después de la
filtracion y recuperacion del permeado, se sometid, de forma alternativa o adicional, al proceso de ultrafiltracion
descrito anteriormente, a un tratamiento con resina de adsorcién de alta porosidad; en particular, se usé una resina
de copolimero de estireno-DVB del tipo ADS TQ 318. Evidentemente, podria usarse cualquier resina de adsorcion
con caracteristicas similares en la realizacién de la presente invencion.

En este caso, un proceso convencional de obtencion del extracto por tratamiento en resina implica la introduccién del
extracto acuoso concentrado en una columna cromatografica que contiene la resina de adsorcion. El liquido de
suministro debe tener sélidos suspendidos comprendidos de forma indicativa entre 0,2 a 10 ° Bix, La tasa de
suministro estd comprendida entre 1 y 4 BV/hora y preferiblemente 2BV/hora. El eluido acuoso correspondiente se
recoge y somete a secado por liofilizaciéon o a desecacion. Las sustancias adsorbidas en la resina se eluyen usando
alcohol etilico al 96 % o metanol o acetona, o mezclas acuosas con los disolventes presentados hasta ahora,
preferiblemente alcohol etilico al 96 %. En este ultimo caso, el eluido alcohdlico se somete a deshidratacion y a
liofilizacion (después de haber afiadido, en este Ultimo caso, agua en una relaciéon de 1:1 v/v con el eluido alcohdlico
y de haber evaporado el etanol), util para otros propositos.

Los sendsidos restantes se retienen por la resina y se recoge el eluido. Por este proceso, se obtiene un extracto que
comprende sendsidos totales a una concentracion no mayor de un 0,5 % (valor referido al producto directo, por
ejemplo, por liofilizacion) y, cuando se realizan ambas etapas d. (ultrafiltracion y adsorcion en resina), la
concentracion de senodsidos esta mas reducida.

Los siguientes ejemplos presentan los datos sobre el extracto reducido en resinas y sendsidos y sobre el extracto
resinoso reducido en senésidos de acuerdo con la invencion.

Ejemplo 2

Evaluacién de la capacidad mucoadhesiva del extracto de la invencién por evaluacion del porcentaje de inhibicién
del enlace de lectina/glucoproteina

Se rasp6 suavemente la cavidad oral de 8-10 hombres y mujeres donantes (edad: 20-35 afios), sin alimento durante
al menos 60 minutos, con una espatula de madera y las células se sumergieron en TBS 0,05 M (solucion salina con
tampon Tris) pH 7,6. Después de recuento con azul tripano al 0,5 %, las células se diluyeron con NaCl al 0,9 %
hasta obtener una concentracion final de 480 000 células para cada muestra a usar en el ensayo. Las células se
mantuvieron a una temperatura de 4 °C. Las suspensiones celulares después se centrifugaron a 2000 rpm durante 5
minutos y se incubaron con 5 ml de una solucion que contenia extracto de la invencioén al 0,5 %. Para el control, las
suspensiones celulares se incubaron en su lugar con 5 ml de NaCl al 0,9 %. La incubacion se realizé durante 15
minutos a la temperatura de 30 °C, con agitacién suave. Después de 3 lavados con TBS, las células bucales se
incubaron con 5 ml de 10 mg de L-1 de Con-A a 30 °C durante 30 minutos, se lavaron 3 veces con TBS y después
se incubaron a 30 °C durante 60 minutos con 5 ml de 5 mg L-1 de peroxidasa de estreptavidina. Después de 3
lavados con TBS, se afiadieron 240 000 células por muestra a 2,5 ml de o-fenilendiamina (o-pd) en fosfato citrato
0,05 M y H,O; y la reacciéon se detuvo después de 5 minutos con HoSO4 1 M.

Después, se leyeron los valores de absorbancia para las determinaciones individuales por espectrofotémetro
(experimento realizado por ftriplicado). Como la composicion tiene una coloraciéon que podria interferir con la
determinacion exacta del valor de adsorbancia registrado al final del protocolo, para la lectura de la muestra se usé
una solucion de NaCl (0,9 %) (para el control) o la solucién del producto adecuadamente diluido con solucion de
NaCl al 0,9 % como blanco. Las muestras individuales se ensayaron 3 veces y los resultados presentados
representan los promedios + ETM de todos los ensayos realizados.

Muestra % de mucoadhesion de EXTRACTO DE SEN|% de mucoadhesién de RESINAS DE
OBTENIDO EN D EXTRACTO DE SEN

A 48 31,5

B 50 34

C 53 28,9

Promedio + D.T. |50 + 2,50 31,56+2,55

Los resultados obtenidos demuestran que el extracto ensayado posee una alta capacidad mucoadhesiva con
respecto a membranas mucosas de la cavidad oral. A la luz de los resultados obtenidos, es posible afirmar que la
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composicion, que demuestra tener alta mucoadhesividad resistente, puede desempefiar una funciéon protectora
interesante sobre células de la mucosa.

Ejemplo 3
Evaluacién de la capacidad mucoadhesiva del extracto de la invencion en un plano inclinado

Se realizaron mediciones mediante un equipo que consiste en un plano inclinado a 45 °, termorregulado a 37 °C; por
debajo de dicho plano se establece una microbalanza, que realiz6 las mediciones a intervalos regulares de 1s e
imprimié las mediciones registradas en papel. Las mediciones realizadas se transcribieron y volvieron a procesar en
hoja de calculo de Excel.

El plano inclinado actia como soporte para el sustrato bioldgico, que consiste en una pelicula de mucina. La pelicula
de mucina se estableci6 depositando, en el plano que consiste en plexiglas mantenido horizontal, un volumen igual a
3 ml de una suspension de mucina gastrica porcina a una concentracion de un 8 % (p/p) en un tampén fosfato, pH
6,4.

La dispersion se llevo a sequedad a la temperatura de 44 °C para obtener una pelicula de area superficial conocida
igual a 33,6 cm?. La cantidad, concentracion y plano de depdsito se definieron durante el desarrollo del proceso.

Se disolvié una cantidad pesada de forma exacta del extracto de la invencién en disolvente (etanol de 50 °,
posteriormente diluido a 1:2 en medio de tipo Eagle MEM con BSS de Earle; concentracion de la muestra: 10 mg/ml
0 1 %). El extracto se depositdé sobre el plano de medicién con una pipeta multicanal a tiempo y tasa constantes
durante 6 segundos.

La pipeta multicanal se ajusté para medir 250 microlitros de solucién (o dispersion) sobre el plano de trabajo. La
cantidad total medida en cada ensayo es de aproximadamente 1 ml por muestra (el peso de dicho volumen se mide
antes del ensayo y depende de la densidad de la muestra en analisis).

La muestra, que caeria en la microbalanza, se cargé en la parte superior del plano inclinado, que contiene la pelicula
de mucina y se dejé deslizar sobre la misma.

La cantidad de muestra que ha caido se midio registrando la variacion de peso como una funcién del tiempo.

El ensayo duré 40 segundos, sin embargo, es destacable que después de 20 segundos no hubo variacién de peso.
También se realizaron mediciones en ausencia de pelicula de mucina (mediciones indicadas como blanco) con las
mismas cantidades de muestra y en las mismas condiciones de ensayo, pero sin la capa de mucina depositada

sobre el plano.

Por tanto, es posible evaluar las propiedades de deslizamiento intrinsecas de la muestra, independientemente de su
capacidad de interactuar con el sustrato bioldgico.

Se calcula el % adherido: definido como la cantidad de muestra que permanece adherida a la pelicula de mucina o al
plano inclinado (sin mucina, blanco) al final de la medicién, normalizada con respecto a la cantidad depositada sobre
el plano inclinado.

Ademas, se determina la diferencia porcentual entre la cantidad de muestra adherida al plano con mucina y la
cantidad de muestra adherida al plano sin mucina. El calculo se realiza de acuerdo con la siguiente ecuacion:

% diferencia = (% de mucina adherida - % de blanco adherido)/% adherido del blanco.
donde
* % de mucina adherida = porcentaje de la muestra que permanece adherida a la pelicula de mucina al final de la
medicion
* % de blanco adherido = porcentaje de la muestra en el plano inclinado al final de las mediciones del blanco.
Muestras analizadas:
Las mediciones se realizaron para las siguientes muestras:
» EtOH al 50 % en agua: usado como control negativo, es decir, como una solucién sin mucoadhesion
» alginato de sodio al 0,7 % en agua usado como control positivo, es decir, como sustancia con propiedades

mucoadhesivas conocidas
* Muestra de sen: fracciones de sen liofilizadas, solucién al 1 % en EtOH al 50 %.
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Resultados

En los graficos presentados en la figura 3 (paneles A, B, C, D) se representan, respectivamente, los perfiles de
deslizamiento obtenidos con el control negativo (EtOH al 50 % en agua), el control positivo (alginato de sodio al
0,7 % ), la muestra en andlisis (fraccion de sen soluble en EtOH al 50 %, solucion al 1 %) y la muestra en andlisis
(fraccion de sen no soluble en EtOH al 50 %, solucién al 1 %).

A partir de las figuras, es evidente que la cantidad deslizante de sustancias mucoadhesivas en presencia de mucina
son en cada momento definitivamente inferiores que las que han caido en las mediciones de blanco, lo que indica
que se ha producido interaccién entre la formulacion y el sustrato bioldgico. Dicha diferencia permanece al final de la
medicion.

Las figuras también demuestran que, a pesar de la eliminacion de resinas (eliminadas junto con los sendsidos
totales), el extracto de sen de acuerdo con la presente invencion mantiene una buena capacidad mucoadhesiva.

En la siguiente tabla se presentan los parametros de mucoadhesion, medidos como se describe en las seccion
experimental.

Se evalud el porcentaje de muestra adherida al plano inclinado sin mucina y con mucina y se calculd la diferencia
porcentual entre los dos valores, para el extracto obtenido con el proceso de acuerdo con la reivindicacion 5, etapas
a-d, para alginato de sodio, que una sustancia con capacidad mucoadhesiva conocida y para el disolvente.

Tabla 2 A

% de DIFERENCIA (entre el % adherido al plano inclinado
con mucina y sin mucina)

Extracto de la invencidon (% de muestra adherida a
pelicula de mucina - % de muestra adherida al plano sin 117 %
mucina)/ % de muestra adherida al plano sin mucina

ALGINATO DE SODIO al 0,7 %, (% de muestra
adherida a la pelicula de mucina - % de muestra
adherida al plano sin mucina)/ % de muestra adherida
al plano sin mucina

127 %

Etanol al 50 % (% de muestra adherida a la pelicula de
mucina - % de muestra adherida al plano sin mucina)/ 23 %
% de muestra adherida al plano sin mucina

Tabla2 B

% de DIFERENCIA (entre el % adherido al plano
inclinado con mucina y sin mucina)

Extracto de la invencion - RESINAS (% de muestra
adherida a pelicula de mucina - % de muestra adherida

0,
al plano sin mucina)/ % de muestra adherida al plano sin 25 %
mucina
ALGINATO DE SODIO al 0,7%, (% de muestra
adherida a la pelicula de mucina - % de muestra 197 %

adherida al plano sin mucina)/ % de muestra adherida al
plano sin mucina

Etanol al 50 % (% de muestra adherida a la pelicula de
mucina - % de muestra adherida al plano sin mucina)/ % 23 %
de muestra adherida al plano sin mucina

En este caso también, los resultados muestran evidentemente que el extracto objeto de la invencion tiene
propiedades mucoadhesivas y deslizantes similares a las de una sustancia mucoadhesiva conocida como alginato
de sodio.
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Ejemplo 4.
Ensayo de efecto de barrera

Para el ensayo del ensayo de efecto de barrera, se usaron dos camaras fisicamente separadas por una membrana
semipermeable (poros de 0,4 um). Se sembraron fibroblastos humanos en la camara inferior, mientras que el agente
inflamatorio LPS (lipopolisacarido de E. coli purificado) se introdujo en la camara superior; sobre la membrana
semipermeable que separa las dos camaras se estratific una pelicula fina de extracto de sen como se describe en
la presente invencion.

Se estimo la respuesta inflamatoria inducida a través de dosificacion semicuantitativa de interleucina-6 (IL-6) liberada
en el medio de cultivo en la camara inferior: Se obtuvo la evaluacion del efecto de barrera por comparacion con el
control positivo en que las dos camaras estaban separadas por el mismo tipo de membrana semipermeable, sin
embargo, sin ninguna barrera.

En cuanto al valor umbral por encima del que puede decirse que una sustancia causa un efecto de barrera en el
ensayo presentado en este documento, se identificé un valor igual a un 15 % de la inhibicion en comparacion con el
control por los autores de la presente invencion, durante la configuracion del ensayo, basandose en los ensayos
realizados sobre sustancias que se sabe que tienen un efecto de barrera.

Después, se evaluo el efecto de barrera del extracto como se describe en este documento.
Los datos presentados a continuaciéon muestran que el extracto tiene un notable efecto de barrera.

El ensayo de evaluacion se realizé de la siguiente manera a través de un método desarrollado para simular in vitro la
accion protectora de sustancias y formulaciones que, cuando se aplican a la piel y membranas mucosas in vivo,
forman un efecto "aislante" contra agentes ambientales.

El modelo aprovecha el principio por el que las células sometidas a contacto con un agente inflamatorio producen y
secretan mediadores proinflamatorios (citocinas) en el entorno extracelular en una cantidad relacionada con el grado
de inflamacion causado. Cuanto mayor sea la cantidad de agente inflamatorio que llegue a las células, mayor sera la
cantidad de citocinas liberadas.

El modelo contempla la disposicion de dos camara fisicamente separadas por una membrana semipermeable que
permite el pase del solutos de tamafio suficientemente pequefio.

En la camara inferior, que consiste en una placa que contiene pocillos para cultivos celulares, se cultivan células
HuDe (n.° BS PRC 41), mientras que la camara superior, que consiste en un inserto para cultivos celulares
complejos (transpocillos), aloja el agente inflamatorio.

Sobre la superficie de la membrana semipermeable del inserto que separa las dos camaras, antes de la introduccion
del agente inflamatorio en la camara superior, se estratifica una pelicula fina de la muestra que se esta examinando
para evaluar cualquier BE sobre el pase libre del agente inflamatorio.

Como funcién de las capacidades aislantes de la muestra, habra una disminucién de la migracion del agente
inflamatorio desde la camara superior y, como consecuencia, una estimulacién inferior de las células para producir
citocinas. El grado de la reaccion inflamatoria se estima a través de la dosificaciéon semicuantitativa de citocinas
liberadas en el medio de cultivo en la camara inferior, en particular, de interleucina 6 (IL-6).

Como control, se usa un experimento similar en que no se estratifica muestra sobre la membrana, haciendo posible
de este modo la medicion del efecto del agente inflamatorio sin ninguna barrera en adicién a la membrana
semipermeable.

Ademas, se usa un control interno en que las células cultivadas se pretratan con la sustancia adaptada para inducir
la liberacion del marcador y la muestra se coloca sobra la membrana semipermeable en ausencia de dicha
sustancia, de este modo, se llevan a cabo una o mas mediciones a tiempo de la cantidad de marcador en el medio
de cultivo de dicho control interno. En el control interno, las células, por lo tanto, se estimulan en primer lugar con la
sustancia inductora y después tiene que evaluarse si la muestra que puede pasar la membrana e ir hacia la células
empujada por el medio anterior tiene algun efecto en la disminucién de la liberacion del marcador no relacionado con
el efecto de barrera. Por ejemplo, cuando un agente inflamatorio se usa como sustancia inductora, el control interno
hace posible entender si la reduccién en la concentracion de citocinas en el medio de cultivo se debe al efecto de
barrera o si la muestra que puede pasar hacia las células empujada por el medio anterior tiene algun efecto en la
reduccién de la respuesta inflamatoria independientemente del efecto de barrera.
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El efecto de barrera (BE) se expresa como un porcentaje de la reduccion de la liberacion de IL-6 y se calcula a
través de la comparacién con el control positivo en que las dos camaras estan separadas por el mismo tiempo de
membrana semipermeable sin la barrera creada por la muestra.

4.1 PREPARACION DEL CULTIVO CELULAR:

Para cada muestra ensayada, se sembraron células de la linea celular HuDe en los pocillos de una placa de cultivo
celular, una para el ensayo de barrera (BA) y otra para el control interno a una densidad de 40 000 células/ml en
medio MEM enriquecido con suero bovino (FBS) al 10 %; 1 ml de suspension celular por pocillo.

Las células se tratan con la MUESTRA (CAM), con el CONTROL POSITIVO (C+) (agente inflamatorio sin muestra) y
con el CONTROL NEGATIVO (C) (medio unicamente) y cada ensayo se realiza por triplicado.

Las placas se incubaron a 37 °C, durante una noche (22-24 horas).

4.2 PREPARACION DE INSERTOS PARA CULTIVOS CELULARES COMPLEJOS

Se colocan insertos para cultivos celulares complejos (Becton Dickinson) sobre otras placas y en cada una de ellas
se suministra una cantidad fija de colageno de 0,1 mil/ml). Las placas se incubaron a 37 °C durante una noche (22-
24 horas).

DIA2

4.3 VERIFICACION DEL ESTADO Y NIVEL DE CONFLUENCIA CELULAR

Para continuar con el experimento, se requiere una confluencia no inferior al 95 %.
4.4 SECADO DE LA CAPA DE COLAGENO

De las dos placas (BA e IC) con los insertos se retira el colageno y se deja el inserto bajo el flujo de la campana
durante el tiempo necesario para permitirle secarse completamente (10-15 minutos).

4.5 ENSAYO DE BARRERA (BA)
Las etapas descritas a continuacién se realizan en la placa de cultivo para el BA

Configuracién de la capa de muestra en el BA:

En la membrana semipermeable de la muestra se inoculan 100 pl de una composicion basada en alginato al 0,5 % y
se deja estratificar durante 20 minutos mientras que en los insertos C+ y C- no se afiade nada. Una vez han pasado
los 20 minutos, se elimina el exceso de muestra y se lavan las membranas con PBS de acuerdo con procedimientos
especificados por el protocolo.

Adicion de LPS (agente inflamatorio) a insertos de BA

Una vez se ha secado la capa de la muestra, en los tres primeros insertos CAM y en los tres C+, se inoculan 300 pl
de LPS (lipopolisacarido de membrana) a la concentracion de 1 ug/ml mientras que en los tres restantes C- se
afnaden 300 pl de medio MEM con FBS al 5 %. Los insertos se insertan en los respectivos pocillos con las células y
se incuban las placas durante 1 hora a 37 °C y en una atmésfera enriquecida con CO; al 5 % durante una noche.

Una vez completada la incubacién de 1 hora, los insertos se eliminan y descartan y las placas se incuban de nuevo
durante una noche (22-24 horas).

4.6 ENSAYO DE CONTROL INTERNO (IC):
El ensayo de control interno se realizé simultdneamente con el BT

Exposicion de células IC a LPS:

Una vez secados, en los primeros seis insertos del IC, tres para la muestra a ensayar y tres para C+, se inoculan
300 pl de la solucion de LPS mientras que se afiaden en los tres restantes de los C- 300 pl del medio.

Los insertos con LPS y MEM entonces se insertan a continuacién en los pocillos con células de IC y se incuban
todos durante 1 h.
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Retirada de LPS y secado de la membrana IC:

Una vez completada la incubacién de 1 hora, los insertos se retiran de los pocillos con las células y se transfieren a
la placa vacia mientras que la placa con las células se coloca en una incubadora.

La solucidon de LPS aun presente se retira de los insertos, estos ultimos se someten a un rapido lavado con agua
estéril ultrapura y se dejan secar.

Disposicion de la capa de muestra en el IC:

En la membrana semipermeable de los tres insertos para la muestra se inoculan 100 ul de una composicion basada
en alginato al 0,5 % y se deja estratificar durante 20 minutos mientras que en los insertos C+ y C- no se afiade nada.
Una vez han pasado los 20 minutos se elimina el exceso de muestra y se lavan las membranas con PBS de acuerdo
con procedimientos especificados por el protocolo.

Adicién de LPS a insertos de IC

Una vez estan listos los insertos con la muestra, se afiaden 300 pl de medio a todos los insertos (CAM, C+, C-). Los
insertos se insertan en sus pocillos respectivos con las células y las placas se incuban durante 1 h a 37 °C.

Una vez completada la incubacién de 1 hora, los insertos se eliminan y descartan y las placas se incuban de nuevo
durante una noche (22-24 horas).

DIA 3
4.7 RECOGIDA DE SOBRENADANTE E INMUNOENSAYO ENZIMATICO

Una vez han pasado las 22-24 horas, los sobrenadantes se recogen del BA y de las placas IC para realizar el
ensayo ELISA y la dosificacion semicuantitativa de IL-6.

EVALUACION DEL EFECTO DE BARRERA (BE)

El BE de una sustancia o compuesto se expresa como % de reduccion en la liberacidn de citocina IL-6 por células
expuestas a LPS, donde la muestra se ha ensayado respecto al control positivo (C+), donde las células Unicamente
se han expuesto a LPS.

BE = % de reduccion en la liberacién de citocina IL-6 = 100 - [(pg/ul de
citocinas liberadas por muestra/pg/ul de citocinas liberadas de C+) x 100]

La tabla 1, presentada a continuacion, muestra que el extracto de sen obtenido de acuerdo con la presente invencion
crea una barrera al pase de LPS.

MUESTRA % DE INHIBICION DE IL-6
Control interno 0

SEN, EXTRACTO REDUCIDO EN RESINAS Y SENQSIDOS DE
ACUERDO CON LA PRESENTE INVENCION

SEN, EXTRACTO RESINOSO REDUCIDO EN SENQSIDOS DE
ACUERDO CON LA PRESENTE INVENCION

47

60

Como puede observarse de los resultados anteriores, el extracto reducido en sendsidos y resinas tiene excelentes
propiedades mucoadhesivas y un alto efecto de barrera; el extracto resinoso reducido en sendsidos, aunque tiene
propiedades mucoadhesivas sorprendentemente reducidas, tiene un efecto de barrera muy elevado.

Por tanto, evidentemente ambos extractos son adecuados para los usos descritos y las reivindicaciones, asi como
mezclas de los dos hacen posible aumentar el efecto de barrera manteniendo altas propiedades mucoadhesivas.
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REIVINDICACIONES

1. Un extracto de Cassia acutifolia y/o Cassia angustifolia reducido en sendsidos totales, en el que dichos sendsidos
totales tienen una concentracion en porcentaje ponderal de < 0,5 %.

2. El extracto de acuerdo con la reivindicacion 1 reducido ademas en resinas.

3. El extracto de acuerdo con la reivindicacion 1 o 2 para su uso en el tratamiento o proteccion de piel o membranas
mucosas parcialmente comprometidas.

4. El extracto para su uso de acuerdo con la reivindicacién 3, en el que dicha membrana mucosa es la mucosa oral,
la mucosa gastrica, la mucosa intestinal, la mucosa nasal, la mucosa vaginal, la mucosa uterina, la mucosa rectal.

5. Un proceso para la preparacion de un extracto de Cassia acutifolia y/o Cassia angustifolia, que comprende las
etapas de:

a. preparar un extracto hidroalcohdlico de hojas y/o vainas de Cassia acutifolia y/o Cassia angustifolia, en el que
dicho extracto hidroalcohdlico se prepara sometiendo hojas y/o vainas de Cassia acutifolia y/o Cassia
angustifolia, opcionalmente fragmentadas, a dos o mas etapas de extraccién en etanol en concentracion
decreciente

b. obtener del extracto preparado en a. un extracto alcohdlico aclarado y un extracto resinoso

c. concentrar dicho extracto alcohdlico por decantacién y/o centrifugacion y/o filtracion, recoger el sobrenadante o
el filtrado

d. dicho sobrenadante o filtrado de c. se somete a una o mas etapas de ultrafiltracién por las que se recoge el
permeado y dicho permeado comprende sendsidos totales a una concentracion en porcentaje ponderal de <
50,5 % y en el que dicha una o mas etapas de ultrafiltracion se realizan en una membrana semipermeable con
un punto de corte de aproximadamente 500-15 000 dalton y/o

dicho filtrado o sobrenadante obtenido en la etapa c. o dicho permeado obtenido después de ultrafiltracién se somete
a una o mas etapas a través de una resina de adsorcion de alta porosidad y se recoge el eluido

en el que dicho eluido asi obtenido comprende sendsidos totales a una concentracién en porcentaje ponderal de <
0,5.

6. El proceso de acuerdo con la reivindicacion 5, en el que el extracto resinoso obtenido en b. y el extracto reducido
en sendsidos obtenido en d. se mezclan.

7. El proceso de acuerdo con las reivindicaciones 5 o 6, en el que dicha concentracion decreciente de etanol en la
etapa a. varia de aproximadamente un 96 % de etanol a aproximadamente un 0 % de etanol.

8. El proceso de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 5-7, en el que dichas dos o mas etapas en a.
comprenden una etapa en aproximadamente un 85 % de etanol, una etapa en aproximadamente un 50 % de etanol
y una etapa en aproximadamente un 20 % de etanol.

9. El proceso de acuerdo con la reivindicacion 8 que comprende ademas una etapa en aproximadamente un 5 % de
etanol.

10. El proceso de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 5 a 9, en el que dicha filtracién en c. se realiza
con un filtro con una porosidad de aproximadamente 25 micrémetros.

11. El proceso de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 5 a 10, en el que dicho pase a través de resina
se realiza sobre una resina de adsorcion de alta porosidad de copolimero de estireno y DVB.

12. Una composicion que comprende el extracto de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 o 2.

13. La composicion de acuerdo con la reivindicacion 12 para su uso en el tratamiento o proteccién de piel o
membranas mucosas parcialmente comprometidas.

14. La composicion para uso de acuerdo con la reivindicacion 13, en la que dicha membrana mucosa es la mucosa
oral, la mucosa gastrica, la mucosa intestinal, la mucosa nasal, la mucosa vaginal, la mucosa uterina, la mucosa
rectal.

15. La composicion para su uso de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 13 a 14, que comprende

ademas sustancias de origen natural y/o vegetal que tienen propiedades emolientes, digestivas, procinéticas,
colagdgicas, carminativas, probidticas, relajantes, excipientes, conservantes, humectantes.
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16. La composicion para su uso de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 13 a 15 en forma de capsula,
comprimido, gragea, granulo, polvo, jarabe, elixir, gelatina dura, gelatina blanda, suspensiéon, emulsién, solucién,
supositorio, crema, gel, pulverizacién, unglento, pomada, pasta, emulsién de grasa en agua, emulsion de agua en
grasa, emulsion de grasa en gel, emulsion de gel en grasa.

17. La composicién para su uso de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 13 a 16, en la que dicha
composicion es una composicion farmacéutica, estd comprendida en un dispositivo médico o estd comprendida en

un alimento médico.
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