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DESCRIPCION

Tratamiento y/o prevencion de la inflamacion y de las fotolesiones cutaneas y fotoproteccion de la piel con un extracto
hidrosoluble de una planta del género Solanum

Esta solicitud reivindica la prioridad de la solicitud provisional Taiwanesa N.° 100116659, Presentada el 12 de mayo
de 2011.

La presente invencion se refiere a una composicién farmacéutica para prevenir y/o tratar la inflamacion y/o la fotolesion
cutanea, que contiene un extracto hidrosoluble de una planta del género Solanum. La composicion también tiene un
efecto fotoprotector y puede usarse como una composiciéon cosmética.

En organismos aerobios, el oxigeno se utiliza en la respiracion aerobia, produciendo asi especies reactivas de oxigeno
(ROS) y radicales libres. La luz ultravioleta (UV), la radiacién ionizante y determinadas medicaciones o xenobidticos
también estimularan la produccion de ROS vy radicales libres. Las ROS y los radicales libres probablemente
reaccionaran con componentes interiores de la célula (por ejemplo, el ADN, las proteinas y los lipidos, etc.) debido a
la inestabilidad de los mismos, lo que tiene como resultado el dafo oxidativo de las células y tejidos.

En general, las enzimas antioxidantes en organismos forman una red interactiva para proteger las células y los tejidos
del dafio oxidativo. El estrés oxidativo se produce cuando las ROS vy los radicales libres exceden la capacidad
antioxidante proporcionada por la red interaccionante de las células o tejidos. Se ha comunicado que el estrés oxidativo
juega un papel importante en el proceso patolégico de la inflamacion y las fotolesiones (Simon R. et al (2010), Free
radical biology & Medicine, 49:1603-1616; Afaq F. et al. (2006), Experimental Dermatology, 15:678-684).

La inflamacién es una respuesta protectora de las células o tejidos a los patégenos y a los estimulos externos
estresantes. Durante la inflamacién, las células o tejidos en el sitio de la lesiéon estimularan la expresion de genes
especificos a través del NF-kB, seguido por un aumento de la expresion de quimiocinas, lo que conduce a la
acumulacion de leucocitos polinucleares, monocitos, macréfagos y mastocitos en el sitio de la lesiéon (es decir,
infiltracién). Los macréfagos reclutados se activaran por lipopolisacaridos (LPS) que se expresan en la superficie de
un patégeno. Los macréfagos activados induciran la expresion de genes proinflamatorios (incluyendo el gen de la
ciclooxigenasa-2, COX-2, y el gen de la 6xido nitrico sintasa inducible, iNOS) para reforzar la respuesta inflamatoria.
Ademas, los macrofagos activados liberan ROS vy radicales libres para destruir a los patdgenos. Sin embargo, la
respuesta inflamatoria prolongada conduce a estrés oxidativo y dafio debido a una acumulacién excesiva de ROS y
radicales libres, lo que tiene como resultado inflamacién crénica y en ultima instancia potencia la posibilidad de
enfermedades croénicas o cancer.

La fotolesién ocurre cuando la piel de un organismo esta expuesta a la luz ultravioleta (especialmente, la radiacion
ultravioleta-B, UV-B), lo que conduce a dafio cutaneo. La exposicion a la radiacion ultravioleta acelerara la acumulacion
de ROS y radicales libres en las células de la piel, aumentara el estrés oxidativo en las células de la piel e inducira la
expresion de metaloproteinasas de la matriz (MMP), lo que tendra como resultado fotolesiones oxidativas. Los
sintomas de las fotolesiones oxidativas son: telangiectasia, adelgazamiento de la epidermis, reduccién de las fibras
de colageno y de las fibras elasticas, sequedad, formacién de arrugas, infiltraciéon de células inflamatorias,
envejecimiento prematuro de la piel y cambio patoldgico de la piel.

En los ultimos afos, los agentes fotoquimicos y fotoquimiopreventivos derivados de plantas han demostrado tener
propiedades antioxidantes, antiinflamatorias y mejorar las fotolesiones. Ejemplos de fotoquimicos incluyen: polifenoles
del té verde (GTP), galato de epigalocatequina (ECGC), genisteina, resveratrol, curcumina, apigenina, licopeno, etc.
(Adhami V.M. et al (2008), Photochem. Photobiol., 84:489-500). Los fotoquimicos han demostrado ser seguros para
aplicacion clinica sin efectos secundarios no deseados y han atraido la atencién en el campo de la investigacion
médica.

Las plantas del género Solanum incluyen Solanum incanum L., sinébnimo de Solanum undatum, Solanum incanum
Ruiz. & Pav., Solanum coagulans Forsskal; manzana amarga), Solanum indicum, Solanum nigrum (Long kui en chino;
hierba mora), Solanum capsicastrum (tomatillo de Jerusalén), Solanum xanthocarpum, Solanum melongena, Solanum
coagulans, Solanum tuberosum, Solanum sodomeum (tomatitos del diablo), Solanum tuberosum, Solanum
aculeastrum, Solanum lycocarpum, Solanum khasianum, Solanum suaveolens, Solanum uporo, Solanum abutiloides,
Solanum coccineum, Solanum unguiculatum, Solanum robustum, Solanum anguivi, Solanum platanifolium, Solanum
mammosum, etc. Se sabe que los alcaloides esteroideos se pueden extraer del género Solanum y habitualmente
incluyen la solasonina y la solamargina.

Los documentos US 7.078.063 B2 y EP 1 508 334 concedidos a los inventores de la presente invencion divulgan un
extracto hidrosoluble de una planta del géneroSolanum, especialmente Solanum incanum L., que incluye al menos 60
% en peso de solasonina y solamargina, y un método para la preparacion del extracto hidrosoluble. En la patente de
los Estados Unidos anteriormente mencionada, los inventores descubrieron que el extracto hidrosoluble puede inhibir
el crecimiento de células tumorales/cancerosas (especificamente células de tumores hepaticos, células de cancer de
pulmén y células de cancer de mama). En la presente invencion, los inventores sorprendentemente descubrieron que
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el extracto hidrosoluble cura y/o previene la inflamacién y las fotolesiones.

Por lo tanto, de acuerdo con el primer aspecto, esta invencion proporciona una composicién farmacéutica para su uso
en la prevencion y/o tratamiento de las fotolesiones cutédneas y/o la inflamacion de la piel, caracterizandose dicha
composicién farmacéutica por un extracto hidrosoluble de una planta del género Solanum, comprendiendo el extracto
hidrosoluble solamargina y solasonina y obteniéndose mediante las etapas (a) a (g) descritas mas abajo.

La invencion se refiere al uso del extracto hidrosoluble para prevenir y tratar fotolesiones cutaneas.
La invencion se refiere también al uso del extracto hidrosoluble para prevenir y tratar fotolesiones de la piel.

En un segundo aspecto, la invencidn proporciona el uso cosmético de una composicion caracterizada por un extracto
hidrosoluble de una planta del género Solanum, comprendiendo el extracto hidrosoluble solamargina y solasonina y
obteniéndose mediante las etapas (a) a (g) descritas mas abajo.

Otras caracteristicas y ventajas de la presente invencion seran evidentes a partir de la siguiente descripcion detallada
de las realizaciones preferentes de la invencion, haciendo referencia a los dibujos adjuntos en los que:

La Figura 1 es una transferencia Western, que muestra la expresion de COX-2 y en células RAW264.7 después
de la respuesta inflamatoria inducida por LPS. Las células del grupo de control normal no se trataron con LPS ni
con el extracto hidrosoluble de una planta del género Solanum, mientras que las células del grupo de control
patolégico se trataron con 100 ng/ml de LPS. Los grupos experimentales 1-6 se trataron con diversas
concentraciones del extracto hidrosoluble (0,01, 0,05, 0,1, 0,5, 1 y 5 p g/ml) junto con 100 ng/ml de LPS;

La Figura 2 muestra la pérdida de agua transepidérmica (TEWL) de la piel dorsal de ratones desnudos HRS/J en
cada grupo control normal, grupo de control patoldgico y grupos experimentales 1 y 2 después de 6 semanas de
radiacion UV-B. Los ratones desnudos HRS/J del grupo de control normal no recibieron ningun tratamiento, incluida
la radiacion UV-B y el extracto hidrosoluble. Los ratones desnudos HRS/J del grupo de control patolégico fueron
expuestos a radiacion UV-B y no fueron tratados con el extracto hidrosoluble. En el Grupo 1 experimental, Los
ratones desnudos HRS/J se expusieron a radiacién UV-B y se trataron con una solucién de Solanum incanum L
que contiene el extracto hidrosoluble. En el Grupo experimental 2, Los ratones desnudos HRS/J se expusieron a
radiacion UV-B y se trataron con gel de Solanum incanum L. que contiene el extracto hidrosoluble;

La Figura 3 es una transferencia Western que muestra las expresiones de NF-kB, COX-2 e iNOS del tejido de piel
dorsal de los ratones HRS/J después del periodo experimental de 60 semanas. Los ratones desnudos HRS/J del
grupo de control normal no recibieron ningun tratamiento, incluida la radiacion UV-B y el extracto hidrosoluble. Los
ratones desnudos HRS/J del grupo de control patolégico fueron expuestos a radiacion UV-B y no fueron tratados
con el extracto hidrosoluble. En el Grupo experimental 2, Los ratones desnudos HRS/J se expusieron a radiacion
UV-B y se trataron con gel de Solanum incanum L. que contiene el extracto hidrosoluble;

La Figura 4 muestra una inmunohistoquimica de la expresion de NF-kB en el tejido de piel dorsal de los ratones
desnudos HRS/J al final de las 60 semanas después de la primera vez de la radiacion UV-B. Los ratones desnudos
HRS/J del grupo de control normal no recibieron ningun tratamiento, incluida la radiacién UV-B y el extracto
hidrosoluble. Los ratones desnudos HRS/J del grupo de control patolégico fueron expuestos a radiacion UV-B y no
fueron tratados con el extracto hidrosoluble. En el Grupo experimental 2, Los ratones desnudos HRS/J se
expusieron a radiacion UV-B y se trataron con gel de Solanum incanum L. que contiene el extracto hidrosoluble;
La Figura 5 muestra una tinciéon azul de toluidina del tejido de piel dorsal de ratones desnudos HRS/J al final del
periodo experimental de 60 semanas. Los ratones desnudos HRS/J del grupo de control normal no recibieron
ningun tratamiento, incluida la radiacion UV-B y el extracto hidrosoluble. Los ratones desnudos HRS/J del grupo
de control patoldgico fueron expuestos a radiacion UV-B y no fueron tratados con el extracto hidrosoluble. En el
Grupo experimental 2, Los ratones desnudos HRS/J se expusieron a radiacién UV-B y se trataron con gel de
Solanum incanum L. que contiene el extracto hidrosoluble. Las flechas indican las localizaciones de los mastocitos
infiltrados;

La Figura 6 es un diagrama de barras que muestra el nimero de mastocitos promedio del tejido de la piel dorsal
de los ratones desnudos HRS/J en el grupo de control normal, el grupo de control patoldgico y el grupo experimental
2 después del periodo de 60 semanas experimental. Los ratones desnudos HRS/J del grupo de control normal no
recibieron ningun tratamiento, incluida la radiacién UV-B y el extracto hidrosoluble. Los ratones desnudos HRS/J
del grupo de control patoldgico fueron expuestos a radiacion UV-B y no fueron tratados con el extracto hidrosoluble.
En el Grupo experimental 2, Los ratones desnudos HRS/J se expusieron a radiacion UV-B y se trataron con gel de
Solanum incanum que contiene el extracto hidrosoluble. indica p<0,05 entre el grupo experimental 2 y el grupo del
control normal. "™***" indica p<0,01 entre el grupo experimental 2 y el grupo de control patolégico. "###" indica
p<0,001 entre el grupo de control patolégico y el grupo de control normal;

La Figura 7 es una grafica que muestra el nimero promedio de tumores en ratones HRS/J desarrollados en varios
puntos temporales durante el periodo experimental de 60 semanas. Los ratones desnudos HRS/J del grupo de
control patolégico mostraron fotolesiones inducidas por la radiacion UV-B y no fueron tratados con el extracto
hidrosoluble. Los ratones desnudos HRS/J del grupo experimental 1 se expusieron a radiacion UV y se trataron
con una solucion de Solanum incanum L que contiene el extracto hidrosoluble. En el Grupo experimental 2, Los
ratones desnudos HRS/J se expusieron a radiacion UV-B y se trataron con gel de Solanum incanum L. que contiene
el extracto hidrosoluble. "*" indica p<0,05 entre el grupo experimental 2 y el grupo de control patolégico. "**" indica
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p<0,01 entre el grupo experimental 2 y el grupo de control patolégico;

La Figura 8 es una grafica que muestra el nimero promedio de tumores en ratones HRS/J desarrollados en varios
puntos temporales durante el periodo experimental de 60 semanas. Los ratones desnudos HRS/J del grupo de
control patolégico mostraron fotolesiones inducidas por la radiacion UV-B y no fueron tratados con el extracto
hidrosoluble. Los ratones desnudos HRS/J del grupo experimental 1 se expusieron a radiaciéon UV y se trataron
con una solucion de Solanum incanum L que contiene el extracto hidrosoluble. Los ratones desnudos HRS/J del
grupo experimental 2 se expusieron a radiacién UV-B y se trataron con un gel de Solanum incanum L que contiene
el extracto hidrosoluble. "#" indica p<0,05 entre el grupo experimental 1 y el grupo de control patolégico. "##" indica
p<0,01 entre el grupo experimental 1 y el grupo de control patoldgico. "###" indica p<0,001 entre el grupo
experimental 1 y el grupo de control patolégico. "**" indica p<0,01 entre el grupo experimental 2 y el grupo de
control patologico. "***" indica p<0,001 entre el grupo experimental 2 y el grupo de control patoldgico;

La Figura 9 es un diagrama de barras que muestra el tiempo de recuperacion en la prueba del pinchazo en los
ratones HSR/J después del periodo experimental de 60 semanas. Los ratones desnudos HRS/J del grupo de
control normal no recibieron ningun tratamiento, incluida la radiaciéon UV-B y el extracto hidrosoluble. Los ratones
desnudos HRS/J del grupo de control patolégico fueron expuestos a radiacion UV-B y no fueron tratados con el
extracto hidrosoluble. En el Grupo experimental 2, Los ratones desnudos HRS/J se expusieron a radiacion UV-B y
se trataron con gel de Solanum incanum L. que contiene el extracto hidrosoluble. "***" indica p<0,001 entre el grupo
experimental 2 y el grupo de control patolégico. "###" indica p<0,001 entre el grupo de control patolégico y el grupo
de control normal;

La Figura 10 muestra imagenes de fibras elasticas del tejido de piel dorsal tefiido con solucién de resorcina-fucsina,
Hematoxilina de hierro de Weigert y solucién de van Gieson. Los ratones desnudos HRS/J del grupo de control
patolégico mostraron fotolesiones inducidas por la radiacion UV-B y no fueron tratados con el extracto hidrosoluble.
En el Grupo experimental 2, Los ratones desnudos HRS/J se expusieron a radiacion UV-B y se trataron con gel de
Solanum incanum L. que contiene el extracto hidrosoluble. Las flechas indican las localizaciones de la
desnaturalizacion de la fibra elastica;

La Figura 11 muestra el nUumero promedio de tumores en ratones desnudos HRS/J durante el periodo experimental.
Los ratones desnudos HRS/J del grupo de tretinoina se expusieron a radiacién UV-B y se trataron con crema
evanescente AIROL. En el grupo del gel de Solanum incanum L., los ratones desnudos HRS/J se expusieron a
radiacion UV-B y se trataron con gel de Solanum incanum L. que contiene el extracto hidrosoluble;

La Figura 12 es una gréfica que muestra la pérdida de agua transepidérmica (TEWL) durante el periodo
experimental. Los ratones desnudos HRS/J del grupo de control patoldgico fueron expuestos a radiacion UV-B y
no fueron tratados con el extracto hidrosoluble. Los ratones desnudos HRS/J del grupo de tretinoina se expusieron
a radiacién UV-B y se trataron con crema evanescente AIROL. En el grupo del gel de Solanum incanum L., los
ratones desnudos HRS/J se expusieron a radiacion UV-B y se trataron con gel de Solanum incanum L. que contiene
el extracto hidrosoluble. ™" indica p<0,05 entre el grupo de tretinoina y el grupo de gel de Solanum incanum L.;y

La Figura 13 es una grafica que muestra el contenido de agua de la piel dorsal de ratones desnudos HRS/J durante
el periodo experimental. Los ratones desnudos HRS/J del grupo de control patolégico mostraron fotolesiones
inducidas por la radiaciéon UV-B y no fueron tratados con el extracto hidrosoluble. En el grupo de tretinoina, los
ratones desnudos HRS/J se expusieron a radiacion UV-B y se trataron con crema evanescente AIROL. En el grupo
del gel de Solanum incanum L., los ratones desnudos HRS/J se expusieron a radiacion UV-B y se trataron con gel
de Solanum incanum L. que contiene el extracto hidrosoluble. "*" indica p<0,05 entre el grupo de tretinoina y el
grupo de gel de Solanum incanumL.

Para los fines de la presente memoria descriptiva, se entendera claramente que la palabra "que comprende” significa
" n

"incluyendo, pero sin limitacién" y que las palabras "comprende", "contiene" y variantes de la misma tienen un
significado correspondiente.

La presente invencién proporciona una composicion farmacéutica para prevenir y/o tratar la inflamacion, que incluye
un extracto hidrosoluble de una planta del género Solanum. El extracto hidrosoluble comprende solamargina y
solasonina. Preferiblemente, el extracto hidrosoluble comprende al menos 60 % en peso de solamargina y solasonina,
mas preferentemente, de 60 % en peso-90 % en peso de solamargina y solasonina.

El procedimiento para preparar el extracto hidrosoluble se ha divulgado en el documento US 7.078.063 B2 e incluye
las siguientes etapas:

(a) someter un material vegetal de una planta del género Solanum a un tratamiento de extraccion usando una
solucion acuosa acida con un valor de pH de 3~5, de modo que se obtiene una solucién acuosa;

(b) ajustar el valor del pH de la solucién acuosa obtenida en la etapa (a) hasta un pH 8~ 10 con una base, de modo
que se forma un precipitado;

(c) lavar el precipitado formado en la etapa (b) con agua, seguido de secado, de modo que se obtiene un producto
SEeco;

(d) mezclar el producto seco obtenida en la etapa (c) con cloroformo, seguido de la adicién de una cantidad
adecuada de un alcohol al 100 %, de modo que se forma una mezcla de cloroformo-alcohol;

(e) mezclar el cloroformo-alcohol formado en la etapa (d) con una solucién de agua/alcohol que tiene una relacion
agua/alcohol predeterminada, de modo que se obtiene una mezcla que contiene una capa a base de cloroformo y
una capa no a base de cloroformo;
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(f) eliminar la capa a base de cloroformo de la mezcla obtenida en la etapa (e), seguido de la adicién de una
cantidad adecuada de agua; y

(g) obtener un sobrenadante de la mezcla resultante de la etapa (f), seguido de secado del sobrenadante, en el
que el producto seco resultante es capaz de disolverse directamente en agua para formar una solucién clara y
transparente amarillenta.

Preferiblemente, el extracto hidrosoluble de una planta del género Solanum se ha obtenido al menos del fruto, raiz,
tallo y hoja de la planta del género Solanum. La planta del género Solanum se ha cortado en un tratamiento preliminar.
En una realizacion preferida de esta invencion, el material de la planta se usa en la etapa (a) es el fruto de la planta
del género Solanum.

Los inventores encontraron que determinados factores pueden afectar al contenido y proporcion de solasonina y
solamargina en el extracto hidrosoluble obtenido usando el procedimiento anteriormente mencionado. Estos factores
incluyen las especies de la planta del género Solanumy la parte(s) de la planta utilizadas en el proceso de extraccion,
asi como los tipos de alcohol y base usados. Por lo tanto, un experto en la materia puede preparar un extracto
hidrosoluble seleccionando las especies adecuadas de la planta, junto con las condiciones operativas apropiadas.

Preferiblemente, el extracto hidrosoluble se obtiene de una planta del género Solanum seleccionado a partir del grupo
que consiste en Solanum L., Solanum indicum, Solanum nigrum, Solanum capsicastrum, Solanum xanthocarpum,
Solanum melongena, Solanum coagulans, Solanum tunigrum, Solanum sodomeum, Solanum tuberosum, Solanum
aculeastrum, Solanum lycocarpum, Solanum khasianum, Solanum suaveolens, Solanum uporo, Solanum abutiloides,
Solanum coccineum, Solanum unguiculatum, Solanum robustum, Solanum anguivi, Solanum platanifolium y Solanum
mammosum. En una realizacion preferida de esta invencion, el extracto hidrosoluble se obtiene de Solanum incanum
L.

En experimentos preliminares, Los datos in vitro han mostrado que el extracto hidrosoluble del género Solanum puede
inhibir la respuesta inflamatoria inducida por LPS. También se ha demostrado que, después de tratar los ratones
desnudos que presentan inflamaciéon inducida por UV-B con el extracto hidrosoluble del género Solanum, la expresién
de Nf-kB, COX-2 e iNOS en el tejido cutaneo de los mismos habia disminuido considerablemente, junto con una
disminucion de la infiltracién de mastocitos y de la respuesta inflamatoria.

La via de administracion de la composicién farmacéutica anteriormente mencionada proporcionada por la invencion
comprende, pero sin limitacion, las vias oral, tépica y parenteral.

La composiciéon farmacéutica proporcionada por esta invencion se puede formular en una forma farmacéutica oral
usando la tecnologia bien conocida por el experto en la materia. Los ejemplos de la dosificacion farmacéutica oral
incluyen, pero sin limitacién: polvo aséptico, comprimido, trocisco, pastillas para chupar, pella, capsula, polvo o
granulos dispersables, solucion, suspensién, emulsion, jarabe, elixir, en suspension, etc.

La composicion farmacéutica de esta invencion puede incluir ademas un vehiculo farmacéuticamente aceptable que
es ampliamente utilizado en la tecnologia de fabricacién de farmacos.

El vehiculo farmacéuticamente aceptable comprende uno o mas reactivos, que incluyen: disolvente, tampon,
emulsionante, agente de suspension, descomponedor, agente disgregante, agente dispersante, agente aglutinante,
excipiente, agente estabilizante, agente quelante, conservante, agente humectante, lubricante, diluyente, agente de
retardo de la absorcion, liposoma, agente edulcorante, agente aromatizante, agente colorante, etc. La eleccién y
cantidad del vehiculo farmacéuticamente aceptable estan dentro de la experiencia de los expertos en la materia.

El vehiculo farmacéuticamente aceptable comprende uno o mas reactivos, que incluyen, por ejemplo, agua, salmuera
normal, solucion salina tamponada con fosfato (PBS), soluciéon que contiene glucosa, soluciéon acuosa que contiene
alcohol (por ejemplo, etanol, propanodiol, glicol, manitol, etc.), aceite (por ejemplo, aceite de cacahuete, aceite de
oliva, aceite de sésamo, aceite de ricino, aceite de semilla de algoddn, aceite de soja, etc.), glicerol, disolvente organico
y liposoma. En una realizacioén de esta invencion, el disolvente es agua.

La composicion farmacéutica de acuerdo con la presente invencion se puede formular en una forma farmacéutica
apropiada para la administracion topica usando la tecnologia bien conocida por los expertos en la materia, que incluye,
pero sin limitacion, preparaciones externas, comprimidos efervescentes, supositorios y similares.

En una realizacion preferida de esta invencién, la composiciéon farmacéutica de esta invencién se formula en una
preparacion externa en forma de un gel mezclando el extracto hidrosoluble con una base que es bien conocida y
comunmente utilizada en la técnica.

En la presente invencion, la base apropiada puede incluir uno o0 mas de los siguientes aditivos: agua, alcoholes, glicol,
hidrocarburos (tales como vaselina liquida y vaselina blanca), ceras (tales como cera de parafina y cera amarilla),
agentes conservantes, antioxidantes, tensioactivos, potenciadores de la absorcion, agentes estabilizantes, agentes
gelificantes (tales como Carbopol®974P, celulosa microcristalina y carboximetilcelulosa), agentes activos,
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humectantes, absorbedores del olor, fragancias, agentes de ajuste de pH, agentes quelantes, emulsionantes, agentes
oclusivos, emolientes, espesantes, agentes solubilizantes, potenciadores de la penetracion, anti-irritantes, colorantes
y propelentes, etc. La eleccion y cantidad de estos aditivos estan dentro de la experiencia de los expertos en la materia.

La dosis y frecuencia de administracion de esta composicion farmacéutica pueden variar dependiendo de los
siguientes factores: la gravedad de la enfermedad a tratar, la ruta de administracion y el peso, la edad, la condicién
fisica y la respuesta del sujeto a tratar. Por ejemplo, la dosificacién diaria de la composicion farmacéutica para
administracion topica de acuerdo con la presente invencion, puede ser de 10-20 mg/cm? del area de la lesion y de una
a seis veces al dia. La dosificacién de esta composicion farmacéutica para administracién oral puede ser de 1-30
mg/kg, 1-4 veces al dia.

El extracto hidrosoluble de la planta del género Solanum ha demostrado que alivia el cambio patologico de la piel
inducido por las fotolesiones cutaneas inducidas por radiacion UV-B en ratones desnudos. Ademds, puede mejorar
eficazmente la elasticidad de la piel y la elastosis solar, manteniendo al mismo tiempo la capacidad de retencion de la
humedad.

Por lo tanto, la presente invencién proporciona una composicion farmacéutica para el tratamiento y/o la prevencion de
las fotolesiones cutaneas, que comprende el extracto hidrosoluble de una planta del género Solanum como se ha
descrito anteriormente.

En la presente invencion, la expresion "fotolesion cutanea" indica el dafio en la piel causado por la exposiciéon de la
piel a la luz solar o a luz ultravioleta (especialmente UV-B). La fotolesién cutanea comprende, pero sin limitacion:
adelgazamiento de la piel, atrofia de la piel, reduccién de las fibras de colageno y de las fibras elasticas, elastosis,
pérdida de elasticidad de la piel, sequedad, formacién de arrugas, infiltracion de células inflamatorias, envejecimiento
prematuro de la piel, cambio vascular (como eritema difuso, equimosis o telangiectasia), cambio pigmentario (como
lentigines, pecas, hipopigmentacién o hiperpigmentacion), comedoén, quistes y cambio patolégico de la piel.

De acuerdo con la presente invencion, la ruta de administracion, la dosificacién y el vehiculo farmacéuticamente
aceptable son similares a los usados en la composicién farmacéutica para prevenir y tratar la inflamacién. En una
realizacion preferida de la presente invencion, la composicion farmacéutica se formula en forma tépica para la
administracion a la piel.

Debido a la prevencién/proteccion de la fotolesion cutanea del extracto hidrosoluble, se puede predecir que el extracto
hidrosoluble se pueda usar como un componente cosmético para preparar una composicion cosmética.

Por lo tanto, la invencién proporciona el uso cosmético de una composicion caracterizada por el extracto hidrosoluble
de una planta del género Solanum como se ha descrito anteriormente,

Las composiciones cosméticas pueden tener un efecto fotoprotector.

En la presente invencion, el término "fotoprotector” indica bloquear o aliviar los efectos adversos clinicos, histolégicos
e inmunolégicos causados por el sol o la radiacion ultravioleta. Estos efectos incluyen reacciones agudas (tales como
eritema e inflamacion) y efectos cronicos (tales como elastosis y formacion de arrugas).

De acuerdo con la presente invencion, las composiciones cosméticas pueden comprender ademas adyuvantes
cosmeéticamente aceptables que se emplean ampliamente en la tecnologia de fabricacién de cosméticos.

El adyuvante aceptable comprende uno o mas reactivos, que incluyen disolvente, agente gelificante, agentes de
activacion, conservantes, antioxidantes, agente filtrante, agente quelante, tensioactivos, agente colorante, agentes
espesantes, carga, fragancia y absorbente del olor. La eleccién y cantidad de estos aditivos estan dentro de la
experiencia de los expertos en la materia.

La composicion cosmética para su uso de acuerdo con la invencién se puede preparar usando la tecnologia bien
conocida por un experto en la materia en forma de un producto para el cuidado de la piel, cuidado del cabello o
magquillaje. La forma incluye, pero sin limitacion, solucién acuosa, emulsién, gel, ungliento, crema, mascara, parche,
polvo, aerosol, pulverizacion, locién, protector solar y otros productos limpiadores corporales.

La composicién cosmética para su uso de acuerdo con la invencién se puede usar con los siguientes agentes: agentes
blanqueadores, humectantes, bactericidas, absorbentes de ultravioleta, agente anti-acné, antipruriticos, agentes
antihiperqueratoliticos, agentes antipsoridsicos, antiedad, agentes antiarrugas, agentes antiseborreicos, agentes
autobronceadores y agentes para la cicatrizacién de heridas. La eleccion y cantidad de estos agentes estan dentro de
la experiencia de los expertos en la materia.

Materiales experimentales:

1. Preparaciones de extracto hidrosoluble de Solanum incanum L. y de una solucién de Solanum incanum L.
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que contiene el extracto hidrosoluble:

El extracto hidrosoluble de Solanum incanum L. se prepard basandose en el procedimiento divulgado en el Ejemplo 1
de la patente divulgada en el documento US 7.078.063 B2. Especificamente, se trituraron 500 g de fruto maduro de
Solanum incanum L. después de la adicién de 1000 ml de agua pura. A la mezcla acuosa resultante, se afiadieron
gota a gota 99,5 % de acido acético para ajustar el valor del pH hasta 4,0, seguido de agitacion a temperatura ambiente
durante 12 horas. Se obtuvo un sobrenadante por centrifugacion de la mezcla acuosa y se afnadi6 gota a gota a la
misma una solucién basica de NH4OH 33 % para ajustar el valor del pH del sobrenadante hasta 9,0, formandose un
precipitado. El precipitado se obtuvo centrifugando a 4.500 rpm (Beckman Coulter, Avanti J-25, Rotor JA-14) y la
solucién basica residual presente en el mismo se eliminé lavando el precipitado con agua, seguido de centrifugacion
a 4.500 rpm. El precipitado asi obtenido se suspendié en agua destilada y se sometid a liofilizacion (Virtis,
Freezemobile 12ES) para obtener 5 g de polvo seco.

Se disolvieron 2 g del polvo seco en 50 ml de cloroformo de calidad reactivo, seguido de la adicion de 40 ml de metanol
100 % y se agitd para formar una suspension acuosa. Se obtuvo un sobrenadante por centrifugacion a 4.500 rpm o
filtracion. Se afiadieron 70 ml de una solucién de metanol:agua (1:1) al sobrenadante y se mezclé bien. La mezcla
obtenida se centrifugd a 12.000 rpm durante 10 min. El sobrenadante resultante se extrajo y se afadieron 120 ml de
agua destilada al mismo y se agit6 bien. Paralelamente, el sobrenadante se volvié turbio. El sobrenadante se centrifugd
adicionalmente a 12.000 rpm durante 10 min para eliminar el precipitado. El sobrenadante resultante se sometié a
descompresion concentrando a presion reducida a 55 °C para eliminar el metanol, seguido de liofilizacién para obtener
un polvo seco del extracto hidrosoluble.

El extracto hidrosoluble se disolvié en agua esterilizada para obtener una soluciéon de Solanum incanum L. para su
uso posterior en los experimentos descritos a continuacion.

2. Preparacion de un gel de Solanum incanum L. que contiene el extracto hidrosoluble:

Se disolvieron 4 g de Carbopol®974P, que se usé como un agente gelificante y que esta comercializado por Lubrizol
Advanced Materials, Inc., KY 40258, EE.UU., en 50 g de agua pura, seguido de la adicién secuencial de 30 g de
propilenglicol y 7 g del polvo seco del extracto hidrosoluble obtenido de la seccion de "1. Preparaciones de extracto
hidrosoluble de Solanum incanum L. y de una solucion de Solanum incanum L. que contiene el extracto hidrosoluble"
de "Materiales experimentales" y se mezclan bien. La mezcla se calenté en un vaso calefactor a una temperatura de
50 °C-60 °C durante 20 minutos, seguido de enfriamiento a temperatura ambiente. A la mezcla enfriada se afadié
trietanolamina para ajustar el pH hasta 7,0+0,5. Posteriormente, se afiadié agua hasta que el peso total de la mezcla
alcanzo 100 g, obteniéndose asi un gel que contiene 7 % (p/p) del extracto hidrosoluble (en lo sucesivo denominado
gel de Solanum incanum L.).

3. Modelo animal

Los ratones desnudos HRS/J (6-8 semanas de edad, peso corporal 20-22 g) se adquirieron en Jackson Laboratory
(Bar Harbor, EE.UU.). Los ratones se mantuvieron en una habitacién con un ciclo de luz/oscuridad de 12 horas/12
horas, temperaturas de 21-22 °C, y 30-70 % de humedad. Los ratones tenian acceso continuo a la comida y al agua.
Todos los experimentos animales se realizaron de acuerdo con la Guia para el Cuidado y Uso de Animales de
Laboratorio de los Institutos Nacionales de Salud (NIH).

Métodos generales:
1. Andlisis de los productos proteicos:

Se usé la electroforesis en gel de poliacrilamida con dodecil sulfato sédico (SDS-PAGE) y la transferencia Western
para el andlisis de proteinas en esta invencién. El aparato y los reactivos para la SDS-PAGE y la transferencia Western
son los siguientes:

a. Para el analisis SDS-PAGE se utilizé un sistema de electroforesis vertical (Hoefer SE600, GE Healthcare).

b. Para la transferencia de proteinas se utilizé6 una membrana de difluoruro de polivinilideno (PVDF, Millipore) y
sistemas para transferencia semiseca (Hoefer TE70X, GE Healthcare).

c. Los anticuerpos primarios y secundarios usados en el método de transferencia Western se enumeran en la Tabla
1.

d. Las proteinas se visualizaron usando tincién de quimioluminiscencia usando el ImmobilonTM Western
Chemiluminescent HRP Substrate (Millipore, N.° de cat. WBKLS0500), seguido por deteccion en peliculas de
autorradiografia(Kodak Biomax, Kodak. N.° de cat 1788207).
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Tabla 1. Anticuerpos primarios y secundarios usados en el analisis de transferencia Western

Proteina Anticuerpo primario Anticuerpo secundario
diana
COX-2 |Anticuerpo monoclonal anti-COX-2 de ratén Anticuerpo anti-IgG de ratén de oveja-peroxidasa de
(BD Bioscience. N.° de cat 610203) rabano picante (HRP) (Amersham. N.° de cat NA931)
NF-kB | Anticuerpo monoclonal anti-NF-kB de conejo | Anticuerpo anti-lgG de conejo-HRP (Amersham. N.°
(Abcam. N.° de cat Ab7970) de cat NA934)
iNOS | Anticuerpo policlonal anti-iINOS de conejo Anticuerpo anti-IgG de conejo de burro-HRP

(Santa Cruz. N.° de cat Sc-651)
B-actina | Anticuerpo monoclonal anti-B-actina de ratén | Anticuerpo anti-lgG de ratén de oveja-HRP
(Sigma. N.° de cat A5441)
GAPDH | Anticuerpo monoclonal anti-GAPDH de ratén | Anticuerpo anti-lgG de ratén de oveja-HRP
(Chemicon. N.° de cat Mab374)

2. Induccion de la inflamacion y la fotolesion:

La piel dorsal de cada raton HRS/J se expuso a radiacion UV-B tres veces a la semana durante 14 semanas para
inducir una respuesta inflamatoria y fotolesiones. La radiacion ultravioleta UV-B se aplicd utilizando un reticulador
ultravioleta BLX-312 (BIO-LINK, Vilber Lourmat, Francia), que esta equipado con una lampara UV-B 6x8W T-8M (312
nm). La dosificaciéon uUnica de la radiacién UV-B para cada exposicion, la dosificacion UV-B para una semana
(dosis/sem) y la dosis acumulada se enumeran en la Tabla 2.

Tabla 2.
Punto temporal Dosificacién UV-B Unica Dosificacién/sem Dosificacién acumulada
experimental (sem) (mJ/cm?) (mJ/cm?) (mJ/cm?)
1 36 108 108
2 54 162 270
3 72 216 486
4 90 270 765
5 108 324 1080
6 126 378 1458
7 144 432 1890
8 162 486 2376
9 180 540 2916
10 216 594 3510
11 216 648 4158
12 216 648 4806
13 216 648 5454
14 216 648 6102

3. Corte de tejido:

Los tejidos (cosechados a temperatura ambiente) se fijaron en paraformaldehido 4 % en PBS durante al menos 12
horas, seguido de la deshidratacién en etanol. Los tejidos deshidratados se embebieron en parafina y se cortaron para
obtener cortes longitudinales.

4. Analisis estadistico:

Los resultados se presentan como valores medios + error tipico de la media (+ ETM). Todos los analisis de los datos
estadisticos se realizaron con la prueba t de Student (2 colas). La p<0,05 se consideré estadisticamente significativa.

Ejemplo 1: Evaluacion del efecto antiinflamatorio in vitro del extracto hidrosoluble de Solanum incanumL.

La linea celular de macréfagos murinos RAW264.7 que se sometié a inflamacién inducida por lipopolisacaridos (LPS)
se us6 para determinar el efecto antiinflamatorio del extracto hidrosoluble de Solanum incanum L.

Las células RAW264.7 (adquiridas de la coleccion Americana de Cultivos Tipo, ATCC, TIB-71) sembraron con una
densidad de 1x108 células/pocillo (placa de 6 pocillos) en Medio de Eagle modificado por Dulbecco(DMEM) (HyClone
SH 30022.01, Logan, Utah, EE. UU.) con suero fetal bovino (SFB) al 10 %, L-glutamina 4 mM y glucosa 4,5 g/l (sin
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piruvato de sodio) y se incubaron a 37 °C, en una estufa incubadora con CO2 al 5 %. Las células se dividieron en tres
grupos: un grupo de control normal, un grupo de control patolégico y grupos experimentales (grupo experimental 1, 2,
3,4, 5y 6). Después de 72 h de incubacién, el grupo de control patoldégico se cambié para su incubacién en medio
DMEM fresco que contiene 100 ng/ml de LPS (Escherichia coli serotipo 0111:B4, Sigma), y los grupos experimentales
se incubaron en medio DMEM fresco que contiene 100 ng/ml de LPS vy diferentes concentraciones de los extractos
hidrosolubles obtenidos de la seccién de "1. Preparaciones de extracto hidrosoluble de Solanum incanum L. y de una
solucion de Solanum incanum L. que contiene el extracto hidrosoluble" en "Materiales experimentales”. Las
concentraciones de los extractos hidrosolubles para los grupos experimentales 1, 2, 3, 4, 5 y 6 fueron respectivamente
0,01, 0,05, 0,1, 0,5, 1 y 5 pyg/ml. El grupo de control normal se incubé en DMEM con SFB al 10 %, L-glutamina 4 mM
y glucosa 4,5 g/l (sin piruvato de sodio). Después de 24 horas de incubacién (a 37 °C, en una estufa incubadora con
COz al 5 %), el medio de cada pocillo se elimind afiadiendo 100 pl de reactivo T-PER (adquirido en PIERCE) y
mezclando para obtener una mezcla celular. La mezcla celular se colocd en un tubo de centrifugacion y se agité
durante 5 min seguida de enfriamiento en hielo durante 30 min. Posteriormente, la mezcla celular se centrifugé a
14.000 rpm durante 10 min a 4 °C y se recogi6 un sobrenadante como una muestra de proteinas para su posterior
analisis.

La muestra de proteinas resultante se sometié a un analisis de transferencia Western de COX-2 usando el método
descrito en la seccién de "1. Analisis de los productos proteicos" en "Métodos generales". Se usé (8 actina como control
interno.

La Figura 1 es una transferencia Western que muestra la expresion de COX-2 en células RAW264.7. Como se muestra
en la Figura 1, la expresién de COX-2 estaba notablemente aumentada en el grupo de control patolégico en
comparacion con el grupo de control normal, lo que indica una induccion con éxito de la inflamacion por LPS en células
RAW264.7. Se observé una disminucion de la expresion de COX-2 en el grupo experimental 1-6 en comparacién con
el grupo de control patoldgico y esta expresion disminuida era mas obvia cuando se afiadia una mayor concentracion
de extracto hidrosoluble. Estos datos demuestran que el extracto hidrosoluble de Solanum incanum L. puede inhibir la
inflamacion inducida por LPS in vitro, y que el efecto del extracto hidrosoluble sobre la respuesta antiinflamatoria
depende de la dosis.

Ejemplo 2: Evaluacién de los efectos terapéuticos de la solucion de Solanum incanum L. y del gel de Solanum
incanum L. sobre los ratones desnudos con inflamacion inducida por radiacion UV-B

Los ratones desnudos HRS/J se agruparon aleatoriamente en grupo de control normal, grupo de control patolégico y
dos grupos experimentales (es decir, grupo experimental 1y 2) (n=4/grupo), los ratones desnudos HRS/J del grupo
de control normal no recibieron radiacién UV-B. En los ratones del grupo de control patoldgico y en dos grupos
experimentales se indujo la inflamacién usando el procedimiento como se describe en la seccién de "2. Induccién de
la inflamacién y la fotolesion" en "Métodos generales".

Desde el inicio de la radiacion UV-B, a los ratones HRS/J del grupo experimental 1 se les administré por via oral
solucion de Solanum incanum L., soluciéon que se preparé como se describe en la seccion de "1. Preparaciones de
extracto hidrosoluble de Solanum incanum L. y de una solucién de Solanum incanum L. que contiene el extracto
hidrosoluble" en "Materiales experimentales”. A estos ratones se administré la solucién de Solanum incanum L. una
vez al dia (1500 mg/kg), 7 veces a la semana, durante un periodo de 14 semanas (sem) y se observaron
continuamente durante 60 semanas (es decir, un periodo experimental de 60 semanas). Se aplicd en la piel dorsal
expuesta a radiacion UV-B de cada uno de los ratones desnudos HRS/J del grupo experimental 2, el gel de Solanum
incanum L. gel obtenido de la seccion de "2. Preparacion de un gel de Solanum incanum L. que contiene el extracto
hidrosoluble en "Materiales experimentales". El gel se aplicé una vez al dia (dosificacion: 10-20 mg de gel por cm2), 5
veces a la semana, durante un periodo de 14 sem y se observé durante 60 sem. Los ratones desnudos HRS/J del
grupo de control normal y del grupo de control patoldgico no se trataron ni con la solucién de Solanum incanum L. ni
con el gel de Solanum incanum L.

Después de 6 semanas de radiacion UV-B, los ratones desnudos HRS/J se analizaron segun los apartados A y B
enumerados mas abajo. Ademas, usando unas tijeras quirurgicas se recogieron tejidos de la piel dorsal de los ratones
del grupo de control normal, del grupo de control patolégico y del grupo experimental 2 después del periodo
experimental de 60 semanas. Estos tejidos se analizaron segun los apartados C a E enumerados mas abajo.

A. Diagnostico de signos clinicos:

Los ratones desnudos HRS/J se observaron para detectar signos de inflamacion, por ejemplo, picor, enrojecimiento,
etc. después de 6 semanas de radiacion UV-B.

B. Andlisis de la pérdida de agua transepidérmica (TEWL)

Después de 6 semanas de radiacion UV-B, la TEWL se evaluo en la piel dorsal de cada raton desnudo HRS/J de cada
grupo usando un evaporimetro (Tewameter TM 201R, Courage & Khazaka, Colonia, Alemania).
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C. Analisis de transferencia Western de NF-kB, COX-2 e INOS

Se afadieron a 0,5 g de tejido de piel reactivo de extraccion de la proteina tisular T-PER (Thermo Scientific, N.° de
cat. 78510), seguido por disrupcion del tejido con un homogeneizador (adquirido en Biospec Products). El producto
bien homogeneizado se centrifugdé a 15.000 rpm y 4 °C durante 10 horas. El sobrenadante se recogi6 para el analisis
de proteinas.

La proteina aislada se usé adicionalmente para detectar NF-kB, COX-2 e iNOS mediante analisis de transferencia
Western de acuerdo con el procedimiento expuesto en la seccion de "1. Anadlisis de los productos proteicos" en
"Métodos generales". Como control interno se us6 GAPDH.

D. Tincién de inmunohistoquimica de NF-kB

Se hicieron cortes de tejido de piel de un espesor de 6 um usando el procedimiento expuesto en la seccién de "3.
Corte de tejido" en "Métodos generales". Los cortes de tejido se sometieron a tincion de inmunohistoquimica usando
como anticuerpo primario un anticuerpo monoclonal anti-IgG de conejo conjugado con biotina (DarkoCytomation). Los
tejidos tefiidos se examinaron en un microscopio 6ptico (Olympus BX51, Japdn) con un aumento de 100 a 400X y se
fotografiaron usando una camara digital (Olympus DP50, Japén).

E. Tincion de histoquimica de mastocitos

Se hicieron cortes de tejido de piel de un espesor de 6 um usando el procedimiento expuesto en la secciéon de "3.
Corte de tejido" en "Métodos generales". Los cortes de tejido se sometieron a tincion de histoquimica con azul de
toluidina (Sigma, N.° de cat. T3260). Los cortes de tejido tefildos se examinaron en un microscopio optico con un
aumento de 100 a 400X y se fotografiaron usando una camara digital (Olympus DP50, Japoén). La cuantificacion del
numero de mastocitos se realizd aleatoriamente seleccionando 5 cortes de tejido y contando aleatoriamente 10
campos de observacion en cada uno de los cortes de tejido. Los datos se muestran como la media + ETM (p<0,05
estadisticamente significativa).

A. Diagnéstico de signos clinicos

Los ratones desnudos HRS/J del grupo de control patolégico mostraron sintomas de inflamaciéon en comparacién con
el grupo de control normal, lo que sugiere que la radiacion UV-B indujo con éxito la respuesta inflamatoria en ratones
desnudos HRS/J. Los grupos experimentales 1y 2 mostraron una reduccién significativa de la respuesta inflamatoria
en comparacion con el grupo de control patolégico. Estos datos sugieren que la solucion de Solanum incanum L. y el
gel de Solanum incanum tienen efectos antiinflamatorios.

B. Andlisis de la pérdida de agua transepidérmica (TEWL)

La Figura 2 muestra un grafico que muestra los resultados de la (TEWL de la piel dorsal de ratones desnudos HRS/J
en el grupo de control normal, el grupo patoldgico y los grupos experimentales 1y 2. Los ratones desnudos HRS/J del
grupo de control patolégico mostraron un nivel elevado de TEWL en comparacién con el grupo de control normal. Esto
indica que la radiacion UV-B indujo la TEWL en ratones desnudos HRS/J y que dafio la funcion de barrera del estrato
corneo. Los ratones desnudos HRS/J de los grupos experimentales 1 y 2 mostraron una disminucién notable de la
TEWL en comparaciéon con el grupo de control patologico. En definitiva, estos datos sugieren que la solucion de
Solanum incanum L. y el gel de Solanum incanum L. pueden mejorar el dafio en el estrato cérneo y la inflamacion
causada por la radiacion UV-B.

C. Analisis de transferencia Western de NF-kB, COX-2 e INOS

La Figura 3 es un analisis de transferencia Western de NF-kB, COX-2 e iNOS del tejido de la piel dorsal de ratones
desnudos HRS/J en el grupo de control normal, el grupo patolégico y el grupo experimental 2. Los tejidos de la piel del
grupo de control patolégico mostraron un aumento de la expresion de NF-kB, COX-2 e iNOS en comparacioén con el
grupo de control normal, lo que sugiere que la radiacion UV-B indujo una respuesta inflamatoria en ratones desnudos
HRS/J. Se observé una reduccion significativa de los niveles de NF-kB, COX-2 e iINOS en el grupo experimental 2 en
comparacioén con el grupo de control patolégico. En definitiva, estos datos sugieren que el gel de Solanum incanum L.
tiene efectos antiinflamatorios.

D. Tincién de inmunohistoquimica de NF-kB

La Figura 4 muestra una tincién de inmunohistoquimica de la expresion de NF-kB en el tejido de piel dorsal obtenido
de ratones desnudos HRS/J. Como se muestra en la Figura 4, el grupo de control patolégico mostré un aumento del
nivel de expresién de NF-kB en comparacion con el grupo de control normal, lo que sugiere que la radiaciéon UV-B
induce una respuesta inflamatoria en ratones desnudos HRS/J. Cuando se aplicaba gel de Solanum incanum L. a los
ratones desnudos HRS/J, como en el Grupo experimental 2, la expresién de Nf-kB mostraba una disminucion
significativa en comparacion con el grupo de control patolégico. En definitiva, estos datos sugieren que el gel de
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Solanum incanum L. de la presente invencion tiene efectos antiinflamatorios.
E. Tincion de histoquimica de mastocitos

La Figura 5 muestra una tincion de inmunohistoquimica de mastocitos obtenidos del tejido de piel dorsal de ratones
desnudos HRS/J. Como se muestra en la Fig. 5, la tincion de azul de toluidina reveld una infiltracion masiva de
mastocitos en el tejido de piel dorsal del grupo de control patoldgico. Este fendmeno no era claramente visible en el
grupo de control normal. Aparentemente, la infiltracion de mastocitos estaba significativamente reducida en el grupo
experimental 2 en comparacién con el grupo de control patolégico.

Una comparacién del niumero de mastocitos en cada uno del grupo de control normal, el grupo patoldgico y el grupo
experimental 2 se muestra en la Figura 6. El grupo experimental 2 mostré una reduccion significativa del nimero de
mastocitos en comparacion con el grupo de control patoldgico. Estos datos sugieren que el gel de Solanum incanum
L. puede mejorar el efecto inflamatorio inducido por la radiaciéon UV-B en ratones desnudos HRS/J.

Ejemplo 3: Evaluacion de los efectos terapéuticos de la solucion de Solanum incanum L. y del gel de Solanum
incanum L. sobre los ratones desnudos con fotolesion inducida por UV-B.

Los ratones desnudos HRS/J se agruparon aleatoriamente en grupo de control normal, grupo de control patolégico y
dos grupos experimentales (es decir, grupos experimentales 1 y 2) (n=4/grupo). Los ratones desnudos HRS/J del
grupo de control normal no recibieron ningun tratamiento de radiacion UV-B. La inflamacion se indujo en ratones del
grupo de control patolégico y de dos grupos experimentales como se describe en la seccion de "2. Induccién de la
inflamacion y la fotolesion" en "Métodos generales”.

Desde el inicio de la radiacion UV-B, a los ratones HRS/J del grupo experimental 1 se les administré por via oral
solucion de Solanum incanum L., soluciéon que se preparé como se describe en la seccion de "1. Preparaciones de
extracto hidrosoluble de Solanum incanum L. y de una solucion de Solanum incanum L. que contiene el extracto
hidrosoluble" en "Materiales experimentales”. A estos ratones se administré la solucién de Solanum incanum L. una
vez al dia (1500 mg/kg), 7 veces a la semana, durante un periodo de 14 semanas y se observaron continuamente
durante 60 semanas (es decir, un periodo experimental de 60 semanas). En el Grupo experimental 2, el gel de Solanum
incanum L. preparado de acuerdo con la seccién de "2. Preparacion de un gel de Solanum incanum L. que contiene
el extracto hidrosoluble" en "Materiales experimentales" se aplico a la piel dorsal de los ratones sometidos a radiacion
UV-B. El gel se aplico una vez al dia (dosificacion: 10-20 mg de gel por cm?), 5 veces a la semana, durante un periodo
de 14 semanas y se observé durante 60 semanas. Los ratones desnudos HRS/J del grupo de control normal y del
grupo de control patoldgico no se trataron ni con la solucién de Solanum incanum L. ni con el gel de Solanum incanum
L.

Al final de las semanas 26, 35, 38, 41, 52, 56 y 60 durante el periodo experimental de 60 semanas, la piel dorsal de
los ratones desnudos HRS/J del grupo de control patoldgico y de los grupos experimentales 1 y 2 se sometieron a los
analisis del apartado A (véase mas adelante). Ademas, después del periodo experimental de 60 semanas, la piel
dorsal obtenida de los ratones desnudos HRS/J en el grupo de control normal, el grupo de control patolégico y el grupo
experimental 2, se sometieron a los analisis del apartado B como se describe mas adelante. Los tejidos de la piel
dorsal de los ratones del grupo de control patoldgico y del grupo experimental 2 se obtuvieron usando unas tijeras
quirurgicas y se sometieron a los analisis del apartado C como se describe mas adelante.

A. Andlisis de la formacion de tumor cutaneo

El nimero de tumores en la piel dorsal de ratones desnudos HRS/J del grupo de control patolégico y de los grupos
experimentales 1y 2 se observaron a simple vista. El tamafio del tumor se registré usando un calibre digital (Mitutoyo,
NTD15P-6"CX). Los datos se muestran como la media + ETM (p<0,05 es estadisticamente significativa).

B. Evaluacioén de la elasticidad de la piel

La elasticidad de la piel se evalué de acuerdo con la prueba del pellizco que se menciona en K. Tsukahara et al (2005),
Biolo. Pharm. Bull., 28 (12):2302-2307. En resumen, los ratones desnudos HRS/J del grupo de control normal, del
grupo de control patolégico y del grupo experimental 2 se colocaron en una plataforma. Se dio un pellizco estirando
hacia arriba lo maximo posible la piel dorsal de la linea media del cuerpo del ratén (sin levantar al ratdn) y después se
liberé. Se midié el tiempo de recuperacion de la piel pellizcada hasta que recuperd su estado original.

C. Tincioén histoquimica de la fibra elastica

Después del periodo experimental de 60 sem, los tejidos de la piel obtenidos de los ratones desnudos HRS/J en el
grupo de control patoldgico y en el grupo experimental 2 se cortaron en cortes de 6 ym de espesor usando el
procedimiento expuesto en la seccién de "3. Corte de tejido" en "Métodos generales". Los cortes de tejido se tifieron
con una solucion de resorcina-fucsina, hematoxilina de hierro de Weigert y solucién de van Gieson (todas ellas
adquiridas en Muto Pure Chemicals Co., Ltd). Los tejidos tefiidos se examinaron en un microscopio optico con un
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aumento de 100 a 400X y se fotografiaron usando una camara digital (Olympus DP50 Japon).
A. Andlisis de la formacién de tumor cutaneo

El numero de tumores a lo largo del periodo experimental de 60 semanas se muestran en la Figura 7. La medicion del
tamano tumoral a lo largo del periodo experimental de 60 semanas se muestra en la Figura 8.

Como se muestra en la Figura 7 y 8, en la semana 38, la piel dorsal de los ratones desnudos HRS/J del grupo de
control patolégico mostré una aceleracion del desarrollo tumoral. Por el contrario, en los grupos experimentales 1y 2
se observé un aumento mas lento del nimero y tamafio de los tumores durante el periodo experimental de 60
semanas. Estos datos sugieren que la solucién de Solanum incanum L. y el gel de Solanum incanumL. puede mejorar
las fotolesiones causadas por la radiacién UV-B y aliviar el cambio patoldgico causado por las fotolesiones.

B. Evaluacién de la elasticidad de la piel

La prueba del pellizco se realizé después del periodo experimental de 60 semanas en los ratones desnudos HRS/J
del grupo de control normal, el control patolégico y el grupo experimental 2. Como se muestra en la Figura 9, el grupo
de control patoldégico mostré una elasticidad disminuida en comparacion con el grupo de control normal ya que se
requiere un tiempo de recuperacion mas largo en el grupo de control patoldgico; lo que sugiere que la radiacion UV-B
induce fotolesién en ratones desnudos HRS/J. Cuando se aplicaba gel de Solanum incanum L. a la piel dorsal de los
ratones desnudos del grupo experimental 2, la elasticidad de la piel aumentaba enormemente en comparacion con el
grupo de control patoldgico. Los datos de estos experimentos sugieren que el gel de Solanum incanum L. puede aliviar
las fotolesiones causadas por la radiaciéon UV-B y mejorar la elasticidad de la piel.

C. Tinciodn histoquimica de la fibra elastica

Como se muestra en la Figura 10, la ocurrencia de desnaturalizacién de la fibra elastica estaba marcadamente
aumentada en el grupo de control patoldgico. Por otro lado, Cuando se aplicaba gel de Solanum incanum L. a la piel
dorsal de los ratones desnudos del grupo experimental 2, habia menos ocurrencia de desnaturalizacién de la fibra
elastica y las fibras permanecieron largas e intactas. Los datos de estos experimentos sugieren que el gel de Solanum
incanum L. de la presente invencion puede aliviar las fotolesiones causadas por la exposicion a la radiacion UV-B y
mejorar la elastosis solar.

En definitiva, los datos de los experimentos anteriores, respaldan que el extracto hidrosoluble de Solanum incanum L.
puede prevenir las fotolesiones y mejorar los cambios patoldgicos en la piel causados por las fotolesiones.

Ejemplo 4: Comparacion del efecto del gel de Solanum incanum L. y de la tretinoina sobre la prevencion de
las fotolesiones inducias por radiaciéon UV-B.

Los ratones desnudos HRS/J se agruparon aleatoriamente en grupo de control patolégico, grupo de tretinoina y grupo
de gel de Solanum incanum L. (n=5/grupo). La induccion de fotolesiones en los ratones desnudos HRS/J de cada
grupo se realizé de acuerdo con la seccion de "2. Induccién de la inflamacién y la fotolesion™" en "Métodos generales".

Desde el inicio de la radiacién UV-B, se aplicé a los ratones HRS/J del grupo de tretinoina una crema evanescente
AIROL (que contiene tretinoina al 0,05 %, un componente activo convencional para el tratamiento de las fotolesiones,
dosificacion topica: de 10 a 20 mg de crema evanescente AIROL por cm?). La crema se aplicd una vez al dia, 5 veces
a la semana, durante 14 semanas y se observé de forma continuada durante 35 semanas (es decir, periodo
experimental de 35 semanas). Se aplicé a la piel dorsal de los ratones desnudos HRS/J del grupo de gel de Solanum
incanum L. el gel de Solanum incanum L. obtenido de la seccion de "2. Preparacion de un gel de Solanum incanum L.
que contiene el extracto hidrosoluble en "Materiales experimentales". El gel se aplicé una vez al dia (dosificacion: 10-
20 mg de gel/cm?), 5 veces a la semana, durante un periodo de 14 semanas y se observo durante 35 semanas. Los
ratones desnudos HRS/J del grupo de control patologico no fueron tratados con el extracto hidrosoluble.

El nimero de tumores en la piel dorsal de los ratones del grupo de tretinoina y del gel de Solanum incanum L. se
cuantificé en la semana 0 (es decir, antes de la exposicién a radiacién UV-B), y al final de las semanas 2, 7, 12, 17,
22, 27 y 32 durante el periodo experimental de 35 semanas basado en el método mencionado en el Apartado A
(Analisis de la formacion de tumores de la piel) del Ejemplo 3. Ademas, los ratones desnudos HRS/J del grupo de
control patolégico, del grupo de tretinoina y del grupo de gel de Solanum incanum L. se sometieron a analisis como
se ha mencionado en el apartado B (Analisis de la pérdida de agua transepidérmica) del Ejemplo 2 y del siguiente
apartado A en la semana 0 y al final de las semanas 5, 10, 15, 20, 25 y 30 durante el periodo experimental de 35
semanas.

A. Examen del contenido de agua en la piel
La determinacion del contenido de agua en la piel se examiné usando un evaporimetro (Tewameter TM 201R, Courage

& Khazaka, Colonia, Alemania).
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(1) Analisis de la formacién de tumores cutaneos

Como se muestra en la Fig. 11, en la semana 17, el grupo de tretinoina mostré un aumento drastico del nimero
promedio de tumores. Por el contrario, los ratones desnudos HRS/J del grupo de gel de Solanum incanum L. mostraron
un lento aumento del nimero promedio de tumores. Estos datos sugieren que el gel de Solanum incanum L. de la
presente invencion puede mejorar mas eficazmente la fotolesion causada por la radiacién UV-B en comparacion con
el grupo de tretinoina y aliviar los cambios patoldgicos de la piel.

(2) Evaluacion de la pérdida de agua transepidérmica (TEWL)

Como se muestra en la Figura 12, durante el periodo experimental de 35 semanas, la tasa de TEWL, era menor en el
grupo de gel de Solanum incanum L. en comparacion con el grupo patolégico y de tretinoina. Especificamente, al final
de las semanas 20, 25 y 30 durante el periodo experimental de 35 semanas, habia una diferencia estadisticamente
significativa en la TEWL entre el grupo de control patoldgico y el grupo de gel de Solanum incanum L. (p<0,05). Estos
datos sugieren que el gel de Solanum incanum de la presente invencion puede aliviar eficazmente las fotolesiones
inducidas por la radiacion UV-B y mejorar el dafio en el estrato cérneo causado por las fotolesiones.

(3) Evaluacion del contenido de agua en la piel

El contenido de agua en la piel dorsal de ratones desnudos HRS/J de cada grupo (control patolégico, tretinoina y gel
de Solanum incanum L.) se determind en varios puntos temporales a lo largo del periodo experimental de 35 semanas.
Como se muestra en la Fig. 13, los ratones tratados con el gel de Solanum incanum L. tenian un mayor contenido de
agua en la piel en comparacion con el grupo de control patoldgico y el grupo de tretinoina. Especificamente, al final
del de 25 semanas, los ratones tratados con el gel de Solanum incanum L. tenian un contenido de agua
estadisticamente significativo mayor en comparacion con el grupo de control patoldgico el grupo de tretinoina. Estos
datos sugieren que el gel de Solanum incanum L. de esta invencién es mas eficaz para aliviar las fotolesiones
causadas por la radiacién UV-B y mejorar la pérdida de agua transepidérmica que el grupo de tratamiento con
tretinoina.

En definitiva, el extracto hidrosoluble de la presente invencion ha demostrado la prevencion de las fotolesiones, la
mejora de los cambios patolégicos causados por las fotolesiones y el mantenimiento de la capacidad de retencion de
la humedad mas eficazmente que lo que se usa frecuentemente para tratar y prevenir las fotolesiones (como la
tretinoina).
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REIVINDICACIONES

1. Una composicién farmacéutica para su uso en la prevencion y/o tratamiento de las fotolesiones cutaneas y/o la
inflamacion de la piel, caracterizandose dicha composicién farmacéutica por un extracto hidrosoluble de una planta
del géneroSolanum, comprendiendo dicho extracto hidrosoluble solamargina y solasonina y pudiéndose obtener dicho
extracto hidrosoluble mediante las siguientes etapas:

(a) someter un material vegetal de una planta del género Solanum a un tratamiento de extraccion usando una
solucion acuosa acida con un valor de pH de 3~5, de modo que se obtiene una solucién acuosa;

(b) ajustar el valor del pH de la solucién acuosa obtenida en la etapa (a) hasta un pH 8~10 con una base, de modo
que se forma un precipitado;

(c) lavar el precipitado formado en la etapa (b) con agua, seguido de secado, de modo que se obtiene un producto
seco;

(d) mezclar el producto seco obtenida en la etapa (c) con cloroformo, seguido de la adicién de una cantidad
adecuada de un alcohol al 100 %, de modo que se forma una mezcla de cloroformo-alcohol;

(e) mezclar el cloroformo-alcohol formado en la etapa (d) con una solucién de agua/alcohol que tiene una relacion
agua/alcohol predeterminada, de modo que se obtiene una mezcla que contiene una capa a base de cloroformo y
una capa no a base de cloroformo;

(f) eliminar la capa a base de cloroformo de la mezcla obtenida en la etapa (e), seguido de la adicién de una
cantidad adecuada de agua; y

(g) obtener un sobrenadante de la mezcla resultante de la etapa (f), seguido de secado del sobrenadante, en el
que el producto seco resultante es capaz de disolverse directamente en agua para formar una solucién clara y
transparente amarillenta.

2. La composicion farmacéutica de la reivindicacion 1 para su uso tal como se define en la reivindicacion 1, que ademas
se caracteriza por que dicho extracto hidrosoluble comprende al menos 60 % en peso de solamargina y solasonina.

3. La composicién farmacéutica de la reivindicacién 1 para su uso tal como se define en la reivindicacién 1, que ademas
se caracteriza por que dicho extracto hidrosoluble comprende de 60-90 % en peso de solamargina y solasonina.

4. La composicion farmacéutica de la reivindicacion 1, 2 o 3 para su uso tal como se define en la reivindicacion 1, que
se aplica en una forma farmacéutica oral.

5. La composicion farmacéutica de la reivindicacion 1, 2 o 3 para su uso tal como se define en la reivindicacion 1, que
se aplica en una forma farmacéutica tépica.

6. La composiciéon farmacéutica de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5 para su uso en la
prevencion y/o tratamiento de las fotolesiones cutaneas.

7. La composicion farmacéutica de la reivindicacion 6 para su uso tal como se define en la reivindicacién 6, que ademas
se caracteriza por que dicha fotolesion cutanea comprende uno de los siguientes sintomas: adelgazamiento de la
piel, atrofia de la piel, reduccion de las fibras de colageno y de las fibras elasticas, elastosis, pérdida de elasticidad de
la piel, sequedad, formacion de arrugas, infiltracién de células inflamatorias, envejecimiento prematuro de la piel,
cambio vascular, cambio pigmentario, comeddn, quistes y cambio patoldgico de la piel.

8. La composiciéon farmacéutica de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5 para su uso en la
prevencioén y/o tratamiento de la inflamacién en un sujeto humano o animal.

9. Uso cosmético de una composicién caracterizada por un extracto hidrosoluble de una planta del género Solanum,
comprendiendo dicho extracto hidrosoluble solamargina y solasonina y pudiéndose obtener dicho extracto hidrosoluble
mediante las siguientes etapas:

(a) someter un material vegetal de una planta del género Solanum a un tratamiento de extraccién usando una
solucion acuosa acida con un valor de pH de 3~5, de modo que se obtiene una solucién acuosa;

(b) ajustar el valor del pH de la solucién acuosa obtenida en la etapa (a) hasta un pH 8~10 con una base, de modo
que se forma un precipitado;

(c) lavar el precipitado formado en la etapa (b) con agua, seguido de secado, de modo que se obtiene un producto
Seco;

(d) mezclar el producto seco obtenida en la etapa (c) con cloroformo, seguido de la adicién de una cantidad
adecuada de un alcohol al 100 %, de modo que se forma una mezcla de cloroformo-alcohol;

(e) mezclar el cloroformo-alcohol formado en la etapa (d) con una solucion de agua/alcohol que tiene una relacion
agua/alcohol predeterminada, de modo que se obtiene una mezcla que contiene una capa a base de cloroformo y
una capa no a base de cloroformo;

(f) eliminar la capa a base de cloroformo de la mezcla obtenida en la etapa (e), seguido de la adicién de una
cantidad adecuada de agua; y

(g) obtener un sobrenadante de la mezcla resultante de la etapa (f), seguido de secado del sobrenadante, en el
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que el producto seco resultante es capaz de disolverse directamente en agua para formar una solucién clara y
transparente amarillenta.

10. El uso cosmético de la reivindicacion 9, que ademas se caracteriza por que dicho extracto hidrosoluble comprende
al menos 60 % en peso de solamargina y solasonina.

11. El uso cosmético de la reivindicacion 9, que ademas se caracteriza por que dicho extracto hidrosoluble comprende
de 60-90 % en peso de solamargina y solasonina.

12. El uso cosmético de la reivindicacion 9, 10 u 11, en el que dicha composicion ademas se caracteriza por un
adyuvante cosméticamente aceptable seleccionado del grupo que consiste en disolvente, agentes gelificantes,
agentes de activacion, conservantes, antioxidantes, agentes filtrantes, agentes quelantes, tensioactivos, agentes
colorantes, agentes espesantes, cargas, fragancia y absorbente del olor.
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Numero promedio de tumores
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Pérdida de agua transepidérmica (g/mZh)
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Contenido de agua de la piel (u.a.)
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