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. NOVEL COMPOSITIONS FOR HAIR DISORDERS AND PROCESS OF
PREPARATION THEREOF

FIELD OF THE INVENTION
5 The present invention relates to novel compositions for hair loss prevention and/or hair

growth promotion comprising at least one agent preferably derived from natural source

as:active agent, either alone or in combination with other active agent(s), and at least

one carrier, optionally with one or more other excipieni(s). The active agent is

- preferably extracted from the plant Fernonia sp. The present invention also describes
10 prcf:cess for extraction of the hair growth promoting agent and also process of
preparation of compositions comprising such active agent. Also the present invention

provides method of using such compositions. The novel composition is in the form of

an oral preparation such as tablet or capsule, or a topical preparation such as liquid
solution or suspension, cream, gel, lotion or spray. The compositions are particularly
15 useful against hair disorders and/or other associated disorders particularly in the
managgment of testosterone induced andrbgenic alopecia. The compositions of the

present invention are useful as a pharmaceutical or a cosmetic or an ayurvedic product.

BACKGROUND OF THE INVENTION |
20 The use of herbal products for medicinal benefits has played an important role in nearly ‘
every culture on earth; Herbal medicine was practiced by ancient people in Africa, Asia,
Europe, and the Americas. The recent increase in the use of herbal products is associated
with the belief that herbs can provide some benefits over, and above allopathic medicine
and allows users to feel that they have some control in their choices of medications. In
25  India pariicularly, Ayurveda is an example of a long standing tradition that offers a

- unique insight into approaches for the prevention and/or freatment of various human

ailments. These herbal products are safe compared to allopathic drugs.

Verjinonia anthelmintica plant is cultivaied by the Sri Lankans, and js in great repute as a
30 remedy, which is indicated by its name. The bitter, nauseous, black seeds of this plant, in
doses of 50 to 60 grains, are valued in Sri Lanka as an anthelmintic and are commonly
used for expelling the Ascaris lumbricoides, and also as a vermicide. The dose of the
powdered seed to an adult is from '/» to 1 drachm. The native physicians prescribe it

generally as a tonic in the shape of an infusion. The Sri Lankan name and the Tamil name
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of "Vemonia anthelmintica is sanne nayan and kado-seragam respectively. The Vernonia
plaht is a stmall herb found alt over India and its powdered seed is especially mixed with
l101i1ey to expel intestinal worms, cough and indigestion.‘ It is also commonly referred to
as iron weed and is a very common plant in the Western states, growing in the woods and
prairies, and along river streams, and flowering from July to September. The root, which
is the part used, is bitter, and impauts its properties to water or alcohol. Iron weed is a
bit‘éer tonic, deobstruent, and alterative. In powder or decoction, the root is beneficial in
amenorrhoea, dysmenorrhoea, leucorrhoea, and menorrhagia. In intermittent, remittent
anctl bilious fevers, the decoction or a saturated tincture has been recommended. It is also
said to have been useful in scrofula, and some cutaneous diseases. Dose of the decoction
is usually 1 to 2 fluid ounces; of the tincture, 1 to 2 fluid drachms. The leaves or
poxlvdered root in the form of poultice make an excellent discutient application to {umors.
Sex}eral species of the plant Vernonia such as Vernonia noveboracense, Willdenow, and
its variety, V. praealta, bearing purple flowers, and the V. fomentosa, with some other
species possess similar medicinal properties as Vernonia anthelmintica. The root of V.
nigritiana, Oliver, of West Afiica, is used in Senegambia, under the name of batiatior, as
a febrifuge. It contains the glucoside namely vernonin (Heckel and Schlagdenhauffen,
Amer. Jour. Pharm., 1889, p. 40).

Vernonia belongs to the Asteraceae family. Its sesquiterpenc lactones have
demonstrated anti-tumor activity, and the Vernonia chemicals (vernoniosides) of the
pith: have proven effective against drug-resistant malarial parasites, which are very
common Wwithin the range of this plant. Fernonia have been part of Tanzanian folk

medicine for hundreds of years. The WaTongwe traditionally use Vernonia for

- stomachaches and several parasitic infections. V. latifolia has been reported to stop

bleeding by inducing clot formation. The leaves are used in soup and stew as a
strength-giving tonic by the local people after soaking them in water and cooking them.

They also widely use Fernonia to treat parasites and other ailments in themselves and

. their livestock, indicating potential agricultural applications for other countries.

Additionally, it is documented that Vernonia is used locally as an insecticide.

Study has been conducted to evaluate the effect(s) of a novel water-soluble leaf extract of
Vernonia amygdalina (VA} on human breast cancer cell DNA synthesis. MCI-7 cell line,

considered a suitable model, was used in this study. Treatment of cells with
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| ph?ysiologically relevant concentrations of water-soluble VA extract potently inhibited F
DﬂIA synthesis in a concentration-dependent fashion both in the absence and presence of
SBI:'LIm. The studies demonstrate anticancer activities of both crude and fractions of: a
water-soluble leaf extract of VA, Earlier investigators have shown that purified fractions

5  ofichloroform extract of VA elicited anticancer effects in human tarcinoma of the

naéopharynx. The process began with- chloroform extraction of VA dried leaves to

gexi1erate fractions A and B. Purification of A between 10% agueous methanol and

peiiroleum cther yielded an aqueous methanol fraction D. Fractionation of fraction D with

sili:cic acid chromatograply resulted in two cytotoxic fractions called F and H. Further

10 chlfomatographj/ of fraction H produced colorless oil called vernodaline, while

rec'hromatography of the cytotoxic fraction F yielded two similar crystalline compounds,

| vernohde and vernomygdine. These three pure ﬁactlous elicited cytotoxic effects in

human carcinoma nasopharynx cells with ICsg values of 1.8, 2.0, and 1.5 pg/ml
respectwely. The investigators concluded that the activities of these three compounds ‘
15 wefre dependent on their possessions of the e-methyl-T-lactone group as part of their ‘
structures. Jisaka and colleagues also showed that vernodaline and vernolide elicited
ant:immoral effects in leukemia cells P-388 and L-1210 with ICsq values of 0.11 and 0.17

pg/;mI for vernodaline and 0.13 and 0.11 pg/ml for vérnolide, respectively.

| 20 Phﬁochermcal analysis of V. amygdalina samples collected at Mahale from mdlwdual
'plants known to be used by chimpanzees revealed the presence of two major classes of
bioactive compounds. A number of known sesquiterpene lactones, and 13 new
stigjmastane—type steroid glucosides and their freely occurring aglycones, have been
tsolated (Ohigashi et al! 1991, Jisaka et al. 1.992a, 1992b, 1993a, 1993b). The
25 sescﬁuiterpene lactones present in V. amygdaling are also found in V. colorata and in a
number of other Vernonia species. They are well known for their anthelmintic,
antiamoebic, antilumor, and antibiotic properties (Toubiana and Gaudem&;r 1967,
Kupchan et al. 1969, Asaka et al. 1977, Gasquet et al. 1985, Jisaka et al. 1992a, 1993D).
Crude methanol extracts of the leaves exhibited immunosuppressive activity and
30 inhibition of the process that initiates the first stage of tumor cell growth (Koshimizu et
al. 1993). The cytotoxic sesquiterpene lactones were found to be most abundant in the

leaves and bark. Vernonia leaves are thus used to treat Stomachaches and parasitic

infections, and the plant is also used as an insecticide, strength giver, and a blood
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clbtter (McGraw Hill, 2000). Further, a traditional report from Indian traditional

- medicine has found that the tropical plant Vernonia anthelmintica seeds are both anti-

inflammatory and cytotoxic.

Alopecia is the absence or slowing of hair growth in an area of the body where hair
formerly grew. It may be caused by physical damage to the hair itself or to the hair
follicles, but it is most often the result of changes in the natural growth cycle of hair, In
some types of alopecia, the growth cycle is disrupted by some temporary situation such
as'a chemical imbalance or stress. However, the vast majority (95%) of cases of hair
loss in both men (male pattern baldness) and women (female diffuse baldness) are
genetic in origin. Below the surface of the skin is the hair root, which is enclosed within
a hair follicle. At the base of the hair follicle is the dermal papilla (or papilla). The
dermal papilla is fed by the bloodstream which carries nourishment to produce new
hair. The dermal papilla is a structure very important to hair growth because it contains
receptors for male hormones and androgens. Androgens regulate hair growth and in
scalp hair androgens may cause the hair follicle to get progressively smaller and

contribute to the development of alopecia (Hoffimann, 2001).

Causes of hair loss are varied. Six major types of hair loss are namely alopecia areata,
androgenetic alopecia, anagen effluvium (cancer treatment hair loss), self induced hair
loss, telogen effluvium and scarring élopccia. Other types of hair loss include syphilitic
alopecia (usually a manifestation or secondary syphilis), scleroderma (a disease that
causes fibrosis i.e. hardening and tightening of the skin which interferes with the
normal functioning of the hair follicles and growth of the hair and tinea capitis (which
causes hair loss by digesting the keratin of the hair). Alopecia areata is thought to be an
auto-immune disease of the hair, initially appe@ing as a rounded bare patch about an
inch' across the sclap. Alopecia areata affects both men and women equally and is often
experienced first in childhood. Androgenetic alopecia accounts for 95% of all hair loss.
It caln affect both men and women although men experience a much greater degree of
loss.. When androgenetic alopecia occurs, large active hair follicles in specific areas
begin to change to smaller less active ones that shrink slightly with each new growth
cycle. Testosterone Sa-reductase converts testosterone to 5a-DHT. 5a-DHT causes the

hair shafts to narrow producing progressively finer hairs with each new growth cycle

PCT/IN2007/000111 % '
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u1:1ti1 eventually the hair becomes transparent and stop emerging. Thus this male
11c;rm011e, 5a- DHT contributes to androgenetic alopecia in those who are genetically
pr:.edisposed. It is interesting to note that individuals with a deficiency ill'tCStOStel‘OHE
Sa-reductase do not develop androgenetic alopecia. This is because the body is unable
to. convert testosterone into 5a-DHT (Hoffmann et al, 2000: Hibberts et al., 1998).
Anagen Effluvium is the sudden hair loss which occurs as a result of chemicals or
radiation, such as the hair loss that results during certain types of chemotherapy or
radiation treatment. The hair loss is usually sudden occurring 1 to 3 weeks after expose

to the chemicals or radiation has occurred. Damage to the hair in some cases is self
inflicted sometimes consciously or unconsciously. The two main types of self induced

hair loss are trichotillomania (which results from the continuous pulling or plucking of
the hair) and traction alopecia (usually caused by continuous and excessive puiling on
the hair due to various types of hairstyiing). Telogen Eifluvium occurs when sudden or
severe stress causes an increase in the shedding of hair (Brajac et al., 2003). Scarring
alopecia occurs when there is inflammation in the hair follicles due to infection. It is
easy to identify a case of severe scarring alopecia because there will be rough patches
on;:the surface of the scalp made up of small blood vessels and connective tissue,
Scarring alopecia is mainly caused by Discoid Lupus Erythematosus, Lichen Planus,

Pseudopelade of Brocq, Aplasia Cutis Congentia or Congenital Atrichia

Several drugs are available to freat alopecia such as 5u-DHT inhibitors (Anti-
androgens), SOD (Super oxide dismutases) mimetics, Vasodilators, Activation of

PGHS-1 (Prostaglandin-H synthase-1) and Potassium channel openers (PCOs).

The main cause of hair loss is the binding of 5a-DHT to the androgen receptors. The
term “50-DHT inhibitor” is used for the substances that inhibit enzymes responsible for
producing 5¢-DHT, such as testosterone Sa-reductase, or otherwise block or mask
activity of 5¢-DHT by binding to 50-DHT thereby inactivating it and/or binding to So-
DHT receptors. The 5o-DHT inhibitors used in the treatment of alopecia are saw
palmetto extract, netile root extract, azelaic acid and Ginkgo biloba (Hiipakka et al.,
2002: Kaufman, 2002). Super oxide dismutases are enzymes which destroy super oxide
free radical, an important biological mediator. In many systems super oxide opposes the
action of another ubiquitous messenger substance, nitric oxidé. Nitric oxide 1s natural

hair-growth stimulating factor. SOD mimetics include prazotide copper and a copper-
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binding peptide. TEMPOL (4-Hydroxy-2, 2, 6, 6-tetramethyl piperidinyl oxyl or 4-

Hydroxy TEMYO) is another SOD mimetic. Vasodilators act by increasing the amount

of blood to the hair follicle. Topical minoxidil was originally a drug for hypertension

and because it is a vasodilator, it is now the most widely recommended treatment for

5  androgenetic alopecia. Recent studies have shown that topical minoxidil does not cause

an increase in skin blood flow which was originally thought to be the mechanism 5)!

‘ which minoxidil works. Studies carried out suggest that minoxidil works by activating
PGHS-1 which helps in promoting hair growth (Messenger et al., 2004). The opening

of intracellular potassium channels is a common mechanism of action for a set of anti-

10 hypertensive drugs that includes the hair-growth-inducing agent minoxidil. Recent

work suggests PCOs aiso influénce hair growth.

! Treatment of alopecia areata involves use of corticosteroids (topical application),
dithranol, retin A (iretinoin), topical minoxidil (marketed as Regaine, Rogainge or

15  Headway) and zinc (Alabdulkareen et al., 1998: Meidan et al., 2001) or administration

of systemic cort'isone, PUVA treatment, or use of uritants. Treatments for androgenetic

alopecia particularly for male pattern baldness include minoxidil (most widely used),

propecia (finasteride), retin-A (tretinoin), zinc and skinoren / azelaic acid (Kaufman et

' ai., 1999) and for female pattern baldness include diane 35 (cyproterone acetate with

20  ethinyloestradiol), cimetidine, cyproterone acetate, spironolactone, njzoral /

ketoconazole. The treatment for trichotillomanja often involves counseling or

| psychiatric help; however in some cases an antidepressant may be prescribed.
Generally a change in hairstyle that reduces the traction on the hair and hair follicle is

all that is required in the treatment of traction alopecia. Telogen Effluvium which is the

25  hair loss caused by child birth, pregnancy termination, starting or stopping birth control
pills, drug therapy, severe emotional stress, etc. are usually temporary an in most cases

hair will grow back normally soon after it has fallen oul. Treatment of scarring alopecia
includes use of topical corticosteroid ointments' such as triameinolone acetonide, anti
malarial diugs such as hydroxychloroquine, steroid lotions, etc. For syphilitic alopecia,

30+ pemcillin is often used to treat the condition. Tinea Capitis, which is the hair loss

caused by rtugworm infection, involves use of commonly used treatment for ringworm

such as an anti fungal agent e.g. Nizoral shampoo (kefaconazole 2%6).

0




WO 2607/11385] PCT/IN2007/000ET]

10

15

20

25

30

Natural Products in the treatment of alopecia include Aloe (4loe barbadensis), Burdock
(Arctium minus), Capsicum (Capsicum annmuum L), Ginger (Zingiber officinale),
Ginkgo (Ginkgo biloba), Green Tea (Camellia sinesis), Hip (Rosa canina), Lavender
(Lavendula officinale), Milfoil (Achillea millefolium), Onion (dllium cepa), P)}geL}nl
(Pygeum africanum), Rattanjot (drnebia sp.), Red Pepper (Capiscum anmum),
Rosemary (Rosamarinus oﬁ‘z‘éinalis), Safflower oil (Carthamus tinctorious), Saw
Palmetto (Serenoa repens), Stinging Nettle (Urtica divica) and Tea Tree Oil
(Melaleuca alternifolia).

Aloe barbadensis contains an enzyme called superoxide dismutase and activates the
production of nitric oxide that stinulates hair re-growth in those suffering from male
pattern baldness. Emollient properties also protect against damage to the scalp and hair.
Arctium minus extract helps reverse scalp cbnditions due to alopecia and promotes
recovery of scalp irritation. It also helps to improve hair strength, shine and bddy with its
natural phytosterols and essential fatty acids. Capsicum annuan L stimulates hair growth
by:50% and increases blood flow to the scalp as well as histamine release to stimulate
cell division. It is excellent at accelerating new hair growth. Ginger has circulatory agents
that stimulate the hair follicle's growth cycle. Additionally, ginger is rich in fatty acids
which are recommended for hair loss, and the thinning of the hair shaft. Ginkgo extracts
have So-DHT inhibitory activity and hence possess hair growth stimulatory activity. It
also enhances the microcircuiation in the roots and hence stimulates hair growth. It is
thought that natural chemicals called catechins found in green tea may inhibit the enzyme

type-I testosterone Sa-reductase which converts testosterone into 5a-DHT. Green tea is

therefore believed to effective in preventing and treating male pattern type baldness. Hip

extract is rich in vitamins C, B1, B2, pyrophosphate P, X and E, tannins, pectin and fruit
acids, Vitamin Bl takes part in skin moisture balance and is essential for normal skin
functions. Vitamin B2 decreases sebaceous secretions and prevents hair loss. It improves
loca] circulation, thus stimulating hair growth and nourishing skin. Lavender has very
strong anti-inflammatory properties to help combat alopecia. It provides shine, volume
and lift without striping hair color. Achillea millefolium extract contains essential oils,
tannins and organic acids. The extract has healing, anti-inflammatory and soothing action
and .stimulates hair growth. Netiles have been used to treat alopecia due to their

effectiveness in blocking Sa-DHT. 4llium cepa extract has a high sulfur content which is

w\”’
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type-I testosterone Sa-reductase. It is widely used to preveht male pattern baldness.
Arnebia sp. root extract of the plant yields a napthaquinone named as shikonin. Shikonin
is testosterone So-reductase inhibitor and so is proposed to have hair fall preventive
activity. Capiscum annum extract acts as a skin irritant to draw b’lood and nutrients to the
scalp and also encouraged the release of histamines that stimulated cell division and hair
re-growth. Rosemary has been shown to promote increased circulation as well as help
remove dandruff and sebum accumulations on the scalp. Carthamus. tinctorious extract
acts as a vasodilator that dilates blood vessels. This allows more blood to deliver
nutrients to the hair follicles. Serenoa repens extract is very effective at blocking the
formation of 50-DHT and appears to block the androgen receptors which are found eon
the hair follicles. It blocks both the type-1 and type-2 forms of testosterone Sa-reductase.
Urtica dioica extract is thought to block the conversion of testosterone into 5o-DHT. The
essential oil extract of Melaleuca alternifolia has shown to kill the yeast (Pityrosporuwn
ovgle) tesponsible for causing dandruff. This yeast infects the scalp, causing
inflammation and itching leading to hair loss. Tea tree oil soaks through the skin and kills
the yeast so that the hair is free from dandruff and hence reduces the hair loss. The
bioactive constituents such as essential oils derived from pine needies and burdock roots;
tannins (oak and willow bark); bioflavonoids (willow bark, pine needles and rice husks)
and vitamins B1, B6 and B7 (rice husks and pine needles) have shown to possess hair

growth promoting activity.

It is well known in the art that certain undesirable physiological manifestations, such as
acne vulgaris, seborrhea, female hirsutism, male pattern baldness and benign prostatic
hypertrophy, are the result of hyperandrogenic stimulation caused by an excessive
accumulation of testosterone or similar androgenic hormones in the metabolic system.
Hair growth depends on a close interaction of different cell’ populations of the hair
folﬁcle. In certain regions of the body, androgens interfere with this highly regulated
cooperation in a yet poorly understood manner. The response of hair follicles 1o
androgens can be categorized as androgen-dependent, e.g. in the beard, androgen-
sensitive, e.g. in the frontal scalp of affected individuals, or androgen-independent, e.g. in

the occipital scalp. At the target cell level, the balance between 5 alpha-reductase, 17

beta-hydroxysteroid-dehydrogenase (17 beta-HSD) and 3  alpha-hydroxysteroid

PCT/INZU07/000111 /H/
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dehydrogenase (3 alpha-HSD) yields metabolites with different androgenic potential.
thﬂy attempts to provide a chemotherapeutic agent to counter the undesirable results of

hyberandrogenicity resulted in the discovery of several steroidal antiandrogens having

'

mdesirable hormonal activities of their own. The estrogens, for example, not only .

coumnteract the effect of the androgens but have a feminizing effect as well. Non-steroidal
antiandrogens ~ have  also  been  developed, for example, 4'-nitro-3"-
trifluoromethylisobutyranilide. However, these products, though devoid of hormonal
effects, are peripherally active, competing with the natural androgens for receptor sites,
and hence have a tendency to feminize a male host or the male fetus of a female host. It
recently became known in the arl that the principal mediator of androgenic activity in
some target organs is 5 alpha-dihydrotestosterone, and that it is formed locally in the

target organ by the action of testostcrone-5 alpha-reductase. It therefore has been

. postulated and demonstrated that inhibitors of testosterone-5 alpha-reductase will serve to

prevent or lessen symptoms of hyperandrogenic stimulation.

Finasteride (Propecia®) is a specific type Il 5-alpha reductase inhibitor. That is, it

inhibits the enzyme responsible for regulating conversion of festosterone to

-dihydrotestosterone (DHT). By reducing DHT levels in the scalp, the drug decreases

DHI's effects on the hair follicles, reversing the process of hair loss. Finasteride
inhibits expression of the enzyme, 5-alpha reductase, which regulates production of
dihydrotestosterone (DHT). By lowering DHT levels in the scalp, it reduces DHT's
harmful effect on hair follicles. Finasteride decreases DHT concentrations in the serum

and'the scalp by up to 70% and 60%, respectively.

Recently, there has been increased interest in the use of nalural therapy for treatment of a
diseésed state. A number of herbal extracts have been demonstrated 1o be useful in the
treatment of benign prostatic hyperplasia. One such herbal extfact 15 the extract of the berries
of S:aw Palmetto. Saw Palmeito is a small palm tree with large leaves and large deep red
black berries. Saw. Palmetto beriies contain an oil with a variety of fatty acids and
phytosterols. The fat soluble extract of Saw Palmetto berries has been shown to inhibit the
conversion of testosterone, which is thought to be responsible for the enlargement of the
pros&ate. [n addition, Saw Palmetto extract inhibits the binding of DHT to receptors, thus
blocking DHT's action and promoting the breakdown of the potent compound. Another

herbal extract utilized is Afiican Pygeum. Pygeum is a large cvergreen tree growing in the

-9.
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hi:ghér plateaus of southern Aftica. The bark of the tree is processed to produce a fat-soluble
ﬁ‘&ilCtiOIl, which contains phytosterols, pentacyclic triterpenoids and ferulics esters of long
chiain fatty acids. African Pygeum extyacts in double blind clinical trials have been found to
be: effective in treating a wide range of prostatic hyperplasia. Consumption of Pygeum extract
resulted in a significant amelioration of symptoms, reduction in prostate size and clearance of
bladder neck urethral obstruction. Stinging nettles extract, which are an extract of a perennial
plant growing worldwide, have been demonstrated to show a reduction in prostatic growth
potential in mice with the administration of a high dosage of the nettle root extract. Stinging
nefttles have also been traditionally been known as a hair and skin tonic, stimulating hair
growth, improving condition of the hair and skin and treating dandruff. There still remains a

ne¢d for a natural hair growth stimulant for use in treating androgenetic alopecia, having

reduced side effects and risk of toxicity compared with synthesized pharmaceutical .

compounds. The conversion of testosterone (T) to dihydrotestosterone (DHT) via the enzyme

5-alpha reductase (SAR) contributes to hair loss.

No? literature has been found relating to the use of Vernonia sp. extract for the treatment
of hair loss. There still exists a need for a continued search for novel natural products
that may be used for prevention of hair loss and/or regeneration of hair devoid of any
toxic effects and preferably which aids in restoration of hair. The present invention not
only provides’a novel solution to the aforementioned problem but also describes
pharmaceutlcal compositions comprising an extract of a natural product highly

effective for treatment of such hair related disorders.

SUMMARY OF THE INVENTION

It is an objective of the present invention to provide novel compositions for hair loss
pre?ention and/or hair growth promotion comprising at least one agent(s) derived from
a natural source or synthetic source or semi-synthetic source as the active agent, either
alone or in combination with other active agent(s) and optionally one or more

excipient(s).
|

- It is an objective of the present invention to provide novel compositions for hair loss

prevention and/or hair growth promotion comprising an extract obtained from the plant
Vernonia sp. as the active agent, either alone or in combination with other active agent(s) and

optionally one or more excipient(s).

-10 -
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It is an objective of the present invention to provide novel compositions for hair loss

prevention and/or hair growth promotion comprising an extract obtained from the plant

Vernonia anthelmintica as the active agent, either alone or in combination with other

act';ivc ageni(s) and optionally with one or more excipient(s).

It is another objective of the present invention to provide process for preparation or
extraction of the hair loss preventing and/or hair growth promoting agent from a natural

source or synthetic source or semi-synthetic source.

It is another objective of the present invention to provide process for preparation of
compositions comprising the hair loss preventing and/or hair growth promoting active

agent,

It is a further objective of the present invention to provide process for the preparation of

such novel composition which comprises the following steps:

1) mixing the hair loss preventing and/or hair growth promoting active agent(s)
with one or more excipient(s), and

i) formulating the mixture into a suitable dosage form.

It 15 a further objective of the present invention to provide a method of using such novel
hair loss preventing and/or hair growth promoting agent or pharmaceutical
compositions comprising such agent which comprises administering to a subject in

need thereof an effective amount of such agent or composition thereof’.

The novel compositions .of the present invention are preferably in the form of oral or
topical preparations, more preferably in the form of topical preparations such as liquid,
cream, gel, lotion or spray. The compositions are useful for hair loss prevention and/or
hair,growth promotion preferably for the treatment of testosterone induced androgenic

alopecia.

DE’J'_I‘AILED DESCRIPTION OF THE INVENTION

The present invention provides novel compositions for hair loss prevention and/or hair
growth promotion comprising at least one agent(s) derived from a natural source or
synthetic source or semi-synthetic source as the active agent, either alone or in

combination with other active agent(s) and optionally one or more excipieni(s).

-1] -
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Preferably the hair loss preventing and/or hair growth promoting agent is derived from
a natural source. In an embodiment, the composition of the present invention is useful
as a pharmaceutical or a cosmetic or ayurvedic product. In an embodiment of the
present invention, the novel compositions for hair loss prevention and/or hair growth
promotion comprises an extract obtained from the plant Vernonia sp. as the active
agent, either alone or in combination with other active agent(s) and optionally one or
more excipieni(s). In a preferred embodiment of the present invention, the novel
compositions for hair loss prevention and/or hair growth promotion comprises an
extract obtained from the plant Verronia anthelmintica as the active agent, either alone
or in combination with other active agent(s) and optionally one or more excipient(s). In
another embodiment, the plant part used for preparing the extract may be either any
part or mixture of parts or whole plant. The parts used are preferably selected from
aerial parts such as leaves, flowering tops, flowers, seeds, fruits and stems, or

combination of such parts.

In another embodiment of the present invention is provided a process for preparation or
extraction of the hair loss preventing and/or hair growth promoting agent from a natural

source or synthetic source or semi-synthetic source, or a combination of such sources.

In an embodiment of the present invention, the process of extraction of the hair loss

preventing and/or hair growth promoting agent comprisés the following steps:

i) Extraction of dried and powdered plant or part(s) of plant with a non-polar
solvent or mixtures thereof,

ii) Distillation of the extract to remove the solvent,

i) Optionally, further extraction of the residue with a polar solvent or mixtures
thereof,

iv) Optionally, distillation of the extract to remove the solvent to obtain the desired

extract preferably as a powder.

In another embodiment, the process for extraction of the hair loss préventing and/or

hairigrowth promoting agents from Vernonia specics comprises the following steps:

i) Extraction of dried and powdered plant or part(s) of plant with a polar solvent or
mixture thereof,

i1) Optionally, distillation/concentration of the extract ‘to remove/reduce the

212 -
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solvent,
iii} Optionally drying the extract to remove the solvent to obtain the desired extract

preferably as a powder.

In another embodiment, the process for extraction of the hair loss preventing and/or

hair growth prolmoting agent(s) from Vernonia specics comprises the following steps:

1) Expression of the juice of the fresh plant or pari(s) of plant optionally with
addition of a polar solvent or mixture thereof,

ii)y  Filtration of the juice,

iii).  Optionally, distillation/concentration of the extract to remove/reduce the
solvent, |

iv) Optionally drying the extract to remove the solvent to obtain the desired extract

preferably as a powder.

The polar solvent useful in the present invention is selected from but not limited to
acetone, methanol, ethanol, isopropyl alcohol such as isopropanol, butancl, water, and
the like used either alone or in combination thereof. The non-polar solvent useful in the
present invention is selected from but not limited to pentane, hexane, heptane, diethyl
ether, petroleum ether, chloroform, dichloromethane, dichloroethane, or mixtures
thereof. The mode of drying employed in the invention is selected from a method

known to art including but not limited to tray drying, vacuum tray drying, agitaied

vacuum tray drying, spray drying, freeze drying, Iyophilization and the like used either

alone or in combination thereof.

In a further embodiment of the present invention is provided a process for the

preparation of novel composition comprising the hair loss preventing and/or hair

growth promoting agent, which comprises the following steps:

i} mixing the hair loss preventing and/or hair growth promoting active ageni(s)
with one or more excipient(s), and

if) formulating the mixture into a suitable dosage form.

'_In an embodiment, the hair loss preventing and/or hair growth promoting agent

. comprises one or more phytosterol(s). The phytosterol(s) are either cxtracted from the

natural source such as those obtained from Fernonia sp. or synthesized by using a
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combination of the synthetic techniques known to the art. The phytosterol(s) may
alternatively be obtaiﬁed semi-synthetically. In an embodiment, the extract for hair loss
prevention and/or hair growth promotion also comprises one or more components such
as fatty acids or fatty acid esters, carotenoids, and the like or mixtures thereof. In an
embodiment, the FVernonia extract may be subjected to column chromatography for
isolation of the phytochemical constituent(s). Vernonia anthelmintica extract may be
column chromatographed using alumina neutral as stationary phase and 15%
chloroform in hexane as mobile phase. Fractions obtained may be pooled and dried.
Pooled fraction may again be column chromatographed using silica gel (100-200) as
stationary phase and hexane as mobile phase. Polatity of mobile phase may be
increased to 7% chloroform in hexane. The fractions obtained in this mobile phase may
be pooled and dried under vacuum; and the pooled fraction may be crystallized using a

suitable solvent to obtain a pure compound.

In an embodiment, the extract for hair loss prevention and/or hair growth promotion
comprises one or more exmact(s) obtained from several species of the plant Vernonia such
as but not limited to Vernonia noveboracense, Vernonia praeaita, Vernonia tomentosa,

Vernonia anthelmintica, Vernonia amygdaling, Vernonia cinereq, and the like,

In an embodiment, the novel extract of the present invention obtained from the plant
Vernonia sp. is combined with at least one other extract obtained from a natural source
including but not limited to a group comprising Aloe (4loe barbadensis), Burdock
(Arctivm minus), Capsicum (Capsicum annuum L), Ginger (Zingiber officinale),
Ginkgo (Ginkgo biloba), Green Tea (Camellia sinesis), Hip (Rosa caning), Lavender
(Lavendula officinale), Milfoil (Achillea millefolium), Nettles (Urrica dioica), Onion
(Allium cepa), Pygeum (Pygeum africanum}, Rattanjot (drrebia sp.), Red Pepper
(Capiscum annum), Rosemary (Rosamarinus officinalis), Safflower Oil (Carthamus
tinctorious), Saw Palmetto (Serenoa repens), and Tea Tree Oil (Melaleuca

alternifolia).

In a further embodiment of the present invention is provided a method of using the

. novel hair loss preventing and/or hair growth promoting agent or pharmaceutical

compositions comprising such agent which comprises administering to a subject in

need thereof an effective amount of such agent or composition thereof The
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compositions of the present invention are useful in the management of hair
disease(s)/disorder(s) including prophylaxis, amelioration or treatment of such hair

disease(s)/disorder(s).

In a further embodiment, the hair loss preventing and/or hair growth promoting agent or
compositions thereof is useful in one or more of several hair disorders including but not
limited to a group comprising alopecia arcata, androgenetic alopecia, anagen effluvium
(cancer treatment hair loss), self induced hair loss, telogen effluvium, scarring alopecia,
syphilitic alopecia, scleroderma and tinea capitis. In an embodiment, the hair loss
preventing and/or hair growth promoting active agent preferably acts by blocking or
inhibiting the Testosterone Sa-reductase responsible for converting testosterone to Sa-
DHT. The Sd-DHT causes the hair shafts to narrow producing progressi\_zely finer hairs
with each new growth cycle until eventually the hairs become transparent and stop
emerging. Thus this male hormone, 5a- DHT contributes to androgenelic alopecia

primarily in those who are genetically predisposed.

In a further embodiment, the hair loss preventing and/or hair growth promoting active

agent of the present invention is additionally combined with one or more allopathic drugs

that are available to treat alopedia, occurring due to different pathological conditions, such
as 5o-DHT inhibitors (Anti-androgens), SOD (Super oxide dismutases) mimetics,
Vasodilators, Activation of PGHS-1 (Prostaglandin-H synthase-1) and Potassium channel
openers (PCOs). Preferably such combination leads to an additive, potentiating or a
synergistic effect and might lead to a reduction in the dose of the allopathic drug used, thus
minimizing the dose dependent adverse effects associated with such drug. In a further
embodiment, the hair loss preventing and/or hair growth promoting active agent of the
present invention is additionally combined with one or more allopathic drugs selected from

but not limited to a group comprising corlicosteroids, dithranol, retin A (irefinoin),

minoxidil, zinc, irrntants, finasteride, skinoren/azelaic acid, cyproterone acetate with .

cthinyloestradiol, ~cimetidine, cyproterone acetate, spironolactone, ketoconazole,
antic:iepressant, triamcinolone acetonide, antimalarial drugs such as hydroxychloroquine,
penicillin, and the like, or mixtures thereof. Any other suitable drug known to the art that is
useful for treatment of hair disorders or other associated disorders such as depression or
anxiety due to hair loss, etc. can be combined with the hair loss preventing and/or hair

growth promoting active agent of the present inventior.
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In a yet another embodiment, the novel compositions of the present invention can be
formulated as a cosmetic, herbal, ayurvedic or pharmaceutical dosage form known to
the art, preferably in the form of an oral preparation such as tablets or capsules or a
topical preparation such as liquid, cream, gel, lotion or spray that are useful for hair loss

prevention and/or hair growth promotion preferably for the treatment of testosierone

.induced androgenic alopecia. The compositions may also be in the form of a shampoo

or conditioner or hair oil that could be applied topically at the desired site. In another
embodiment, the preferred dose of the hair loss preventing and/or hair growth
premoting active agent of the present invention is approximately about 0.01% to about

15:0% w/w, preferably about 0.1% to about 5.0% w/w of the composition.

Pharmacclogical Studies

The efficacy of an extract of Vernonia anthelmintica (prepared according to Example-1
as stated hereinafter) against testosterone-induced alopecia in hamsters was studied.
Male hamsters (n=6/group) weighing 90-120 g were procured from central animal
house of Panacea Biotec Ltd. for study. Drugs used to induce alopecia was
Testosterone 1.m. depot injection (Testoviron); B.No. K1007, German Remedies
Limited; each ml of which contains Testosterone Enanthate USP.... 250 mg and
Arachis 0il TP...gs. The route of administration of the cream compositions was topical
and the duration of study was 22 days. Hamsters were divided into two different
groups; one Vernonia anthelmintica extract treated groups and another testosterone
control group. On day 0 of study, the fur over and around the flank organs would be

shaved with electric clippers. The different treatments are summarized in Table-1.
‘Table-1: Summary of treatment schedule

Group No. Treatment
I Testosterone (25mg in divided volume of 33,3l on day 0,7 and 14) +
95%v/v alcohol (10Qul/site)

I Vernonia anthelmintica extract (100ul/site)

Testosterone was administered intramuscularly in divided doses, whereas Vernonia
anthelmintica extract was applied topically twice daily for 21 days. On day 7, the fur around

the flank organs was re-clipped. The amount of hair growth on the area surrounding the flank

-16 -
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organs was visually graded on day 22 on a 0-3 scale (0_=bald skin, 1=slight hair growth, 2 =
moderate hair growth and 3= full hair growth). Photographs of flank organ were taken on
day 0 and 22. On day 22, testosteroné—treated ‘hamsters showed a significant hair loss as
compared to normal group (Hair growth score; testosterone-treated =0.58 + 0.15 as compared
to control = 2.0). Treatment with Fernonia anthelmintica extiact (topical, 100 pl/site)
significantly reversed festosterone induced-hair loss in hamsters (Figm—'e-l)‘ The
representative photographs from different treatment grouﬁs are shown in Figure-2. The
‘Control’ group showed normal hair growth on day 22, which was prevented by testosterone
treatment. Further, treatment with extract of Fernonia anthelmintica for 22 days reversed

testosterone-induced hair loss,

Another study was conducted in hamsters to demonstrate the comparative efficacy of
an extract of Vernonia anthelmintica (prepared: according to Example-2 as stated
hereinafter) against finasteride in andrpgen induced alopecia. Hamsters were divided
into five different groups; one normal control group, three drug treated groups and one
testosterone control group. On day 0 of the study, the fur over and around the flank
organs was shaved with electric clippers. 95% alcohol (100 pl/site) was applied
topically, twice daily to Testosterone Control and Normal control groups for 21 days.
Saw Palmetto cream was applied topically (100 mg/site) twice daily for 21 days. 100
uVsite of 2% solution of Vernonia anthelmintica extract was applied topically, twice
daily for 21 days. Finasteride (O.angfkg) was administered orally twice daily for 21
days. Different groups except normal control group was adininistered testosterone (25
mg, im. in divided doses of 33.3ul on day 0, 7, and 14) l-hour post drug
administration. At day 7, the fur around the flank organs was re-bl.ipped. The amount of
hair growth on the area surrounding the flank organs was visually graded at weekly
intervals on a 0-3 scale (O=bald skin, 1=slight hair growth, 2=moderate hair growth and
3=full hair growth). The result is presented in table-2 and shown graphically in figure-
3. Representative photographs of hair growth in hamsters for different treatments are
shown in figure-4. The control group showed normal hair growth which was prevented

by testosterone treatment. Further, finasteride or Vermonia anthelmintica extract

- composition but not Saw palmetto significantly reversed testosterone induced-hair loss

as compared to control group on day 22. The study indicated that the extract of

Vernonia anthelmintica is significantly more effective than finasteride in the treatment
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of testosterone induced androgenic alopecia. J

Table-2: Comparative hair growth profile of an extract of Vernonia anthelmintica
_against finasteride 7 :
5  S.No, Treatment Mean* £+ SEM |

1. Control ' 275+ 0.171
2. Testosterone (33.3. ul) 1.33+0.211
3. Saw Palmetto (100 mg) 1.58 £ 0.201 h
4. Vernonia anthelmintica extract 2% w/v (100 pl) 2.834+:0.167
10 5. Finasteride (0.6 mg/kg) 2.20+0.339 r

* Hair growth on a 0-3 scale (O=bald skin, 1=slight hair growth, 2=moderate
hair growth and 3=full hair growth).

A further study was conducted in order to determine the strength of topical composition
15 compnsing Vernonia anthelmintica extract particularly in the form of Vernonia creams
which exhibit hair growth promoting effect in testosterone-induced alopecia in hamsters,
Male hamsters (n=6/group) weighing 80-90 g procured from Central animal howse of
Panacea Biotec 1.td. were used. Drugs used to induce alopecia was Testosterone i.m. depot
injection (Testoviron); B.No. K1007, German Remedies Limited; each ml of which contains I
20  Testosterone Enanthate USP.... 250 mg and Arachis oil IP...gs. Four batches of Vemonia
creams of different strengths were used for conducting the study namely B.No. 0629/010A
(2% wiw), B.No. 0629/010C (0.2% w/w), BNo. 0629/014A (2% w/w) and BNo.
0629/014C (0.2% w/w) prepared according to Example-3 and Example4 as siated

hereinafter. The route of adminisiration of the cream compositions was topical and the

- 25  duration of study was 22 days. The fur over and around the flank organs of hamsters was
shaved with electric clippers. Hamsters were divided into four different groups and allocated

different treatments. The summary of different treatments is represented in Table-3.

Table-3: Summary of treatment schedule

30  Group No. Treatment

| I Control
| i1 Testosterone (25mg in divided volume of 33.3ul on day 0, 7 and 14)
g B.No. 0629/0104, 2% w/w; 100 mg, bid
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IV B.No. 0629/010C, 0.2% wiw; 100 mg, bid

\Y B.No. 0629/014A, 2% w/w; 100 mg, bid
VI B.No. 0629/014C, 0.2% w/w; 100 mg, bid

Testosterone was administered intramuscularly in divided doses, wheieas Vernoqia
cream(s) (100 mg) was applied topically twice daily. All the treatments were given for
21 days. On day 7, the fur around the flank organs was re-clipped. The amount of hair
growth on the area surrounding the flank organs was visually graded on day 22 on a 0-3
scale (0=bald skin, 1=slight hair growth, 2=moderate hair growth and 3=full hair
growth). Photographs of flank organs for each treatment were taken before any
treatment and at day 22 to study the hair growth changes, which are shown in Figure-5.
The hair growth presented as mean was analyzed by one-way ANOVA followed by
Student-Newman-Keuls mulfiple-range test. P<0.05 was accepted as the level of
significant difference. On day 22, testosterone-treated hamsters showed a significant
hair loss as compared to normal gfoup (Figure-5(a) and 5(b)) (Hair growth score;
testosterone-treated 0.13 vs. normal control = 3). The topical application of Vernonia
cream 2% wiw (B.No. 0629/010A) for 21 days significantly prevented testosterone
induced-hair loss in hamsters (hair growth score 2.08) when compared to testosterone
group (hair growth score 0.13) (Figure-5(c) and 5(b), respectively). Comparatively
lesser hair growth was observed in ha'msters treated with other Vernonia creams (B.No.
0629/010C, B.No. 0629/014A and B.No. 0629/014C). Hair growth score for B.No.
0629/010C was 0.67, B.No. 0629/014A was 0.33, and B.No. 0629/014C was 0.17 as
compared to 0.13 for testosterone group (Figure-5(d), 5(e), 5(f) and 5(b) respectively).
The hamsters treated with B.No. 0629/014A and B.No. 0629/014C and their respective
placebo developed scales over the area of application (Figure-5{(g), 5(f) and 5(g)
respectively). No scale formation over the area of application was observed in hamsters
treated with Vernonia creams B.No. 0629/010A and B.No. 0629/010C or their placebo
(Figure-5(c), 5(d)} and 5(h}). Control group showed normal hair growth which was
prevented by testosterone treatment. TFurther, Vernonia cream (2% w/w,
B.No0.0629/10A) significantly prevented testosterone induced-hair loss as compared to
testosterone group. However, other cream formulations of Vemonia cream prevented
the testosterone-induced hair loss to a lesser extent. The results of the present study

suggested that the Vernonia cream of B.No. 0629/010A i.e. 2% strength composition

-19 -




10

15

20

25

30

w0 20}]7]11385] PCT/INZOW7/000111

was comparatively more effective in promoting hair growth in testosterone-challenged

hamsters as compared to the other compositions studied.

A further study was performed to study the dose-response of Vernonia extract gel and (o
compare its hair growth promoting effect against Vernonia freeze dried juice gel. The
Vernonia extract gel was prepared by making an organic solvent extract of Vernonia and
formulating it into a gel composition, The Vernonia freeze dried juice gel was prepared
by expressing the juice from fresh leaves and flowering tops of Vernonia followed by
freéze drying and formulating it into a gel composition. Male hamsters (n=6-8/group)
weighing 80-90 g procured from the Central animal house of Panacea Biotec Ltd. were
used. Drugs used to induce alopecia was Testosterone i.m. depot injection {Testoviron);
B.No. K1007, German Remedies Limited; each ml of which contains Testosterone
Enanthate USP.... 250 mg and Arachis oil 1P...qs. The following were used for
conducting the study namely Vernonia extract gels B.No. 0629/030A (0.5% w/w), I3.No.
0629/030B (1% w/w) and B.No. 0629/030C (2% w/w); and Vernonia freeze dried juice ‘
gels B.No. 0629/026A (1.25% wiw) and B.No. 0629/026B (2.5% wi/w) (prepared
according to Dxample-5 and D[xample-6 as stated hereinafter). The route of
administration of the compositions was topical and the duration of study was 22 days.
The fur over and arounci the flank organs of hamsters was shaved with electric clippers.
Hamsters were divided into four different groups and allocated different treatments. The

summary of different treatments is represented in Table-4.

Tai)le-4: Summary of treatment schedule

Group No. Treatment

I Control
I " Testosterone (25mg in divided volume of 33.3p) on day 0, 7 and 14)
I B.No. 0629/030A, 0.5% w/w; 100 mg, bid
v B.No. 0629/030B, 1% w/w; 100 mg, bid
v B.No. 0629/030C, 2% w/w; 100 mg, bid
VI B.No. 0629/026A 1.25% w/w; 100 mg, bid
VI B.No. 0629/026B 2.5% w/w; 100 mg, bid

Testosterone was administered intramuscularly in divided doses, whereas Vemonia

cream (s) (100 mg) was applied topically twice daily. All the treatments were given for
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21 days. On day 7, the fur arour_id the flank organs was re-clipped. The amount of hair
gfowth on the area surrounding the flank organs was visually graded on day 22 on a 0-3
scale (0=bald skin, 1=slight hair growth, 2=moderate hair growth and 3=full hair
growth). Photographs of flank organs were taken for each treatment before any
treatment and at day 22 to study the hair growth changes. The hair growth presented as
mean was analyzed by one-way ANOVA followed by Student-Newman-Keuls
multiple-range test. P<0.05 was accepted as the level of significant difference. The
scores and representative photographs of hair growth in hamsters are represented in
Figure-6 and Figure-7 respectively. On day 22, testosterone-treated hamsters showed
complete hair loss as compared to normal group (Hair growth score; testosterone-
treated 0 vs. normal control = 1.31 £ 0.18) (Figure-7(b) and {d)). Animals in the control
group showed normal hair growth (Figure-6(b)). The topical application (100mg, bid)
of Vernonia extract gels (0.5, 1, and 2% w/w) for 21 days significantly prevented
testosterone induced-hair loss in hamsters when compared to testosterone group
(Figure-6, Figure-7(e), (f) and (g)). The effect was found to be dose-dependent. Further,
Vernonia exfract gels (1 and 2% w/w)-induced hair growth (hair growth score) was
found to be more intense than the normal hair growth in control group. (Figure-6).
Similarly, the Vernonia freeze dried juice gels (1.25 and 2.5% w/w) also significantly
promoted hair growth in testosterone-challenged hamsters (Figure-6, Figure-7(h) and
(1)). The hair growth was found to be dose-dependent, yet significantly lower than that
of all the extract gels and normal control as well (Figure-6). The results of the study
demonstrated a dose-dependent hair growth promoting effect in hamsters treated with
Vernonia extract gel (0.5 — 2% w/w), which at dose level 1% and 2% w/w was more
intense than normal hair growth. Likewise, the Vernonia freeze dried Jjuice extracts
(1.25% and 2.5% w/w) also demonstrated a dose dependent effect on hair growth in

hamsters but less than that of extract gels or normal hair growth.

Brief Description of Figures: _
Figure-1: Etfect of Vernonia anthelmintica extract (topical, 100 pl)’site) on testosterone-

induced hair loss in hamsters, Data is represented as mean + S.EM. *P<0.05 as

- compared to testosterone treated group.
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Figure-Z: Representative photographs of hair growth in hamsters: (a) control group (day 0},
(b) control group day 22, (c) testosterone-treated (day 22) and (d) Vernonia anthelmintica
ext:racttreated.

Figure-3: Comparative hair growth profile of extract of Vernonia anthelmintica against

finasteride.

Figure-4: Representative photographs of hair growth in hamsters: (&) control group day
0, (b} control group day 22, (c) testosterone-treated day 22, (d) Saw palmetto day 22,
(e} :Arnebia euchroma day 22, (f) Vernonia anthelmentica day 22 and (g) finasteride

day 22.

Figure-5: Representative photographs of hair growth on day 22 in hamsters: (a) control
group, (b) testosterone-treated, (c) treated with Vemnonia cream 2% w/w, B.No.
0629/10A, (d) treated with Vernonia cream 0.2% w/w, B.No. 0629/10C, (e) treated
with Vernonia cream 0.2% w/w, B.No. 0629/14A and (f) treated with Vernonia cream

0.2% w/w, B.No. 0629/14C.

Figure-6: Relative profile of hair growth score in hamster treated with Vernonia extract

gel (0.5-2% w/w) or Vernonia freeze dried juice gel (1.25 and 2.5% w/w) (n=6-8).

Figﬁre-?: Representative photographs of hair growth patiern in hamsters: (a) control
group (day 0), (b) control group (day 22}, (c) testosterone-treated (day 0), (d)
testosterone-treated (day 22), (e) 2% w/w, B.No. 0629/30C, (f) 1% w/w, B.No.
0629/30B, (g) 0.5% wiw, B.No. 0629/30A, (h) 2.5% wiw, B.No. 0629/26B and (i)
1.25% w/w, B.No. 0629/26A.

In an embodiment, the carrier useful in the present invention is selected from but not

. limited to a group comprising monosaccharides, disaccharides, polysaccharides, sugar

alcohols, polylactic acid, cyclodextrin, lactose, glucose, raffinose, melezitose, xylitol,
arabinose, dextran, lactitol, maltitol, trehalose, sucrose, mannitol and starch, and the

like or mixtures thereof.

In a further embodiment, the pharmaceutical composition of the present invention

further comprises one or more pharmaceutically acceptable excipient(s) selected from

but limited to the group comprising diluents, disintegrants, binders, anti-adherants,
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glidants, anti-oxidants, buffering agents, colorants, flavoring agents, coating agents,
solvents, viscosifying agents, waxes, wetting agents, emulsifying agents, solubilizers,
stabilizers, buffering agents, vehicles, preservatives, surfactants, deodorants, colorants,

and the like.

The pharmaceutical compositions of the present invention can be prepared by
dissolving or dispersing the extract of Vemonia sp. in appropriate base(s)/carrier(s)
known to the art: The pharmaceutical composition into different dosage forms can be
formulated using conventional excipients and techniques known to art. Pharmaceutical
dosage forms of the present invention can be creams, ointment, gels, foams, solutions,
suspensions, medicated pad, powder, aerosols, sprays, film, and flakes. The
compositions can be formulated as immediate release dosage forms or modified release
dosage forms (sustained release, extended release, delayed release, prolonged rélease,
timed release, pulsatile release and the like) or combination of such forms. The
pharmaceutical compositions of the present invention comprise the extract of the plant
Vernonia sp. from about 0.01% to about 99% by weight alongwith one or more
carrier(s) from about 1% to about 99.99% by weight of the composition optionally

alongwith one or more excipieni(s).

The cream composition comprising the extract of the plant Vernonia sp. is prepared by
emulsifying the aqueous phase, comprising about 0.1 - 10% w/w preferably about 0.2 -
5% wiw of the extract, along with a suitable oleaginous phase. Other alternatives can be
prepared by formulating the extract in about 0.1 - 10% wiw as Hydrophilic ointment
USP with absorption bases; or water soluble bases such as Polyethylene glycol
ointment USNF; or as water absorbing bases such as Hydrophilic petm]atum USP,
Lanolin USP; or in hydrocarbon bases such as White petrolatum USP, Other
hydrophobic or hydrophilic base that are useful includes cocoa butter, glycerinated
gelatin, hydrogenated vegetable oils, mixtures of polyethylene glycols of various
molecular weights, polyoxyethylene sorbitan fatty acid esters and polyethylene
stearates, polyvinyl alcohol, polyvinyl pyrrolidone, polyacrylamide, chemically
modified starch or a combination of these materials. In another embodiment, the
hydrocarbon base comprises paraffins, waxes, petroleum jelly, lanolin, and the like or
mixtures thereof. The foam and/or spray base comprises one or more of aqueous and

nonaqueous solvents, propellants, surfactants, suspending agents and stabilizing agents.
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The medicated pads comprise one or more of the following: Water, glycerin, propylene

glycol, alcohol and Hamamelis water and the like.

In another embodiment, the compositions of the present invention additionally comprises

hygroscopic moisturizers (humectants) such as polyhydric alcohols, sodium 2-pyrrolidone-
5-¢arb0xylate (NaPCA), amino acids and derivatives, guanidine; glycolic acid and
glycolate salts (e.g. ammonium and quatemary alky! ammonium); lactic acid and lactate
salts (e.g. ammonium and quaternary alkyl anunoniumy); other alpha hydroxy acids such as
malic acid, aloe vera in any of its variety of forms (e.g. aloe vera gel); hyaluronic acid,
precursors and derivatives thereof (e.g. glucosamine and salt derivatives such as sodium
hygluronale); lactamide monoethanolamine; acetamide monoethanolamine; urea; and
mixtures thereof. Preferred occlusive moisturizers for use herein are petrolatum,
isohexadecane, isono‘nyl isononanoate, methy! isostearate, isopropyl isostearate, and
mixtures thereof. According to an embodiment, the gelling agents or gel-forming agents
useful in the present invention, which possess adequate mechanical, physiological and

release properties, are preferably polysaccharides, like alginates, pectins, carrageenans or

xanthan, starch and starch derivatives, gums like tragacanth or xanthan gum, collagen, -

gelatin, galactomannan and galactomannan derivatives, chitosan and chitosan derivatives,

glycoproteins, proteoglycans, glucosaminoglycans, polyvinyl alcohol,

polyvinylpyrrolidone, vinylpyrrolidone/vinyl acetale copolymers, high molecular weight-

polyethylene glycols and/or high molecular weight polypropylene glycols,
polyoxyethylene/polyoxypropylene copolymers, polyvinyl alcohol, polyacrylates and/or
polymethacrylates, polylactides, polyglycolides and polyamino acids, and cellulose
derivatives. Especially preferred gel-forming agents are selected from cellulose derivatives,
e;spccially cellulose ether compounds, like methylcellulose, hydroxypropyl cellulose,
hydroxyethyl cellulose, hydroxypropyl methylcellulose, sodiun carboxymethylcellulose,
ethyl cellulose, cellulose acetate phthalate, hydroxypropyl methylcellulose phthalate,

cellulose acetate succinate and ethyl cellulose succinate. The carrier may contain one or

- more additional excipient(s) like sugars, sugar alcohols, surfactants, amino acids,

anlioxidants, polyeth)flene glycols, and the like.

In an embodiment, the carrier may be a vegetable or a mineral oil or a combination of
both. In an embodiment, the vegetable oil useful in the present invention is selected

from but not limited to a group comprising sunflower oil, soyabean oil, linseed oil,
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cottonseed oil, olive oil, palm oil, coconut oil, sesame oil, sa.ff-lower oil, and the like or
mixtures thereof. Additional substances such as yohimbine (selective competitive
alpha2-adrenergic receptor antagonist for local ‘vasodilation), clove oil (mild stimulant
and local anesthetic), arginine (capillary blood circulation enhancer), and the like or

mixtures thereof can be added to the preparation.

Other acceptable catriers useful in formulating the compositions of the present invention
are preferably lubricants such as carboxymethyl cellulose, sodium alginate, EDTA, natural
vegetable oils, propylene glycol, glycerin, low melting temperature triglyceride, mineral -
oil, aqueous solutions of high molecular weight polyethylene oxides, and the like or
mixtures thefeof. Polymers such as water soluble cellulose derivative (e.g. methyl
celiulose, hydroxyethyl cellulose, hydroxypropyl cellulose, sodium carboxymethyl
cellulose) or other water soluble polymers such as sodium alginate, polyvinyl pyrrolidone,
polyvinyl alcohol or polymer of ethylene oxide, and the like can be used in the present
invention. Other optional substances that can be used in the present invention include anti-

mnfectives such as parabens, chlorhexidine, benzyl alcohol, and the like.

Fuytﬁer, the acceptable conventional excipients useful in the composition of the present
invention are selected from but not limited to a group of excipients generally known to
per;sons skilled in the art such as fillers, binders, lubricants, colorants; stabilizets;
preservatives; chelating agents; vehicles; bulking agents; hydrophilic polymers;
soliibility enhancing agents such as glycerine, various grades of polyethylene oxides,
transcutol and glycofurol; tonicity adjusting agents; local anesthetics; pH adjusting
agents; antioxidants; osmotic agents; chelating agents; viscosifying agents; wetting
age-nts; emulsifying agents; acids; sugar alcohol; reducing sugars; non-reducing sugars
and the like used either alone or in combination thercof e.g. diluents such as lactose,
mannitol, sorbitol, starch, microcrystalline cellulose, xylitol, fructose, sucrose,
dextrose, dicalcium phosphate, calcium sulphate; bulking agent and organic aéid(s).
The; lubricants used in the present invention include but not limited to talc, magnesium
stearate, calcium steétrate, stearic acid, hydrogenated vegetable oil and the like used
either alone or in combination thereof. The vehicles suitable for use in the pfesent_
invention can be selected from but not limited to a group comprising
dim:ethylacetamide, dimethylformamide and dimethylsulphoxide of N-methyl

pyrrolidone, benzyl benzoate, benzyl alcohol, ethyl oleate, polyoxyethylene glycoluted

-25.




WO 2007/113851 PCT/IN2007/00011 1

castor oils (Cremophor® EL), polyethylene glycol MW 200 to 6000, propylene glycol,
hex.ylene glycols, butylene glycols and glycol derivatives such as polyethytene glycol

660 hydroxy stearate (commercialy available as Selutrol® HS15). In another
embodiment of the present invention, the compositions may additionally comprise an

5 antimicrobial preservative such as Benzyl alcohol preferably at a concentration of about
2.0% viv of the composition. In an embodiment of the present invention, the
composition may additionally comprise a conventionally known antioxidant such as
ascorby! palmirate, butyl hydroxy anisole, butyl hydroxy toluene, propyl gallate and ¢-
tocopherol. In another embodiment, additionally surfactants including ionic and non- |

10 ° ionic surfactants, sorbitan esters such as sorbitan trioleate, sorbitan monooleate,
sorbitan .monolaurate, Polyoxyethylene sorbitan esters such as polyoxyethylene
sorbitan monolaura{e, polyoxyethylene sorbitan monooleate, ﬁoloxamer, fluorinated

and non-fluorinated surfactants, carboxylic acids, polyethoxylates, natural lecithin,

) oleyl polyoxyethylene ether, stearyl polyoxyethylene ether, lauryl polyoxyethylene
15 ether, block copolymers of oxyethylene and oxypropylene, synthetic lecithin,
diethylene glycol dioleate, tetrahydrofurfuryl oleate, ethyl oleate, glyceryl monooleate,
pol;yethylenc glycol 400 and glyceryl monolaurate and the like or mixtures thereof are

used in the composition. The topical cofnpositions of the present invention may
comprise a wide variety of further optional components; provided that such optional

20 components are physically and chemically compatible with the essential components ‘

described herein, and do not unduly impair stability, efficacy or other use benefits
associated with the compositions of the present invention,

‘ The compositions of the present invention and method for treating hair disorders or other
| 25  associated disorders using an extract of Vernonia sp. provides long-term effectiveness,
high rate of hair regeneration and/or low rates of hair loss. The freatment includes
administration of an effective amount of composition comprising of an extract of-

Vernonia sp. and a carrier(s), preferably as a local application at the desired stte of action.

30 In an embodiment of the present invention, aefosol for topical spray is prepared
comprising the Vernonia extract as active agent(s) preferably in the micronized form
alongwith a suitable vehicle or a propellant system preferably dispensed into
aluminium containers sealed with metering valves by means of the pressure-filling

technique. Nebulizable dispersions or solutions for atomization are prepared by
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dispersing the active agent(s) homogeneously in a hydro-alcoholic solvent system such
as ethanol-purified water mixture. Suspensidns for local application are prepared by
weéting the active agent(s) with a wetting agent such as surfactant followed by addition
of optionally other excipient(s), filling the bulk into sterile containers, for example unit

dose containers such as containers which are suitably molded from thermop!lastics.

The examples given below serve to illustrate embodiments of the present invention.

However they do not intend to limit the scope of present invention.

EXAMPLES

Example-1:

The preparation of extract for hair loss prevention and/or hair growth promotion from
thef plant Fernonia sp. comprises of the following steps:

1. 2 kg of dried and powdered plant is added to 5 L. of Chloroform in a flask.

2 The mixture 1s boiled under a reflux condenser for 1 hour.

3 The mixture is cooled and filtered. The filtrate is set aside.

4. Steps 1 to 3 are repeated with the residuc three times more.
5

The pooled filtrates are distilled to remove hexane.

Exﬁmple-Z:
Thé preparation of extract for hair loss prevention and/or hair growth promotion from
theiplant Vernonia sp. comprises of the following steps:
1. 1 kg of dried and powdered leaves is added to 6 L of Hexane in a flask.
The mixture is boiled under a reflux condenser for 1 hour. (
The mixture is cooled and filtered. The filtrate is set aside.

Steps 1 to 3 are repeated with the residue three times more.

The hexane extract is stirred with 500 ml 95% ethanol {for 30 minutes.
The ethanolic mixture is filtered. The filtrate 1s set aside.

2

3

4

5. The pooled filtrates are distilled to remove hexane.
6

7

8 Steps 6 and 7 are repeated with the residue.

9

The pooled ethanolic extracts are distilled to remove ethanol

Example-3:

The preparation of extract for hair loss prevention and/or hair growth promotion from
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thelplant Vernonia sp. comprises of the following steps:
) kg of dried and powdered plant is added to 5 L of water.
The mixture is boiled under a reflux condenser for 1 hour.

2

3. The mixture is cooled and filiered. The filtrate is set aside.
4 Steps 1 to 3 are repeated with the residue once more.

5

Pooled filtrates are concentrated and spray dried.

Example-4:
The preparation of extract for hair loss prevention and/or hair growth promotion from
the plant Vernonia sp. comprises of the following steps:

L. 2 kg of dried and powdered plant is added to 10 L of ethanol.

2. . The mixture is boiled under a reflux condenser for 1 hour.

3. The mixture is cooled and filtered. The filtrate is set aside.

4. Steps 1 to 3 are repeated with the residue for three times more.

5. Pooled filirates are concentrated and dried in an agitated vacuum drier.
Example-5:

The preparation of extract for hair loss prevention and/or hair growth promotion from
the plant Vernonia sp. comprises of the following steps:
1. 5 kg of fresh plant is crushed in a mixer/grinder with addition of 1 L of water.

2. The juice of the mixture is expressed out and filtered.

© 3. The filtrate is freeze dried.

In the examples stated below describing composition comprising the novel hair loss
preventing and/or hair growth promoting extract of the present invention, the quantity
stated may be varied based on the desired preventive or ameliorative or therapeutic

effect and the type of composition.

Example-6: Vernonia cream

S. No. Ingredient ' Y wiw
0629/010A 0629/010C

1. Vernonia anthelmentica extract 2.0 02

2. Carbomer 940 . 0.6 0.6
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3. Purified Water 62.1 63.9

4. Transcutol® (Diethylene Glycol Monoethyl Ether)  20.00 20:00
5. Ethanol 10.00 10.00
6.. ‘Menthol 030 0.30
7. Propylene Glycol 5.00 5.00
8. Triethanolamine gq.s. qs.

Procedure:

1) . Disperse Carbomer 940 in Purified Water and stir tilt it dissolves completely.

-ii)1 Dissolve Menthol in mixture of Ethanol and Transcutol®. Add Propylene Glycol

and Vernonia anthelmentica extract into it and mix.
iii) Add bulk of step (ii) into bulk of step (i) and mix.
iv} Add Triethanolamine drop wise into the bulk of step (iii) until pH is in the range of

'5.5 — 7.0 and a semisolid gel is obtained.

Example-7: Vernonia cream

S. No. Ingredient Yo wiw
0629/014A 0629/014C
L. Vernonia anthelmentica extract 2.00 0.20
Carbomer 940 0.60 0.60
Purified Water 56.35 58.15
Transcutol® (Diethylene Glycol Monoethyl Ether)  20.00 20.00
Ethanol ‘ 10.00 10.00
Menthol 0.30 0.30
Perfume ' q.s. q.8.
* " Triethanolamine q.s. Q.s.
Oleic Acid 5.50 5.50
10.  Polyoxyethylene (2) Stearyl Ether (Brij® 72) 1.00 .00
1., Cetyl Alohol 0.75 0.75
12, Vitamin E Acetate 0.50 0.50
13.  Isopropyl Myristrate 3.00 3.00
Procedure:

i)  Disperse Carbomer 940 in Purified Water and stir till it dissolves completely.

ify Dissolve Menthol in mixture of Ethanol and Transcutol®.
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iif)  Add bulk of step (ii) into bulk of step (i) and mix.
iv): In separate beaker, add Qleic Acid, Brij® 72, Cetyl Alcohol, Vitamin E Acetate
| and Vernonia anr/ée!mentica extract and mix.
v) Heat the bulk of step (iii) and (iv) separately at 60-70°C.,
vi) Add oil phase of step (iv) into aqueous phase of step (iii) with constant stirring.
vii} Add Triethanolamine drop wise into the bulk of step (vi) until pH is in the range of
6.0 — 7.0 and a semisolid cream is obtained.

viii) Add perfume to the semisolid cream and mix to obtain the desired product.

Example-8: Vernonia freeze dried juice gel

S. No. Ingredient Yo wiw
| 0629/026A  0629/026B

1. Vernonia anthelmentica extract freeze dried powder  1.25 2.50
2. Carbomer 940 1.50 1.50
3. Purified Water 61.95 60.70
4. Transcutol® (Diethylene Glycol Monoethyl Ether)  20.00 20.00
5. Ethanol 10.00 10.00
6..  Menthol 0.30 0.30
7. Propylene Glycol 5.00 5.00
8.  Perfume ‘ q.S. g.s.
9.  Triethanolamine : q-s. q.s.
Procedure: '

- 1} 'Disperse Carbomer 940 in Purified Water and stir til] it dissolve completely.

1) Dissolve Vernonia anthelmentica extract powder in part Of Purified Water and add
| it to the bulk of step (i).

ii1): Dissolve Menthol in mixture of Ethanol and Transcutol®. Add Propylene Glycol into it
.ahd mix.

iv) Add bulk of step (iii) into bulk of step (ii) and mix.

v) . Add Tricthanolamine drop wise into the bulk of step (iv) until pH is in the range of

5.5 - 7.0 and a semisolid gel is obtained.

vi) Add perfume to the semisolid gel and mix.
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Example-9: Vernonia extract gel

S.No. Ingredient %o wiw
| 0629/030A  0629/030B  0629/030C
L. Vernonia anthelmentica extract 0.5 - 1.0 2.0
2. Carbomer 940 0.75 0.75 0.75
3. Purified Water 03.45 62.95 61.95
4. Transcutol® (Diethylene Glycol 20.00 20.00 20.00
Monoethyl Ether)

5. Ethanol _ 10.00 10.00 10.00
6.  Menthol 0.30 030 0.30
7. Propylene Glycol 5.00 ~5.00 5.00
8. Perfume o gs. G-s. q.s.
9. Triethanolamine q.s. q.s. q.s.
Procedure:

i) .Disperse Carbomer 940 in Purified Water and stir till it dissolves completely.

ii) Dissolve Menthol in mixture of Ethanol and Transcutol®. Add Propylene Glycol
and Vernonia anthelmentica extract into it and mix.

i11)'Add bulk of step (ii) into bulk of step (1} and mix.

iv) 'Add Triethanolamine drop wise into the bulk of step (iii) until pH is in the range of
.5.5-7.0 and a semisolid gel is obtained. -

v) Add perfume to the semisolid gel and mix.

Example-10: Vernonia cream

S. No. Ingredient : Yo wiw
1. Vernonia cinerea extract 1.00
Light liquid paraffin 800
White Bees Wax _ 1.75 J
White Petroleum Jelly 3.25
Glyceryl Monostearate 3.50
Stearic Acid 1.00 J
Tween® 80 1.00
Glycerin 5.00
Propylene Glycol 5.00

231 -




WO 2007/113831

10

15

20

25

30

10. Purified Water 71.50

11.  Perfume q.5.
Procedure:

i)‘ Mix Fernonia cinerea extract, Liquid Light Paraffin, White Bees Wax, White
Petroleum Jelly, Glyceryl Monostearate, Stearic Acid and heat upto 60-70°C.

il) Mix Tween 80, Glycerin, Propylene Glycol and Purified Water and heat 60-70°C.

iii) Add the bulk of step (i) into bulk of step (ii) with constant stirring and allow to
cool.

iv) Add perfume and mix.

Example-11: Vernonia cream

S. No. Ingredient _ Yo wiw
1. Vernonia tomeniosa extract 2.00

2 Ligﬁt liquid paraffin 8.00

3 White Bees Wax 1.75
4. White Petroleum Jelly - 3.25
5. Tween® 80 : 1.00

6 Glycerin ' 15.00

7 Propylene Glycol : 5.00

8 Sodium Carboxymethylcellulose (Sodium CMC (5% solution))  74.00

Procedure:

i) ;Mix Vémonia fomentosa extract, Liquid Light Paraffin, White Bees Wax, White
Petroleum Jelly and heat upto 60-70°C.

i) Mix Tween® 80, Glycerin, Propylene Glycol and Sodium CMC solution and heat
60-70°C.

1it) 3Add the bulk of step (i) into bulk of step (ii) with constant stirring and allow to cool

to obtain the desired product.

Example-12: Cream

S. No. Ingredieni- mg/gm
9. Vernonia latifolia extract 1.00 |
10.  Aloe barbadensis extract 0.50

11.  Propylene glycol 50.00

12, ‘Tilanium dioxide 10.00
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13, Stearic acid 130.00

14.  Cetyl alcohol 10.00

15, Isopropyl myristate 60.00

16:  Sorbitan stearate | 20.00

5 1T Methyl paraben 1.50

18:  Propyl paraben 0.30

19.  Corm oil 50.00

20;  Glycerin 50.00

21.  Sorbitol solution 30.00

10 22)  Veegum HV 10.00

23, Sodium carboxymethylcellulose (Sodium CMC) 3.00

24{ Tween® 80 : 15.00

25, Purified water q.S.
Procedure:

i)  Vernonia latifolia extract, Aloe barbadensis extract, Methyl paraben and Propyl
paraben are dispersed in Propylene glycol; the mixture heated to 55-60°C;
Titanium dioxide is added to it and stirred well. A

1)  Stearic acid, Cetyl alcéhol, I[sopropyl myristate, Sorbitan stearate, and Corn oil are
heated to 70°-75°C.

iif) ' In another vessel, Sorbitol solution and Tween® 80 are taken.

- iv) » Veegum HV is separately hydrated in the Purified waler.

vj Sodium carboxymethylcellulose (sodium CMC) is separately hydrated in Glycerin.

v.i) The material of step (iv) and step (v) are added to the material of step (iii} and
heated to 70°-75°C.

vii) The material of step (ii) and step (vi) are mixed and cooled.

vili} When the material of step (vii) attains a temperature of 50°-55°C, the material of
step (i) is added to it.

ix) The mixture of step (vii) is allowed to cool to room temperature to obtain the cream.

Example-13: Cream

S. No. Ingredient mg/gm
1. Vernonia anthelmentica extract 0.50
2. Serenoa repens extract 0.30
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Sodiumi carboxymethylcellulose (Sodium CMC)

3. Propylene glycol

4. Titaniu.m dioxide

5. Glyceryl monostearate
6. Hydrogenated [anolin
7. Corn o1l

8.. Simethicone

9. Span® 60

10.  Hydroxyethyl cellulose
11, Glycerin

12, Sorbitol

13.

i4.  Propyl paraben

15: Methyl paraben

16:  Tween® 80

17, Purified water
Procedure:

PCT/INZU0T/000111

150.00
10.00
90.00

130.00
40.00

1.50
20.00
20.00
50.00
30.00

1.50

0.30

1.50
15.00

g.s.

1) - Vernonia anthelmentica extract, Serenoa repens extract, Methyl paraben and Propyl

'stirred well.

paraben are dispersed in Propylene glycol; Titanium dioxide is added to;it and

ii} - Glyceryl monostearate, Hydrogenated lanolin, Corn oil, Simethicane, and Span® 60

.are taken.

iii);ln cool Purified water, Hydroxyethyl cellulose is dissolved; Sorbito]l and Tween®

.80 is added to it and the mixture is heated to 70-75°C.

1v) :Separately Sodium carboxymethylceliulose (sodium CMC) is dispersed in Glycerin

v) ‘The material of step (ii) is added fo the material of step (iv) and allowed to cool

'with stirring.

.and added to the material of step (iii).

vi) 'When a temperature of 50-55°C is attained, the material of step (i) is added, stirred,

Example-14: Cream

S. No. Ingredient

L.

Vernonia anthelmentica extract

234 -

and allowed to cool to room temperature to obtain the cream.

Quantity (mg/g)
0.01
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2 Soft paraffin
3 Liquid paraffin
4 Sorbitan monooleate
5. Citric acid
0 Sodium citrate
7 ‘Purified water
Procedure:
i
i)
iii)

‘. solution.
iv)
V)

PCT/AN2007/000111 /

350.00
80.00
50.00

[.00
2.00
q.s.to lg

Soft paraffin, Liquid paraffin and Sorbitan monooleate are mixed at about 45°C by

continuous stirring to obtain a homogeneous dispersion.

Vernonia anthelmentica extract is added to dispersion of step (i) with stirring.

Citric acid and Sodium citrate are dissolved in a part of Purified water to make a

i The material of step (iii) to step (i) is added with continuous stirring at about

45°C followed by the addition of the remaining part of Purified water and stirring.

product.

Exémple-lS: Gel
S, No. Ingredient

1. . Vernonia sp. extract
2 Dimethyfacetamide
3 Ethyl Alcohol

4 Acetone

5. ‘ Cremophor® RH40
6 Propylene glycol

7 Carbopol 934

8 Purified water

9. . Diethylamine
Procedure:

i} I

‘gtirring.

- The materjal of step (iv) is cooled to room temperature to obtain the desired

Quantity (g/ 100gm)
0.05
10.00
20.00
5.00
1.00
20.00
" 1.20
20.00
0.60

'Dimethylacetamide was mixed with Ethyl alcohol and Acetone in a container with

ii) 'To the mixture obtained, Vernonia sp. extract was added and stirred.

iii) 1Propylene glycol and Cremophor® RH40 were dispersed in water, and were

-35-
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mixed in homogenizer. To the mixture obtained, Carbopo!l 934 was added and
homogenized.

ivj The mixture obtained in step (ii) was added to the mixture obtained in step (1it) under
stirring,

v)  The mixture obtained was neutralised by slow addition of Diethylamine with slow

stirring to produce the gel.,

Example-16: Nebulizable dispersion
Vernonia sp. extract 0.06 mg, Corticosteroid 0.012 mg and Propylene glycol 5.0 g are
dispersed homogeneously in Purified water 10.0 g. The said dispersion is filled into a

suitable container for atomization such as a nebulizer.

Eiample-l'l: Solution for Atomization
Vernonia sp. extract 0.05 mg and Minoxidil 0.05 mg are dispersed homogeneously in
Ethanol-Purified water mixture (2.0 g & 6.0 g respectively); the said dispersion is filled into a

sititable contatner.

Example-18: Ointment

S. No. Ingredient Quantity (mg/g)
1. Vernonia anthelmentica extract 0.05

2 Ginkgo biloba extract 0.05

3 Lanoline | 10.00

4. Eucalyptus oil 0.40

5 Peppermint oil 0.10 -

6 Liquid paraffin g.s.to lg
Procedure:

1) Eucalyptus oil and Peppermint oil is added to a part of Liquid paraffin and mixed with
stirring.
ii) The material of step (i) and Lanoline are mixed at about 45°C by continuous

stirring to obtain a homogeneous dispersion.

" 1ii) Vernonia anthelmentica extract and Ginkgo biloba extract are added to the

dispersion of step (ii) with continuous stirring.

* iv) The material of step (iii) is cooled to room temperature to obtain the desired

product.
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Example-19: Hair oil

SiNo. Ingredient Quantity (Yow/v)
1. Vernonia anthelmentica extract ‘ 30.00

2. Aloe barbadensis exiract 3.00

3. Vegetable oil base q.s.
Procedure:

i) Vernonia sp. extract and Aloe harbadensis extract are prepared and mixed with the
Vegetable oil base.

ii)i The material of step (i) is filled into a suitable container.

ILxample-20: Shampoo

S. No. Ingredient Quantity (Yow/v)
1. Vernonia sp. extract 20.00

2. Ketoconazole 2.00

3. Shampoo Base q.s.
Procedure:

1} Vernonia sp. extract and ketoconazole are mixed together. |

i) The material of step (i) is incorporated into a Shampoo base.

Example-21: Tablet

S. No. Ingredient ‘ myg/tablet
1. Vernonia sp. extract 50.0

2 Microcrystatline cellulose 100.0

3 Mannitol 80.0

4 Croscarmellose sodium ‘ 10.0

5. Lactose ' 60.0

6 Talc 4.0

7 Colloidal silicon dioxide 10.0

8 Croscarmellose sodium . 10.0
Procedure:

1)  Vernonia sp. extract, Microcrystalline cellulose, Mannitol, Croscarmellose sodium
and Lactose are sifted and mixed together.

i) The material of step (i) is compacted.
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WO 2047/113851

10

15

20

PCY/IN2007/000111

i) The compacts of step (i1} are passed through sieve and mixed.

iv) Tale, Colloidal silicon dioxide and Croscarmellose sodium are passed through fine

v} The material of step (iii) is mixed with material of step (iv).

sieve and mixed together.

vi) Thematerial of step (v) is compressed into tablets at an average weight of 400 mg + 2%.

Vi)

The tablets are packed in air-tight packages.

Example-22: Capsule

_38-

- 8. No. Ingredient mg/capsule
L. Vernonia sp. extract 25.0
2. Microcrystaliine cellulose 150.0
3. Mannitol 65.0
4. Lactose 50.0
3. Talc 3.0
6. Sodium starch glycollate 17.0
7. Colloidal silicon dioxide 15.0
Procedure:
1)  Vernonia sp. extract, Microcrystalline cellulose, Lactose and Mannitol are sifted
and mixed together.
ii) - Talc, Sodium starch glycollate and Colloidal silicon dioxide are passed through
fine sieves individually and then mixed together.
i) . The materials of step (i) and (ii} are mixed.
iv) ' The material of step (1ii) 1s filled into empty hard gelatin capsules.

4
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We Claim:
L. A novel composition for hair loss prevention and/or hair growth promotion

5
3.
10
4.
15 5.
20
25
300 7.

compriging at least one agent(s) derived from a natural source or synthetic
source or semi-synthetic source as the active agent, either alone or in
combination with other active agent(s) and optionally one or more excipient(s).
A composition according to claim 1, comprising an extract obtained from the
plant Vernonia sp. as active agent either alone or in combination with other
active agent(s) and optionally with one or more excipient(s).

A composition according to claim 2, wherein the active agent for hair loss
prevention and/or hair growth promotion is an extract obtained from the plant
Vernonia noveboracense, Verno;_zia praealta, Vernonia lomentosa, Vernonia
anthelmintica, Vernonia amygdalina, Vernonia cinerea, or mixtures thereof.

A composition according to claim 2, comprising an extract obtained from the
plant Fernonia anthelmintica.

A composition according to claim 1, wherein the extract for hair loss prevention
and/or hair growth promotion comprises of one or more components selecied
from a group comprising phytosterols, fatty acids or fatly acid esters,
carotenoids, or mixtures thereof.

A composition according to claim 2, wherein the active agent comprises an
extract obtained from the plant Fernonia sp. combined with at least one other
extract obtained from a natural source selected from a group comprising Aloe
(Aloe barbadensis), Burdock (drctium minus), Capsicum (Capsicum annuum
L), Ginger (Zingiber officinale), Ginkgo (Ginkgo biloba), Green Tea (Camellia
sinesis), Hip (Rosa caning), Lavender (Lavendula officinale), Milfoil (Achillea
millefoliun), Nettles (Urtica dioica), Onion (Allium cepa), Pygeum (Pygeum
afiicanumy), Rattanjot (Arnebia sp.), Red Pepper (Capiscum anpum), Rosemary

(Rosamarinus officinalis), Safflower Oil (Carthamus tinctorious), Saw Palmetto -

(Serenoa repens), 'ancl_ Tea Tree Oil (Melaleuca alternifolia), or mixtures
thereof.

A composition according to claim 2, wherein the active agent comprises an
extract obtained from the plant Vernonia sp. combined with at least one other
allopathic drug selected from S50-DHT inhibitors, Super oxide dismutases

mimetics, Vasodilators, Prostaglandin-H synthase-1 activators and Potassium

-39 -
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channel openers.

8. . A composition according to claim 2, wherein the active agent comprises an
extract obtained from the plant Fernonia sﬁ. combined with at least one other {
allopathic drug selected from a group comprising corticosteroids, dithranol,

5 | tretinoin, minoxidil, zinc, irritants, finasteride, skinoren/azelaic acid,
cyproterone acetate with ethinyloestradiol, cimetidine, cyproterone acetate,
spironolacione,  ketoconazole, antidepressant, triamcinolone acetonide,
hydroxychloroquine, penicillin, or mixtures thereof.

9. A conlp{;siti011 according to claim 1, wherein the excipient(s) are selected from

10 a group comprising diluents, disintegrants, binders, anti-adherants, glidants,
lubricants, antioxidants, buffering agents, colorants, flavoring agents, coating
agents, solvents, osmotic agents viscosifying agents, waxes, wetting agents,
emulsifying agents, solubilizers, stabilizers, buffering agents, chelating agents,

_ vehicles, preservatives, surfactants, deodorants, colorants, bulking agents,

15 hydrophilic polymers, tonicity adjusting agents, local anesthetics, pH adjusting

agents acids, sugar alcohol, reducing sugars and non-reducing sugars, or
_ mi>-ctures thereof.

10 A composition according to claim 1, which is in the form of a topical
preparation selected form a group comprising liquid, cream, gel, lotion or spray,

20 11. A composition according to claims 1 to 10, wherein the said composition is
useful as a pharmaceutical or a cosmetic or an ayurvedic product.

12,, A composition according to claims [ to 11, which is useful in the management

| of testosterone induced androgenic alopecia.

13- A process for preparation or extraction of the hair loss preventing and/or hair

25 growth promoting agent from a natural source for use as an active agent
according to claim 1 or 2, wherein said process comprises the following steps:

1)  extraction of dried and powdered plant or part(s) of plant with a non-polar
solvent or mixtures thereof,
i1) distillation of the extract to remove the solvent,
30 iif) optionally, further extraction of the residue with a polar solvent or mixtures
{thereof, |
iv) optionally, distillation of the extract to remove the solvent to obtain the

desired exlract preferably as a powder.
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14.

L5,

16..

17.°

18.

19,

vVl d W e

A process for preparation or extraction of the hair loss preventing and/or hair

growth promoting agent from a natural source for use as an active agent

according to claim 1 or 2, wherein said process comprises the following steps:

1) extraction of dried and powdered plant or part(s) of plant with a polar
solvent or mixture thereof,

if) optionally, distillation/concentration of the exfract to remove/reduce the
solvent,

iii) optionally drying the extract to remove the solvent to obtain the desired
extract preferably as a powder.

A process for preparation or extraction of the hair loss preventing and/or hair

growth promoting agent from a natural source for use as an active agent

according to claim 1 or 2, wherein said process comprises the following steps:

1) expression of the juice of the fresh plant or part(s) of plant optionally with
addition of a polar solvent or mixture thereof,

ii) filtration of the juice,

ii1) optionally, distillationfconcentration of the extract to remove/reduce the
solvent,

iv) 'optionally drying the extract to remove the solvent to obtain the desired
extract preferably as a powder.

A process for preparation of a composition according to claim I or 2, which

comprises the following steps:

i) mixing the hair loss preventing and/or hair growth promoting agent active
agent(s) with one or more excipient(s), and

it) fonhulating the mixture into a suitable dosage form.

A method of using a composition according to claim 1 or 2, which comprises

administering to a subject in need thereof an effective amount of the

composition.

A method according to claim 17, which comprises use of a composition

adcording to claim [ or 2 in the management of one or more hair disorders

selected from a group comprising alopecia areata, androgenetic alopecia,

anagen effluvium (cancer treatment hair loss), self induced hair loss, telogen

effluvium, scarring alopecia, syphilitic alopecia, scleroderma and tinea capitis,

Use of a composition according to claim 1 or 2 in the management of one or

- 4] -
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more hair disorders selected from a group comprising alopecia areata,
androgenetic alopecia, anagen effluvium (cancer treatment hair loss), self
induced hair loss, telogen effluvium, scarring alopecia, syphilitic alopecia,
scleroderma and tinea capitis. |

5 20. A pharmaceutical composition and the process for preparation of the
pharmaceutical composition substantially as herein described and illustrated by

the examples.
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Figure-4:

Arrow in the figure-4 (a) shows flank organ.
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Figure-7:

(g) B.No. 0629/030A,
0.5% w/w (day 22)

PCT/INZO07/000111
i1

(b) Control (day 22) {c) Testosterone (day 0)

(e) B.No. 0629/030C; (f) B.No. 0629/030B,
2% wi'w (day 22) wiw (day 22)

(b) B.No. 0629/026B, (1) B.No. 0629/026 A,
2.5% wiw (day 22) 1.25% wiw (day 22)

£ J represents flank organ area around which the hair growth was scored.
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COMPOSICIONES NOVEDOSAS PARA TRASTORNOS DEL CABELLO, Y

PROCEDIMIENTO DE PREPARACION DE LAS MISMAS

CAMPO DE LA INVENCION

La presente invencion se refiere a composiciones novedosas
para la prevencion de la pérdida del cabello y/o promocion del crecimiento del
cabelllo, gue comprenden por lo menos un agente derivado de preferencia de
una fuente natural como agente activo, ya sea solo o en combinacion con
otrosg agentes activos, y por lo menos un vehiculo, opcionaimente con uno o
mas de otros e-xcipientes. El agente activo se extrae de preferencia de la
planta Vernonia sp. La presente invencion describe también un procedimiento
parala extraccion del agente para la promocion del crecimiento del cabello, y
también un procedimiento de preparacion de composiciones que comprenden

dicho agente activo. Asimismo, la presente invencidn provee métodos de uso

de dichas composiciones. La composicion novedosa esta en la forma de una

preparacion oral tal como tableta o capsula, o una preparacion topica tal como
solud:ién o suspension liquida, crema, gel, locién o rocioc. Las composiciones
son Eparticularmente Gtiles contra trastornos del cabello y/u otros trastornos
asodiados particularmente en el manejo de alopecia androgénica inducida por
testosterona. Las composiciones de la presente invencion son Utiles como una

formulacidon farmacéutica o un cosmético o un producto ayurvedico.
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ANTECEDENTES DE LA INVENCION

El uso de productos herbales para beneficios medicinales ha
desehwpeﬁado una funcidn importante en casi cualquier cultura en el planeta.
La medicina herbal fue practicada por las civilizaciones antiguas en Africa,
Asia, Europa y las Américas. El incremento reciente en el uso de productos
herbgles estd asociado con la creencia de que las hierbas pueden proveer
ciertos beneficios sobre y arriba de la medicina alopética,.y les permite a los
usuarios sentir gue tienen cierto control en sus elecciones de medicaciones.
En la India, en particular Ayurveda, existe un ejemplo de una tradicion de

mucho tiempo que ofrece un discernimiento tnico en procedimientos para la

‘prevencion y/o el tratamiento de varias enfermedades humanas. Estos

productos herbales son seguros, en comparacion con los farmacos alopaticos.

La planta Vernonia anthelmintica es cultivada por los habitantes
de Sri Lanka, y esta en gran reputacion como un remedio, el cual es indicado
por su nombre. L.as semillas amargas, nauseabundas y negras de esta planta,
en dosis de 3240 mg a 3888 mg, son valiosas en Sri Lanka como un
antihelmintico, y se usan comunmente para expulsar el Ascaris fumbricoides,
y también como un vermicida. La dosis de la semilla pulverizada para un
adulto va de 1775 ml a 3.55 ml. Los médicos nativos Ia. prescriben
generalmente como un ténico en la forma de una infusidn. El nombre Sri
Lankan y el nombre Tamil de Vernonia anthelmintica es sanne nayan y kado-

seragam, respectivamente. La planta Vemonia es una hierba pequena
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encontrada en toda la India, y su semilla pulverizada se mezcla especialmente
con miel para expulsar vermes intestinales, y se usa para la tos e indigestion.
Es referida también comunmente como ambrosia, y es una planta muy comun
en los estados de Occidente, creciendo en los bosques y praderas, y a lo
largoide las corrientes de los rios, y floreciendo de julio a septiembre. La raiz,
que es la parte usada, es amarga, e imparte sus propiedades a agua o

alcohol. La ambrosia es un ténico amargo, desobstruyente y alterante. En

polvo o decoccion, la raiz es benéfica en amenorrea, dismenorrea, leucorrea y

menorragia. En fiebres intermitentes, remitentes vy biliosas, se ha
recomendado {a decoccion o una tintura saturada. Se dice también que ha
sido util en escréfula, y en algunas enfermedades cutaneas. La dosis de la
decoccion es usualmente de 28.41 ml a 56.82 ml de fluido; de la fintura, de
3.55'ml a 7.1 ml de fluido. Las hojas o la raiz pulverizada en la forma de
cataplasma, hacen una aplicacion discusiva excelente para tumores. Varias
especies de la planta Vemnonia, tales como Vernonia noveboracense,
Willdenow, y su variedad, V. praealta, que poseen flores purpuras, y V.
tomentosa, con algunas otras especies, poseen propiedades medicinales
similares a las de Vernonia anthelmintica. La raiz de V. nigritiana, Oliver, de
Africa Occidental, se usa en Senegambia, bajo el nombre de batiatior, como
un febrifugo. Contiene el glucosido, a saber, vernonina (Heckel vy

Schlagdenhauffen, Amer. Jour. Pharm., 1888, p. 40).
Vernonia perienece a la familia Asteraceae. Sus sesquiterpeno

lactonas han demostrado actividad antitumoral, y los quimicos (vernoniosidos)
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de la médula de Vemonia han demostrado ser efectivos contra parasitos
malaricos resistentes a farmacos, los cuales son muy comunes dentro de la
gama de esta planta. Vernonia ha sido parte de los remedios caseros de
Tanzania por cientos de afios. Los WaTongwe usan tradicionalmente
Vernonia para dolores de estdmago y varias infecciones parasitarias. Se ha
reportado que V. latifolia detiene la hemorragia induciendo la formacion de
coagulos. Las hojas son usadas por los nativos locales en sopas y guisados
como un ténico que da vigor después de que las sumergen en agua y las
cocinan. Usan también ampliamente Vernonia para tratar parasitos y otras
enfe:rmedades en si mismos y su ganado, indicando aplicaciones agricolas
potenciales para otros paises. Ademas, esta documentado que Vernonia se
usa localmente como un insecticida.

Se han realizado estudios para evaluar los efectos de un extracto
novedoso de hojas solubles en agua de Vernonia amygdalina (VA) sobre la
sintesis de ADN de células de cancer de mama humano. La linea de celulas
MCF-7, considerada como un modelo adecuado, se us6 en este estudio. El
tratamiento de células con concentraciones fisioldgicamente relevantes de
extracto de VA soluble en agua, inhibioé potencialmente la sintesis de ADN en
una' forma dependiente de la concentracion tanto en ausencia como en
presencia de suero. Los estudios demuestran actividades contra el cancer
exhibidas por el crudo y las fracciones de un extracto de hojas de VA soluble
en agua. Los primeros investigadores han mostrado que fracciones

purificadas del extracto de VA usando cloroformo, indujeron efectos contra el

%
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cancer en carcinoma humano de la nasofaringe. Ei procedimiento comenzd

con la extraccion con cloroformo de hojas deshidratadas de VA para generar
las fracciones A y B. La purificacion de A entre metanol acuoso a 10% y éter
de petroleo, dio una fraccion D de metanol acuoso. El fracciocnamiento de la
fraccion D con cromatografia de dacido silicico, resultd en dos fracciones
citotoxicas denominadas F y H. Otra cromatografia de la fraccion H produjo un
aceite incoloro denominado vernodalina, mientras gue la recromatografia de la
fraccion citotoxica F dio dos compuestos cristalinos similares, vernolida y
vernomigdina. Estas tres fracciones puras indujeron efectos citotoxicos en
células de carcinoma de nasofaringe humano con valores de ICspde 1.8, 2.0y
1.5 pg/ml, respectivamente. Los investigadores concluyeron que las
actividades de estos tres compuestos dependieron de sus posiciones; del
grupb a-metil-y-lactona como parte de sus estructuras. Jisaka y colaboradores
mostraron también que vernodalina vy vernolida indujeron efectos
antitumoralés en células de leucemia P-388 y L-1210, con valores de ICsq de
0.11'y 0.17 pg/ml para vernodalina, y de 0.13 y 0.11 pg/ml para vernolida,
respgctivamente.

El andlisis fitoquimico de muestras de V. amygdalina colectadas

en Mahale de plantas individuales conocidas por ser usadas por chimpancés,

‘revel6 la presencia de dos clases principales de compuestos bioactivos. Se

han aislado muchas sesquiterpeno lactonas conocidas, y 13 nuevos
glucdsidos esteroides de tipo estigmastano y sus agliconas de ocurrencia libre

(Ohigashi et al., 1991, Jisaka ef al, 1992a, 1992b, 1993a, 1993b). Las

s€
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sesquiterpeno lactonas presentes en V. amygdalina se encuentran también en

V. colorata y en muchas otras especies de Vernonia. Son bien conocidas por
sus propiedades antihelminticas, antiamibianas, antitumorales y antibidticas
(Toubiana y Gaudemer 1967, Kupchan et al, 1969, Asaka et al, 1977,
Gasquet ef al, 1985, Jisaka et al, 1992a, 1993b). Extractos de metanol
crudes de las hojas exhibieron actividad inmunosupresora e inhibicién del
proceso que inicia la primera etapa de crecimiento de células tumorales
(Koshimizu et al, 1993). Se encontrd6 que las sesquiterpeno lactonas
citotoxicas son mas abundantes en las hojas y la corteza. Las hojas de
Vernonia se usan de esta manera para tratar dolores de estémago e
infecciones parasitarias, y la planta se usa también como un insecticida, dador
de vigor y un coagulante sanguineo (McGraw Hill, 2000). Ademas, un reporte
tradicional de la medicina tradicional de la India ha encontrado que las
semillas de la planta tropical Vemonia anthelmintica son antiinflamatorias y
citotoxicas.

La alopecia es la ausencia o el retardo del crecimiento del
cabello en un éarea del cuerpo en donde antes crecié cabello. Puede ser
causada por dano fisico al cabello mismo, o a los foliculos del cabello, pero es
con mas frecuencia el resultado de cambios en el ciclo de crecimiento natural
del cabello. En algunos tipos de alopecia, el ciclo de crecimiento es
interrumpido por alguna situacién temporal tal como un desequilibrio guimico o
estrés. Sin embargo, la vasta mayoria (95%) de los casos de perdida del

cabello en hombres (calvicie de distribucién masculina) y mujeres (calvicie
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difus;a femenina), son de origen genético. Bajo la superficie de la piel esta ia
raiz del cabello, la cual esta encerrada dentro de un foliculo del cabelio, Enla
base: del foliculo del cabello estd la papila dérmica (o papila). La papila
dérmica es alimentada por la corriente sanguinea que lleva nutricién para
producir nuevo cabello. La papila dérmica es una estructura muy importante
para' el crecimiento del cabello, debido a que contiene receptores para
hormonas masculinas y andrégenos. Los andrégenos regulan el crecimiento
del cabello, y en el cuero cabelludo los andrégenos del cabello pueden hacer
que él foliculo del cabello se haga progresivamente mas pequefio y contribuya
al deisarrollo de alopecia (Hoffménn, 2001).

Las causas de la pérdida del cabello son variadas. Seis tipos
principales de perdida del cabello son, a saber, alopecia areata, alopecia
androgenica, efluvio anageno (pérdida del cabello por tratamiento de cancer),
perdida del cabello autoinducida, efluvio telbgeno y alopecia cicatrizante.
Otros tipos de pérdida del cabello incluyen alopecia sifilitica (usualmente una
manifestacion de sifilis secundaria), esclerodermia (una enfermedad que
causa fibrosis, es decir, endurecimiento y estrechamiento de la piel que
interﬁere con ell funcionamiento normal de los foliculos del cabellb y el
crecimiento del cabello), y tifia del cuero cabelludo (que causa pérdida del
cabelglo por digestién de la queratina del cabello). Se piensa que la alopecia
areata es una enfermedad autoinmune del cabello, apareciendo inicialmente
como un parche desnudo redondeado de aproximadamente 2.54 cm a través

del cuero cabelludo. La alopecia areata afecta igualmente a hombres vy




10

15

20

muje;res, y es experimentada con frecuencia primero en la nifiez. La alopecia
andrége’nica da razén de 95% de toda la pérdida del cabello. Puede afectar a
hombres y mujeres, aunque los hombres experimentan un grado mucho
mayor de pérdida del cabello. Cuando ocurre alopecia androgénica, los
grandes foliculos del cabeilo activos en areas especificas comienzan a
cambiar a foliculos menos activos mas peguefios que se contraen ligeramente
con cada nuevo ciclo de crecimiento. La testosterona 5a-reductasa con.vierte
la testosterona a 5a-DHT. La 5a-DHT hace que el cabello cambie a estrecho,
produciendo cabellos progresivamente mas finos con cada nuevo ciclo de
crecimiento hasta que finalmente el cabello se vuelve transparente y deja de
emerger. De esta manera, esta hormona masculina, 5a-DHT, contribuye a la
alopecia androgénica en aquellos que estan genéticamente predispuestos. Es
interesante notar que los individuos con una deficiencia en testosterona 5a-
reductasa no desarrollan alopecia androgénica. Esto es porque el cuerpo es
incapaz de convertir la testosterona en 5a-DHT (Hoffmann ef al, 2000
Hibberts et al., 1998). El efluvio andgeno es la pérdida repentina del cabello
gue ocurre como resultado de quimicos o radiacion, tal como la pérdida del
cabello que resuita durante ciertos tipos de quimioterapia o radioterapia. La
pérdiclja del cabello es usualmente repentina, ocurriendo 1 a 3 semanas
después de que ha ocurrido la exposicidon a los guimicos o la radiacion. El

dafo al cabello en algunos casos es autoinflingido, a veces conscientemente

‘0 inconscientemente. Los dos tipos principales de pérdida del cabello

autoinducida son tricotilomania (que resulta de la traccion o depilacién
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continua del cabello) y alopecia por traccion (causada usualmente por traccién
continua y excesiva en el cabello debida a varios tipos de disefio del peinado).

El efluvio teldgeno ocurre cuando estrés repentino ¢ severo causa un

incremento en la muda del cabello (Brajac et al., 2003). La alopecia

cicatrizante ocurre cuando existe inflamacion en los foliculos del cabello
debida a infeccion. Es facil identificar un caso de alopecia cicatrizante severa,
debido a que habra parches asperos scbre la superficie del cuero cabelludo,
formados de pequefios vasos sanguineos y tejido conectivo. La alopecia
cicatrizante es causada principalmente por lupus eritematoso discoide, liquen
plano, alopecia pseudopelada de Brocq, aplasia cutis congénita o atriquia
congeénita.

Varios farmacos estan disponibles para tratar la alopecia, tales
como inhibidores de 50-DHT (anti-androgenos), SOD  (superdxido
dismutasas), miméticos, vasodilatadores, activadores de PGHS-1
(prostaglandina-H-sintasa-1) y abridores de los canales de potasio (PCOs).

La causa principal de la pérdida del cabello es la unién de 5a-
DHT a los receptores de androgeno. El término “inhibidor de 5a-DHT” se usa
paraflas sustancias que inhiben enzimas responsables de la produccién de
5a-DHT, como es el caso de la testosterona 5a-reductasa, o que de otra
manera bloquean o enmascaran la actividad de 5a-DHT por union a 5a-DHT
inactivandola de esta manera, y/o por unién a los receptores de 5a-DHT. Los
inhibjdores de 5a-DHT usados en tratamiento de la alopecia, son extracto de

Serenoa repens, extracto de la raiz de ortiga, acido azelaico y Ginkgo biloba

z
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(Hiipakka et al., 2002: Kaufman, 2002). Las superdxido dismutasas son

enzimas que destruyen el radical libre superdxido, un mediador bioldgico
importante. En muchos sistemas, el superdxido se opone a la accion de otra
sustancia mensajera ubicua, el oxido nitrico. El oxido nitrico es un factor
estimulador natural del crecimiento del cabello. Los miméticos de SOD
incluyen prazotida de cobre y un peptido de unidon a cobre. TEMPOL (4-
hidroxi-2,2,6,6-tetrametil piperidinil oxilo o 4-hidroxi TEMPO) es otro mimético
de SOD. Los vasodilatadores actian incrementando la cantidad de sangre
hacia el foliculo del cabello. El minoxidil topico fue originalmente un farmaco
paraihipertension y debido a que es un vasocdilatador, es ahora el tratamiento
mas ampliamente recomendado para la alopecia androgénica. Estudios
recientes han mostrado que el minoxidil tdpico no causa un incremento en el
flujo sanguineo de la piel que se pensaba originalmente era el mecanismo por
el cgal el minoxidil funciona. Estudios llevados a cabo sugieren que el
minoxidil funciona activando a PGHS-1, que ayuda en la promocién del
crecimiento del cabello (Messenger et al., 2004). La apertura de los canales
de potasio intracelulares es un mecanismo de accion comun para una serie de
farmacos antihipertensivos que incluyen al agente inductor del crecimiento del
cabello minoxidil. Trabajos recientes sugieren que los PCOs influyen también
sobre el crecimiento del cabello.

El tratamiento de la alopecia areata incluye el uso de
corticosteroides (aplicacién tdpica), ditranol, retin A (tretinoina), minoxidil

topico (vendido como Regaine, Rogaine o Headway) y zinc (Alabdulkareen et
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al., 1998; Meidan ef al/,, 2001) o la administracion de cortisona sistemica,
tratamiento con PUVA o el uso de irritantes. Los tratamientos para la alopecia
androgénica, en particular para la calvicie de distribucion masculina, incluyen
minoxidil (m&s ampliamente usado), propecia (finasterida), retin-A (tretinoina),
zinc y skinoren/acido azelaico (Kaufman et al,, 1999), y para la calvicie de
distribucion femenina incluyen dieno 35 (acetato de ciproterona con
etinilestradiol), cimetidina, acetatc de ciproterona, espironolactona vy
nizoral/ketoconazol. El tratamiento para la fricotilomania implica con
frecuencia asesoramiento o ayuda psiquiatrica; sin embargo, en algunos
casos, puede brescribirse un antidepresivo. En general, un cambio en el
disefio del peinado que reduzca la traccién sobre el cabello y el foliculo del
cabello, es todo lo que se requiere en el tratamiento de la alopecia por
tracgién. El efluvio telégeno que es la pérdida del cabello causada por el parto,
terminacién del embarazo, inicio o detencién de pildoras para el control de la

natalidad, farmacoterapia, estres emocional severo, etc. es usualmente

temporal, y en la mayoria de ios casos el cabeilo volvera a crecer

normalmente poco después de que se ha caido. El tratamiento de la alopecia
cicatrizante incluye el uso de unglientos de corticosteroides tépicos tales
como acetonido de triamcinolona, farmacos antipalidicos tales como la
hidroxicloroquina, lociones de esteroides, etc. Para la alopecia sifilitica, se usa
con frecuencia penicilina para tratar la condicion. La tifia del cuero cabelludo,
que es la pérdida del cabello causada por infeccion por tifia, implica el uso del

tratamiento usado cominmente para la tifia, tal como un agente antimicético,
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por ejemplo, champu de Nizoral (ketoconazol a 2%).

Productos naturales en el tratamiento de la alopecia incluyen
Aloe! (Aloe barbadensis), bardana (Arctium minus), pimiento (Capsicum
annuum L), jengibre (Zingiber officinale), Ginkgo (Ginkgo biloba), té verde
(Camellia sinesis), escaramujo (Rosa canina), lavanda (Lavendula officinale),
milenrama (Achiflea millefolium), cebolla (Alium cepa), Pygeum (FPygeum
africanum), Arnebia sp., pimiento rojo (Capsicum annuum), romero
(F\’oslamarfnus officinalis), aceite de cartamo (Carthamus tinctorious), Serenca
repef’rs, ortiga (Urtica dioica) y aceite del arbol del té (Mefaleuca alternifolia).

Aloe barbadensis contiene una enzima denominada superdxido
dismiqtasa, y activa la produccion de Oxido nitrico que estimula el nuevo
crecimiento del cabello en aguellos que sufren de calvicie de distribucién
'masc,ulina. Sus propiedades emolientes protegen también contra el dafio al
cuero cabelludo y el cabello. El extracto de Arctivm minus ayuda a invertir
condiciones del cuero cabelludo debidas a alopecia, y promueve la
recuperacion de la irritacion del cuero cabelludo. Ayuda también a mejorar el
vigor, brillo y cuerpo del cabeilo, con sus fitosteroles naturales y acidos grasos
esenciales. Capsicum annuum L estimula el crecimiento del cabello en 50%, e
incrementa el flujo sanguineo hacia el cuero cabelludo, asi como la liberacién
de histamina que estimula la division celular. Es excelente para acelerar el
nuevo crecimiento del cabello. El jengibre tiene agentes circulatorios que
estimulan el ciclo de crecimiento del foliculo del cabello. Ademas, el jengibre

es rico en acidos grasos que se recomiendan para la pérdida del cabello y el
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adelgazamiento de! eje del cabello. Los extractos de Ginkgo tienen actividad
inhibidora de 5a-DHT, y por lo tanto poseen actividad estimuladora del
crecimiento del cabello. Aumentan también la microcirculacion en la raices, y
por ende estimulan el crecimiento del cabello. Se piensa gque quimicos
naturales denominados catequinas encontradas en el {é verde, pueden inhibir
a la enzima testosterona Sa-reductasa tipo | que convierte la testosterona en
5a-DHT. Se cree por lo tanto que el té verde es efectivo en la prevencion y el

tratamiento de la calvicie de distribucidon masculina. El extracto de escaramujo

‘es rico en vitaminas C, B1, B2, pirofosfato P, K y E, taninos, pectina y acidos

de frutos. La vitamina B1 actGa en el balance de humedad de la piel, y es
esencial para las funciones normales de la piel. La vitamina B2 disminuye las
secreciones seba’ceas,. y previene la pérdida del cabeHb. Mejora la circulacion
local, estimulando de esta manera el crecimiento del cabello y nutriendo a la
piel. La lavanda tiene propiedades antiinflamatorias muy fuertes que ayudan a
combatir la alopecia. Provee brillo, volumen y elevacién siﬁ que estropee el
color del cabello. El extracto de Achillea millefolium contiene aceites
esenciales, taninos y acidos organicos. Ei extracto tiene accion curativa,
antiinflamatoria y calmante, y estimula el crecimiento del cabello. Se han
usado ortigas para fratar la alopecia debido a su eficacia en el bloqueo de 5a-
DHT. El extracto de Allium cepa tiene un alto contenido de azufre que se cree
es un mineral que cura el cabello. El extracto de Pygeum africanum inhibe la
enzima {estosterona Sa-reductasa tipo |. Se usa ampliamente para prevenir la

calvicie de distribucion masculina. El extracto de la raiz de la planta Armebia
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sp. da una naftoquinona denominada shikonina. La shikonina es un inhibidor
de la testosterona 5Sa-reductasa, y de esta manera se propone gque tiene
actividad preventiva de la caida del cabello. El extracto de Capsicum annutm

actua como un irritante para Ia piel que lleva sangre y nutrientes hacia el cuero

cabelludo, y favorece también fa liberaciéon de histaminas que estimulan la

divisién celular y el nuevo crecimiento del cabello. Se ha mostrado gue el
romero promueve la circulacion incrementada, y ayuda a remover la caspa y
las acumulaciones de sebo en el cuero cabelludo. El extracto de Carthamus
tinctorious actua como un vasodilatador que dilata los vasos sanguineos. Esto
permite que mas sangre suministre nutrientes hacia los foliculos del Cabello.-
El extracto de Serenoa repens es muy efectivo en el bioqueo de la formacién
de 5a-DHT, y parece bloquear a los receptores de andrdgeno que se
encuentran en los foliculos del cabello, Bloquea las formas tipo 1 y tipo 2 de Ia
testosterona Sa-reductasa. Se piensa que el extracto de Urtica dioica bloquea
la conversion de testosterona en 5a-DHT. Se ha mostrado que el extracto de
aceite esencial de Melaleuca alternifolia destruye a la levadura (Pityrosporum
ovale) responsable de la caspa. Esta levadura infecta el cuero cabeliudo,
causando inflamacion y comezdn que lleva a pérdida del cabello. El aceite de
arbol del té se infiltra a través de la piel y destruye a la levadura, de modo que
el cabello queda libre de caspa y por ende reduce Ia perdida del cabello. Se
ha mostrado gue constituyentes bioactivos tales como aceites esenciales
derivados de aciculas de pino y raices de la bardana; taninos (corteza de

roble y sauce); bioflavonoides (corteza de sauce, aciculas de pino y hollejos
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de arroz) y vitaminas B1, B6 y B7 (hollejos de arroz y aciculas de pino),

poseen actividad que promueve el crecimiento del cabello.

Es bien sabido en la técnica que ciertas manifestaciones
fisioldégicas indeseables, tales como acné vulgar, seborrea, hirsutismo
femenino, calvicie de distribucidon masculina e hipertrofia prostatica benigna,
son el resuitado de estimulacidn hiperandrogénica causada por una
acumulacion excesiva de testosterona u hormonas androgénicas similares en
el sistema metabdlico. El crecimiento del cabello depende de una estrecha
interaccion de diferentes poblaciones de células del foliculo del cabello. En
ciertas regiones del cuerpo, los androgenos interfieren con su cooperacion
altamente regulada en una manera ain poco entendida. La respuesta de los
foliculos del cabello a los androégenos puede agruparse como dependiente de
androgenos, por ejemplo, en la barba, sensible a andrégenos, por ejemplo, en
el cuero cabelludo frontal de los individuos afectados, o independiente de
andrégenos, por ejemplo, en ef cuero cabelludo occipital. Al nivel de células
objetivo, el balance entre 5-alfa-reductasa, 17-beta-hidroxiesteroide-
deshidrogenasa (17-beta-HSD) y 3 alfa-hidroxiesteroide deshidrogenasa (3-
alfa-HSD), da metabolitos con diferente potencial androgénico. Los primeros
intentos por proveer un agente quimioterapéutico para contrarrestar los
resultados indeseables de {a hiperandrogenicidad, resultaron en el
‘descubrimiento de varios antiandrogenos esteroidales que tienen actividades
hormonales indeseables propias. Los estrégenos, por ejemplo, no soélo

contrarrestan el efecto de los androgenos, sino tienen también un efecto
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feminizante. Se han desarrollado también antiandrégenos no esteroidales, por
gjemplo, 4'-nitro-3'-trifluorometilisobutiranilida. Sin embargo, estos productos,
aunque carentes de efectos hormonales, son periféricamente activos,
compitiendo con los andrégenos naturales por los sitios receptores, y por ende
tienen una tendencia a feminizar a un hospedero masculino o al feto
masculino de un hospedero femenino. Recientemente se ha sabido en la
tecnica que el mediador principal de la actividad androgénica en algunos
organos objetivo es la 5-alfa-dihidrotestosterona, y que-se forma localmente
en el organo objetivo por accion de la testosterona-5-aifa-reductasa. Por lo
tanto; se ha postulado y se ha demostrado que los inhibidores de
testosterona-5-alfa-reductasa serviran para prevenir o disminuir los sintomas
de la estimulacion hiperandrogénica.

La finasterida (PrOpecia®) es un inhibidor especifico de la 5-alfa-
reductasa tipo Il. Es decir, inhibe a la enzima responsable de Ia regulacion de
la_ conversion de testosterona a dihidrotestosterona (DHT). Mediante la
reduccion de los niveles de DHT en el cuero cabelludo, el farmaco disminuye
los efectos de la DHT sobre los foliculos del cabello, revertiendo el proceso de
pérdida del cabello. La finasterida inhibe la expresién de la enzima 5-alfa-
reductasa, que regula la produccion de dihidrotestosterona (DHT). Mediante la
disminuciéon de los niveles de DHT en el cuero cabelludo, reduce el efecto
nocivo de la DHT sobre los foliculos del cabello. La finasterida disminuye ias

concentraciones de DHT en el suero y el cuero cabelludo por hasta 70% vy

60%, respectivamente.
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Recientemente, ha habido un interés incrementado en el uso de
la terapia natural para el tratamiento de un estado de enfermedad. Se ha
demostrado que muchos extractos herbales son Utiles en el tratamiento de la
hipeﬁplasia prostatica benigna. Uno de dichos extractos herbales es el extracto
de Ia‘.s bayas de Serenoa repens. Serenoca repens €s una pequefa palma con
gran(;:ies hojas y grandes bayas de color negro-rojo oscuro. Las bayas de
Serepoa repens contienen un aceite con una variedad de acidos grasos y
fitostgroles. Se ha mostrado que el extracto soluble en grasas de la bayas de
Serenoa repens inhibe la conversion de testosterona, que se piensa es
responsable del crecimiento de la prostata. Ademas, el extracto de Serenoa
repens inhibe la unién de la DHT a los receptores, blogueando de esta
manera la accion de la DHT, y promoviendo la degradacién del compuesto
potente. Otro extracto herbal usado es el de la planta Pygeum africana.
Pygeum es un gran arbol siempre verde que crece en las mesetas mas altas
de S:udéfrica. La corteza del arbol es procesada para producir una fraccion
liposoluble que contiene fitosteroles, triterpencides pentaciclicos y ésteres
fert]li(l:os de acidos grasos de cadena larga. Se ha encontrado gue los
extractos de la planta Pygeum africana en pruebas clinicas de doble ciego,
son efectivos en el tratamiento de una amplia gama de hiperplasia prostatica.
El consumo del exiracto de Pygeum resultdé en una mejora significativa de
éintomas, reduccion en el tamafo de la préostata y depuracion de la
obstryccic’m uretral del cuello de la vejiga. Se ha demostrado que el extracto

de lajortiga, que es un extracto de una planta perenne que crece en todo el
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mundo, muestra una reduccion en el potencial de crecimiento de la préstata
en ratones con la administracion de una alta dosis del extracto de la raiz de la
ortiga. Tradicionalmente, las ortigas han sido conocidas también como un
tonico para el cabello y la piel, estimulando el crecimiento del cabello,
mejorando la condicion del cabello y la piel, y para el tratamiento de la caspa.
Existe aun la necesidad de un estimulante natural para el crecimiento del
cabelio para su uso en el tratamiento de la aiopecia androgénica, que tenga
efectos secundarios y riesgo de toxicidad reducidos en comparacién con ios
compuestos farmaceuticos sintetizados. La conversion de testosterona (T) a
dihidrotestosterona {(DHT) por medio de la enzima 5-alfa-reductasa (5AR),
contribuye a la pérdida del cabello.

Ninguna literatura se ha encontrado respecto af uso del extracto
de Vemonia sp. para el tratamiento de la pérdida dei cabello. Existe aun la
necesidad de una busqueda continua de productos naturales novedosos que
puedan usarse para la prevencion de la pérdida del cabello y/o regeneracion
del cabello carente de cualquier efecto toxico, y de preferencia que facilite la
restauracion del cabello. La presente invencion no séio provee una solucién
novedosa al problema mencionado anteriormente, sino describe también
comppsiciones farmacéuticas que comprenden un extracto de un producto

patural altamente efectivo para el tratamiento de dichos trastornos

relacionados con el cabello.
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BREVE DESCRIPCION DE LA INVENCION

Es un objetivo de la presente invencion proveer composiciones
novedosas para la pre.vencic')n de la perdida del cabello y/o promocion del
crecimiento del cabello, que comprendan por lo menos uno o varios agentes
derivados de una fuente natural o fuente sintética o fuente semisintética como
el agente activo, ya sea solo o en combinacidn con otros agentes activos, y
opciqhalmente uno o mas excipientes.

Es un objetivo de la presente invencion proveer composiciones
novedosas para la prevencién de la pérdida del cabello y/o promocion del
crecimiento del cabello, que comprendan un extracto obtenido de la planta
Vernornia sp. como el agente activo, ya sea solo o en combinacion con otros
agentes activos, y opcionalmente uno o mas excipientes.

Es un objetivo de la presente invencion proveer composiciones
novedosas para la prevencion de la pérdida del cabelio y/o promocidn del
crecimiento del cabello, que comprendan un exiracto obtenido de la planta
Vernonia anthelmintica como el agente activo, ya sea solo o en combinacion
con otros agentes activos, y opcionalmente uno 0 mas excipientes.

Es otro objetive de la presente invencion proveer un
procedimiento para la preparacidn o extraccion del agente para la prevencion
de la:.pérdida del cabello y/o promocion del crecimiento del cabello, de una
fuente natural o fuente sintética o fuente semisintética.

Es otro objetivo de la presente invencion proveer un

7C
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procedimiento para la preparacidon de composiciones que comprendan el
agente activo para la prevencién de la pérdida del cabello y/o promocion del
crecimiento del cabello.

Es otro objetivo de la presente invencidon proveer un
.proce‘dimiento para la preparacion de dicha composicion novedosa, que
comprenda ios éiguientes pasos:

i) mezclar los agentes activos para la prevencion de la pérdida
del cabello y/o promocién del crecimiento del cabello, con uno o mas
excip;ientes, y

’ ii} formular la mezcla en una forma de dosificacion adecuada.
Es otro objetivo de la presente invencion proveer un método de
uso d:e dicho agente novedoso para la prevencion de la pérdida del cabello y/o
promocién del crecimiento del cabello, o composicionés farmacéuticas que
comprendan dicho agente, que comprenda administrar a un sujeto que
necesita del mismo, una cantidad efectiva de dicho agente o composicion del
mism}o.

Las composiciones novedosas de la presente invencion estan de
prefe:rencia en la forma de preparaciones orales o tépicas, mas
preferibfemente en |la forma de preparaciones topicas tales como liquido,
crema, gel, locidn o rocio. Las composiciones son utiles para la prevencion de
la pérdida del cabello y/o promocién del crecimiento del cabello, de
preferencia para el fratamiento de alopecia androgénica inducida por

testosterona.

73
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DESCRIPCION DETALLADA DE LA INVENCION

La presente invencion provee composiciones novedosas para la
prevencion de la pérdida del cabello y/o promocion del crecimiento del cabello,
qde comprenden por lo menos uno o varios agentes derivados de una fuente
natural o fuente sintética o fuente semisintética como el agente activo, ya sea
solo o en combinacion con otros agentes activos, y opcionalmente uno o mas
excipientes.

De preferencia, el agente para Ia prevencion de la pérdida del
cabello y/o promocion del crecimiento del cabello, se deriva de una fuente
natural. En una modalidad, la composicién de la presente invencion es Gtil
como una formulacion farmacéutica o un cosmético o producto ayurvédico. En
una modalidad de la presente invencion, las composiciones novedosas para la
prevencién de la pérdida del cabello y/o promocion del ¢crecimiento del cabello,
comprenden un extracto obtenido de la planta Vernonia sp. como el agente
activo, ya sea solo o en combinacidbn con otros agentes actives, vy
opcionalmente uno o mas excipientes. En una modalidad preferida de la
presente invencion, las composiciones novedosas para la prevencion de la
pérdida del cabello y/o promocién del crecimiento del cabello, comprenden un
extracto obtenido de la planta Vernonia antheimintica como el agente activo,
ya sea solo 0 en combinacidn con otros agentes activos, y opcionalmente uno
o mas excipientes. En otra modalidad, la parte de la planta usada para

preparar el extracto puede ser cualquier parte o mezcla de partes o planta
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entera. Las partes usadas se seleccionan de preferencia de partes aéreas
tales' como ‘hojas, apices en floracién, flores, semilias, frutos y tallos, o
comblinacién de dichas partes.

En otra modalidad de la presente invencidn, se provee un
procedimiento para la preparaciéh 0 extraccion del agente para la prevencion
de la pérdida del cabello y/o promocidn del crecimiento del cabello de una
fuente natural o fuente sintética o fuente semisintética, o una combinacion de
dichas fuentes.

En una modalidad de ia presente invencion, el procedimiento de
extraccion del agente para la prevencion de la pérdida del cabello y/o
promocion del crecimiento del cabello, comprende los siguientes pasos:

i} extraccion de la planta o partes de la planta deshidratadas y
pulverizadas con un solvente no polar, o mezclas del mismo,

i) destilacion det extracto para remover el solvente,

i) opcionalmente, otra extraccion del residuo con un solvente
polar; 0 mezclas dei mismo,

iv) opcionalmente, destilacion del extracto para remover el
solvente para obtener el extracto deseado, de preferencia como un polvo.

En otra modalidad, el procedimiento para la extraccion de los
agentes para la prevencion de la pérdida del cabello y/o promocién del
crecimiento del cabello de especies de Vernonia, comprende los siguientes
pasos:

i) extraccion de la planta o partes de la planta deshidratadas y
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pulverizadas con un solvente polar, o mezclas del mismo,
| i) opcionalmente, destilacidn/concentracion dei extracto para
remolver/reducir el solvente,

i) opcionalmente, deshidratacion del extracto para remover el
solvente para obtener el extracto deseado, de preferencia como un polvo.

En otra modalidad, el procedimiento para la extraccion de fos
agentes para la prevencion de la pérdida del cabello y/o promocion del
crecimiento del cabello de especies de 4Vemonia, comprende los siguientes
pasos:

i) expresion del jugo de la planta o partes de la planta frescas
opcionalmente con la adicion de un solvente polar, o mezcla del mismo,

i} fitracion del jugo,

i) opcionalmente, destilacidn/concentracion del extracto para
remover/reducir el solvente,

iv) opcionalmente, deshidratacion del extracto para remover ei
solvente para obtener el extracto deseado, de preferencia como un polvo.

El solvente polar util en la presente invencion se selecciona de,
pero no esta limitado a, acetona, metanol, etanocl, alcohol isopropilico tal como
isopropanol, butanol, agua, y similares, usados ya sea solos o en combinacién
de los mismos. El solvente no polar dtil en la presente invencién se selecciona
de, pero no esta limitado a, pentano, hexano, heptano, éter dietilico, éter de
petroleo, cloroformo, diclorometano, dicloroetano, o mezclas de los mismos. E|

modo: de deshidratacion usado en la invencion se selecciona de un método
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conocido en la técnica que incluye, pero no esta limitado a, deshidratacion en
bandgja, deshidratacion en bandeja al vacio, deshidratacion en bandeja af
vacio agitada, deshidratacion por aspersion, deshidratacion por congelacion,
liofili;;acién, y similares, usados ya sea solos ¢ en combinacion de los mismos.

En otra modalidad de la presente invencion, se ‘provee un
procedimiento para la preparacidn de una composicidn novedosa que
comprende el agente para la prevencién de la pérdida del cabello y/o
promocion del crecimiento del cabello, que comprende ios siguientes pasos:

i) mezclar los agentes activos para la prevencion de la pérdida
del cabello y/fo promocion del crecimiento del cabello con uno o mas
excipientes, y

ii} formular la mezcla en una forma de dosificacion adecuada.

En una modalidad, el agente para la prevencion de ia péerdida del
cabello y/o promocion del crecimiento del cabello, comprende uno o mas
fitosteroles. Los fitosteroles se extraen de la fuente natural, tales como
aquellos obtenidos de Vernonia sp., 0 se sintetizan usando una combinaciéon
de las técnicas de sintesis conocidas en la materia. Los fitosteroles pueden
obtenerse en forma alternativa semisintéticamente. En una modalidad, el
extracto para la prevencidon de la pérdida del cabello y/o promocién del
crecirpiento del cabello, comprende también uno o mas componentes tales
como, acidos grasos o ésteres de acidos grasos, carotenoides, o similares, o
mezcias de los mismos. En una modalidad, el extracto de Vemonia puede

someterse a cromatografia en columna para el aislamiento de los




10

15

20

25

constituyentes fotoguimicos. El extracto de Vernonia anthelmintica puede
cromatografiarse en columna usando alimina ne'utra como fase estacionaria,
y cloroformo a 15% en hexano como fase mévil. Las fracciones obtenidas
pueden ser agrupadas y deshidratadas. La fraccién agrupada puede
cromatografiarse de nuevo en columna usando gel de silice (100-200) como
fase estacionaria, y hexano como fase mdvil. La polaridad de la fase movil
puede incrementarse hasta cloroformo a 7% en hexano. Las fracciones
obtenidas en esta fase movil pueden ser agrupadas y deshidratadas bajo
vacio; y la -fraccién agrupada puede cristalizarse usando un solvente
adecuado para obtener un compuesto puro.

En una modalidad, el extracto para la prevencion de la pérdida
del cabello y/o promocion del crecimiento del cabello, comprende uno o mas
extractos obtenidos de varias especies de la planta Vernonia tales como, pero
no limitadas a, Vernonia noveboracense, Vernonia praealta, Vernonia
tomentosa, Vernonia anthelmintica, Veronia amygdalina, Vernonia cinerea, y
similares.

En una modalidad, el extracto novedoso de la presente invencién
obtenido de la planta Vernonia sp. se combina con por lo menos aigun otro
extracto obtenido de una fuente natural que incluye, pero no esta limitada, un
grupo que comprende Aloe (Aloe barbadensis), bardana (Arctium minus),
pimiento (Capsicum annuum L), jengibre (Zingiber officinale), Ginkgo (Ginkgo
biloba:), te verde (Camellia sinesis), escaramujo (Rosa canina), lavanda

{Lavendula officinale), milenrama (Achillea millefolium), ortigas (Urtica divica),
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cebo!la (Alfium cepa), Pygeum (Pygeum africanumy), Arnebia sp., pimiento rojo
(Capsicum annuum), romero (Rosamarinus officinalis), aceite de cartamo
(Carthamus tinctorious), Serenoa repens y aceite del arbol del té (Melaleuca
alterqifo!ia).

En otra modalidad de la presente invencion, se provee un
método de uso del agente novedoso para la prevencion de [a pérdida del
cabello y/o promocion del crecimiento del cabello o composiciones
farmacéuticas que comprenden dicho agente, que comprende administrar a
un sujeto que necesita del mismo, una cantidad efectiva de dichoc agente o
composicion del mismo. Las composiciones de la presente invencidn son
utiles: en el manejo de enfermedadesftrastornos dei cabello, que incluyen
profilaxis, mejora o tratamienfo de dichas enfermedades/trastornos del
cabello.

En otra modalidad, el agente para la prevencion de la pérdida del
cabello y/o promocién del crecimiento del cabello, o composiciones del mismo,
es util en uno o mas de varios trastornos del cabello que incluyen, pero no
estan limitados a, un grupo que comprende aiope'cia areata, alopecia
anergénica, efluvio anageno (pérdida del éabeilo por tratamiento de cancer),
pérdida del cabello autoinducida, efluvio telogeno, alopecia cicatrizante,
alopecia sifilitica, esclerodermia y tifia del cuero cabelludo. En una modalidad,
el agente activo para la prevencion de la pérdida del cabelio y/o promacion del
crecimiento del cabello, actia de preferencia bloqueando o inhibiendo a la

testosterona-5a-reductasa responsable de la conversion de testosterona a 5a-
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DHT. La 50-DHT hace que el eje del cabello se estreche, produciendo
cabel{llos progresivamente mas finos con cada nuevo ciclo de crecimiento,
hasta que finalmente los cabellos se vuelven transparentes y dejan de
emerger. De esta manera, esta hormona masculina, 5a-DHT, contribuye a [a
alopecia androgénica, principalmente en aquellos que estan predispuestos
genéticamente.

En otra modalidad, el agente activo para la prevencion de la
perdida del cabello y/o promocién del crecimiento del cabello de la presente
invencion, se combina ademas con uno © mas farmacos alopaticos que estan
disponibles para tratar la alopecia, ocurriendo debido a diferentes condiciones
patolégicas,' tales como inhibidores de 5a-DHT (anti-andrégenos), SOD
(superoxido dismutasas), miméticos, vasodilatadores, activadores de PGHS-1
(prostaglandina-H-sintasa-1) y abridores de los canales de potasio (PCOs). De
preferencia, dicha combinacion lleva a un efecto aditivo, de potenciacién o
s‘inerg;istico, y podria llevar a una reduccién en la dosis del farmaco alopatico
usadq, reduciendo al minimo de esta manera los efectos adversos
dependientes de la dosis asociados con dicho farmaco. En otra modalidad, el
agente activo para la prevencién de la pérdida del cabello y/o promocién del
crecimiento del cabello de la presente invencion, se combina ademas con uno
0 més farmacos alopaticos seleccionados de, pero no limitados a, un grupo
que comprende corticosteroides, ditranol, retin A (tretinoina), minoxidil, zinc,
irritantés, finasterida, skinoren/acido azelaico, acetato de ciproterona con

etinilestradiol,  cimetidina, acetato de ciproterona, espironolactona,
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ketoconazol, antidepresivo, acetéonido de triamcinolona, farmacos
antipaludicos tales como hidroxicloroquina, penicilina, y similares, o mezclas
de los mismos. Cualquier ofro farmaco adecuado conocido en la técnica que
sea util para el tratamiento de trastornos del cabello u otros trastornos
asociados, tales como depresion o ansiedad debidos a la pérdida del cabello,
etc., puede combinarse con el agente activo para fa prevencidn de la pérdida
dei cabello y/o promocién del crecimiento del cabello de la presente invencion.

En otra modalidad, las composiciones novedosas de la presente
invencion pueden formularse como una forma de dosificacién cosmética,
herbal, ayurvédica o farmacéutica conocida en la técnica, de preferencia en la
forma: de una preparacion oral tal como tabletas o capsulas, o una preparacion
topica tal como liquido, crema, gel, locidén o rocio, que sean utiles para la
prevencion de la pérdida del cabelio y/o promocién del crecimiento del cabeilo,
de pﬁeferencia para el tratamiento de alopecia androgénica inducida por
testosterona. Las composiciones pueden estar también en la forma de un
champu o acondicionador o aceite para el cabello que podria aplicarse
topicamente en el sitio deseado. En otra modalidad, la dosis preferida del
agente activo para la prevencion de fa pérdida del cabello y/o promocion dei
crecimiento del cabello de la presente invencion, es de aproximadamente
0.01% a aproximadamente 15.0% en p/p, de preferencia de aproximadamente

0.1% a aproximadamente 5.0% en p/p de la composicion.
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Estudios farmacolégicos

Se estudio la eficacia de un extracto de Vernonia anthelminfica
(preparado de acuerdo con el ejemplo 1 como se indica mas adelante) contra
la alopecia inducida por testosterona en hamsteres. Se adquirieron hamsteres
machos (n = 6/grupo) que pesaban de 90 a 120 g, de Central Animal House
de Panacea Biotec Ltd. para estudio. Ef farmaco usado para inducir la
glopepia fue inyeccion de depésito intramuscular de testosterona (Testoviron);
B. No. K1007, German Remedies Limited; cada mi de dicha inyeccion
contenia enantato de testosterona USP.... 250 mg y aceite de Arachis
(cacahuate) IP...c.5. La via de administracion de las composiciones en crema

fue topica, y la duracion de estudio fue de 22 dias. Se dividi6 a los hamsteres

en dos grupos diferentes: un grupo ftratado con extracto de Vernonia

anthefmintica, y otro grupo control de testosterona. En el dia 0 de estudio, el
pelo sobre y alrededor de los drganos de los costados seria afeitado con

trasquiladoras eléctricas. Los diferentes tratamientos se resumen en el cuadro

1,

CUADRO 1

Resumen de plan de tratamiento

Grupo
numero
l Testosterona (25 mg en volumen dividido de 33.3 pl en el dia
0, 7y 14) + alcohot a 95% en viv (100 ul/sitio)
[ Extracto de Vernonia anthelmintica (100 ul/sitio)

Tratamiento

%7
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Se administrd intramuscularmente testosterona en dosis
divididas, mientras que se aplico topicamente extracto de Vermonia
anthelmintica dos veces al dia por 21 dias. En el dia 7, el pelo alrededor de
ios organos de los costados se volvid a trasquilar. La cantidad de crecimiento
del pelo en el area alrededor de los organos de los costados se clasificd
visualmente en el dia 22, sobre una escala de 0 a 3 (0 = piel calva, 1 = ligero
crecimiento del pelo, 2 = crecimiento moderado del pelo y 3 = crebimiento
completo del pelo). Se tomaron fotografias de los érganos de los costados en
el dia 0y 22. En el dia 22, los hamsteres tratados con testosterona mostraron
una pérdida significativa del pelo en comparacion con el grupo normal
(puntuacion para el crecimiento del pelo; tratados con testosterona = 0.58 +
0.15 en comparacion con el confrol = 2.0). El tratamiento con extracto de
Vermonia antheimintica (topico, 100 plfsitio), revertid significativamente la
pérdida del pelo inducida por la testosterona en los hamsteres (figura 1).
Fotografias representativas de los diferentes grupos de tratamiento se
muestran en la figura 2. El grupo “control” mostro crecimiento normai del pelo
en el dia 22, el cual fue prevenido por el tratamiento con testosterona.
Ademas, el tratamiento con extracto de Vernonia anthelmintica por 22 dias
revertid la pérdida del pelo inducida por |a testosterona.

Se llevé a cabo otro estudio en hamsteres para demostrar la
eficacia comparativa de un extracto de Vemonia anthelmintica (preparado de
acuerdo con el ejemplo 2 como se indica mas adelante) contra finasterida, en

alopecia inducida por andrégenos. Se dividid a los hamsteres en cinco grupos

&
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diferentes: un grupo control normal, tres grupos tratados con farmaco, y un
grupo control de testosterona. En el dia 0 del estudio, el pelo sobre y
a!redrjedor de los drganos de los costados se afeitd con trasquiladoras

eléctriicas. Se aplicé topicamente aicohol a 95% (100 pl/sitio), dos veces al

dia, g grupos control normal y control de testosterona por 21 dias. Se aplicd

topicamente crema de Serenoa repens (100 mg/sitio) dos veces al.dia por 21
dias. Se aplicaron topicamente 100 pl/sitio de solucién a 2% de extracto de
Vernonia anthelmintica, dos veces al dia por 21 dias. Se administré oralmente
finasterida (0.6 mg/kg) dos veces al dia por 21 d?as. A los diferentes grupos
salvo|el grupo control normal se les administro testosterona (25 mg, im. en
dosis [divididas de 33.3 pl'en el dia 0, 7 y 14) 1 hora post-administracion del
farmaco. En el dia 7, se volvid a trasquilar el pelo alrededor de los drganos de
los cQstados. La cantidad de crecimiento del pelo en el area alrededor de los
érganos de los costados se clasificd visualmente a intervalos semanales sobre
una escala de 0 a 3 (0 = piel calva, 1 = ligero crecimiento del pelo, 2 =
crecimiento moderado del pelo y 3 = crecimiento completo del pelo). El
resultado se muestra en el cuadro 2, y se muestra graficamente en la figura 3.
Fotogil’aﬂas representativas de crecimiento del pelo en hamsteres para
diferehtes tratamientos, se muestran en la figura 4. El grupo control mostro
crecimiento normal del pelo, el cual fue prevenido por el tratamiento con
testosterona. Ademas, finasterida o composicion de extracto de Vemonia
antheimintica, pero no Serenca repens, revertieron significativamente la

pérdida del pelo inducida por la testosterona en comparacion con el grupo
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control en el dia 22. E! estudio indicd que el extracto de Vemonia

anthelmintica es significativamente mas efectivo que finasterida en el

tratamiento de la alopecia androgénica inducida por testosterona.

CUADRO 2

Perfil comparativo de crecimiento del pelo de un extracto de Vernonia

anthelmintica contra finasterida

Sujeto Tratamiento Media* £+ SEM (error
namero estandar de la media)

1. Control 2750171

2. Testosterona (33.3 ul) 1.33+£0.211

3. Serenoa repens (100 mg) 1.58 £ 0.201

4 Extracto de Vemonia anthelmintica, 2.83 +0.167

: 2% en p/v (100 pl)

5. Finasterida (0.6 mg/kg) 2.20+£0.339

* Crecnmlento del pelo sobre una escala de 0 a 3 (0 = piel calva, 1 = ligero
crecum|ento del pelo, 2 = crecimiento moderado del pelo y 3 = crecimiento

corqpleto del pelo).

Se llevo a cabo otro estudio para determinar la concentracién de
una compaosicidn topica que comprende extracto de Vernonia anthelmintica,
en particular en la forma de cremas de Vernonia, que exhibe un efecto
promotor del crecimiento del cabello, en alopecia inducida por testosterona en
hamsteres. Se usaron hamsteres machos (n = 6/grupo) que pesaban de 80 a
90 g adquiridos de Central Animal House de Panacea Biotec Ltd. El farmaco
usado, para inducir la alopecia fue inyeccion de depdsito intramuscular de
testosjerona {Testoviron); B. No. K1007, German Remedies Limited; cada ml

de la inyeccion contenia enantato de testosterona USP.... 250 mg y aceite de
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Arachis IP...c.s. Se usaron cuatro lotes de cremas de Vernonia de diferentes
concentraciones para realizar el estudio, a saber, B. No. 0629/010A (2% en
p/p), B. No. 0629/010C (0.2% en p/p), B. No. 0629/014A (2% en p/p) y B. No,
0629/014C (0.2% en p/p) preparados de acuerdo con el ejemplo 3 y el
5 ejemplo 4, como se indica mas adelante. La via de ad.ministracic’)n de las
composiciones en crema fue topica, y la duracion de estudio fue de 22 dias. El
peloc sobre y alrededor de los 6rganos de los costados de los hamsteres se
afeitd! con trasquiladoras eléctricas. Se dividié a los hamsteres en cuatro
grupos diferentes, y se les asignaron diferentes tratamientos. El resumen de

10  los dif_erentes tratamientos se muestra en el cuadro 3.

CUADRO 3

Resumen del plan de tratamiento

Grupo Tratamiento
numero
15 | Control
I Testosterona {25 mg en volumen dividido de 33.3 ulen el dia 0, 7
y 14)

i B. No. 0629/010A, 2% en p/p; 100 mg, dos veces al dia
\Y) B. No. 0629/010C, 0.2% en p/p;, 100 mg, dos veces al dia
V B. No. 0629/014A, 2% en p/p; 100 mg, dos veces al dia
VI B. No. 0629/014C, 0.2% en p/p; 100 mg, dos veces al dia

20 - Se administrd intramuscularmente testosterona en dosis
divididas, mientras que se aplicaron tépicamente cremas de Vernonia (100
mg) dos veces al dia. Todos los tratamientos se dieron por 21 dias. En el dia

7, se volvid a trasquilar el pelo alrededor de los 6rganos de los costados. La
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cantidad de crecimiento del pelo en el area alrededor de los 6rganos de los
costados se clasificd visualmente en el dia 22 sobre una escalade 0 a 3 (0 =
piei calva, 1 = ligero crecimiento del pelo, 2 = crécimiento moderado del pelo y
3 = crecimiento completo del pelo). Se tomaron fotografias de los érganos de
los costados para cada tratamiento antes de cualquier tratamiento y en el dia
22 para estudiar los cambios de crecimiento del pelo, los cuales se muestran
en la figura 5. El crecimiento del pelo presentado como media se analizé por
ANOVA unidireccional seguida de prueba de rangos muitiples de Student-
Newman-Keuls. Se acepté P<0.05 como el nivel de diferencia significativa. En
el dia 22, los hamsieres tratados con testosterona mostraron una pérdida
significativa del pelo en comparacion con el grupo normal (figura 5(a) y S5(b})
(puntuacion para el crecimiento del pelo; tratados con testosterona 0.13 contra
control normal = 3). La aplicacion topica de crema de Vernonia a 2% en p/p
(B. No. 0629/010A) por 21 dias previno significativamente la pérdida del pelo
inducida por testosterona en los hamsteres (puntuacién para el crecimiento
del pelo 2.08), cuando se compard con el grupo de testosterona (puntuacion
para el crecimiento del pelo 0.13) (figura 5(c) y 5(b), respectivamente).
Comparativamente, se observé menos crecimiento del pelo en hamsteres
tratados con otras cremas de Vemonia (B. No. 0629/010C, B. No. 0629/014A
y B. No. 0629/014C). La puntuacién para el crecimiento del pelo para B. No.
0629/010C fue de 0.67, para B. No. 0629/014A fue de 0.33, y para B. No.
0629/014C fue de 0.17, en comparacion con 0.13 para el grupo de

testosterona (figura-5(d), 5(e), 5(f) y 5(b), respectivamente). Los hamsteres

48
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tratados con B. No. 0629/014A y B. No. 0629/014C vy su placebo respectivo,
desarrollaron escamas sobre el area de aplicacion (figura 5(e), 5(f) y 5(g9),
respectivamente}. No se observo formacion de escamas sobre el area de
aplicacion en hamsteres tratados con las cremas de Vernonia B. No.
0629/010A y B. No. 0629/010C o su placebo (figura 5(c), 5(d) y 5(h)). El grupo
control mostrd crecimiento normal del pelo, el cual fue prevenido por el
tratamiento con testosterona. Ademas, la crema de Vermonia (2% en p/p, B.
No. 0629/010A) previno significativamente la pérdida del pelo inducida por
testos:.terona en comparacion con el grupo de testosterona. Sin embargo, otras
formulaciones en crema de crema de Vernonia previnieron la pérdida del pelo
inducida por testosterona a un menor grado. Los resultados del presente
estudijo sugirieron que la crema de Vermonia de B. No. 0629/010A, es decir,
composicién de concentracion a 2%, fue comparativamente mas efectiva para
promaover el crecimiento del cabello en hamsteres desafiados con
testosterona, en comparacion con las otras composiciones estudiadas.

Se realizd otro estudio para estudiar la respuesta a la dosis de
gel de extracto de Vernonia, y para comparar su efecto de promocion dei
crecimiento del cabello contra gel de jugo deshidratado por congelaciéon de
Vernonia. El gel de extracto de Vernonia se preparoé obteniendo un extracto de
solvente arganico de Vernonia, y formulandolo en una.composicion en gei. El
gel de jugo deshidratado por congelacién de Vernonia se preparé expresando
el jugp de hojas frescas y apices en floracion de Vernonia, seguida de

deshidratacion por congelacion y formulandolo en una composicion en gel. Se

%o
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usaron hamsteres machos (n = 6-8/grupo) que pesaban de 80 a 90 g
obtenidos de Central Animal House de Panacea Biotec Lid. El farmaco usado
para ' inducir la alopecia fue inyeccion de deposito intramuscular de
testosterona (Testoviron); B. No. K1007, German Remedies Limited; cada ml
de laiinyeccion contenia enantato de testosterona USP.... 250 mg y aceite de
Arachis IP...c.s. Los siguientes se usaron para realizar el estudio, a saber, los
geles| de extracto de Vernonia B. No. 0629/030A (0.5% en p/p), B. No.
0629/030B (1% en p/p) y B. No. 0629/030C (2% en p/p); y los geles de jugo
deshidratado por congelacion de Vermonia B. No. 0629/026A (1.25% en p/p) y
B. No;. 0628/026B (2.5% en p/p) (preparados de acuerdo con el ejemplo 5y el
egjemplo 6 como se indica mas adelante). La via de administracién de las
composiciones fue {opica, y la duracion de estudio fue de 22 dias. Ei pelo
sobrejy alrededor de los 6rganos de los costados de los hamsteres se afeitd
con trasquiladoras eléctricas. Se dividié a los hamsteres en cuatro grupos
diferehtes, y se les asignaron diferentes tratamientos. El resumen de los

difereptes tratamientos se muestra en el cuadro 4.
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CUADRO 4

Resumen del plan de tratamiento

Grupo Tratamiento
nlmero
I Controi
] Testosterona (25 mg en volumen dividido de 33.3 plenel dia 0, 7
y 14)

I B. No. 0629/030A, 0.5% en p/p; 100 mg, dos veces al dia
IV B. No. 0629/030B, 1% en p/p; 100 mg, dos veces al dia

V B. No. 0629/030C, 2% en p/p; 100 mg, dos veces al dia

VI B. No. 0629/026A, 1.25% en p/p;, 100 mg, dos veces al dia
Vil B. No. 0629/026B, 2.5% en p/p; 100 mg, dos veces al dia

Se administro  intramuscularmente  testosterona en  dosis
divididas, mientras que se aplicaron tdpicamente cremas de Veronia (100
mg) dos veces al dia. Todos los tratamientos se dieron por 21 dias. En el dia
7, se volvid a trasquilar el pelo airédedor de los organos de los costados. La
cantidad de crecimiento del pelo en el area alrededor de los érganos de los
costados se clasificd visualmente en el dia 22 sobre una escalade 0 a 3 (0 =
biel calva, 1 = ligero crecimiento del pelo, 2 = crecimiento moderado del pelo y
3 = crecimiento completo del pelo). Se tomaron fotogratias de los érganos de
los costados para cada tratamiento antes de cualquier tratamiento y en el dia
22, para estudiar los cambios de crecimiento del pelo. El crecimiento del pelo
presentado como media se analizé por ANOVA unidireccional seguida de
prueba de rangos multiples de Student-Newman-Keuls. Se aceptd P<0.05
como el nivel de diferencia significativa. Las puntuaciones y las fotografias

representativas de crecimiento del pelo en los hamsteres se muestran en la




10

15

20

38

figura 6 y la figura 7, respectivamente. En el dia 22, los hamsteres tratados
con testosterona mostraron pérdida completa del pelo en comparacién con el
grupo normal {puntuacién para el crecimiento del pelo; tratados con
testosterona 0 contra control normal = 1.31 £ 0.18) (figura 7(b) y (d)). Los
animales en el grupo control mostraron crecimiento normal dei pelo (figura
6(b). La aplicacion topica (100 mg, dos veces al dia) de geles de extracto de
Vernonia (0.5, 1 y 2% en p/p) por 21 dias, previno significativamente la
pérdida del pelo inducida por la testosterona en los hamsteres cuando se
compard con el grupo de testosterona (figura 6, figura 7(e), (f) y (g)). Se
encontré que el efecto es dependiente de la dosis. Ademas, se encontrd que
el crecimiento del pelo inducido por geles de extracto de Vernonia (1y 2% en
p/p) (puntuacién para el crecimiento del pelo), es mas intense que el
crecimiento normal del pelo en el grupo control {figura 6). Asimismo, los geles
de jugo deshidratado por congelacion de Vernonia (1.25 y 2.5% en p/p),
promovieron también significativamente el crecimiento del pelo en los
hamsteres desafiados con testosterona {figura 6, figura 7(h) e (i}). Se encontré
gue el crecimiento del pelo es dependiente de la dosis, y sin embargo
significativamente menor también que el de todos los geles del extracto y el
contrel normal (figura 6). Los resultados del estudio demostraron un efecto de
promocion del crecimiento del pelo dependiente de la dosis en los hamsteres
tratados con gel de extracto de Vernonia (0.5 - 2% en p/p), que al nivel de
dosiside 1% y 2% en p/p, fue mas intenso que el crecimiento normal del pelo.

Asimismo, los extractos de juge deshidratados por congelacion de Vernonia
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(1.25% vy 2.5% en p/p} demostraron también un efecto dependiente de la dosis
sobre el crecimiento del pelo en hamsteres, pero menor que ei de los geles de

extracto sobre el crecimiento normal del pelo.

BREVE DESCRIPCION DE LAS FIGURAS

La figura 1 muestra el efecto del extracto de Vernonia
anthelmintica (topico, 100 pl/sitio) sobre la pérdida del pelo inducida por
testosterona en hamsteres. Los datos se presentan como media * SEM.
*P<0.05 en comparacion con el grupo tratado con testosterona.

La figura 2 muestra fotografias representativas de crecimiento
del pelo en hamsteres: (a) grupo control (dia Q), (b) grupo control dia 22, (c)
tratado con testosterona (dia 22), y (d) tratado con extracto de Vemonia
anthe?minﬁca.

La figura 3 muestra el perfil comparativo de crecimiento del pelo
del extracto de Vernonia anthelmintica contra finasterida.

La figura 4 muestra fotografias representativas de crecimiento
del pelo en hamsteres: (a} grupo control dia 0, (b) grupo control dia 22, (c)
tratad§ con testosterona dia 22, (d) Serenoa repens dia 22, (e) Arnebia
euchroma dia 22, (f) Vernonia anthelmintica dia 22, y (g) finasterida dia 22.

La figura 5 muestra fotografias representativas de crecimiento
del pelo en el dia 22 en hamsteres: (a) grupo control, (b) tratado con

testosterona, (c) tratado con crema de Vernonia 2% en p/p, B. No. 0629/10A,
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(d) tratado con crema de Vemonia 0.2% en p/p, B. No. 0629/10C, (e) tratado
con crema de Vernonia 0.2% en p/p, B. No. 0629/14A, y (f) tratado con crema
de Vernonia 0.2% en p/p, B. No. 0629/14C.

La figura 6 muestra el perfil relativo de la puntuacion para el
crecimiento del pelo en hamsteres tratados con gel de extracto de Vernonia
(0.5-2% en p/p) o gel de jugo deshidratado por congelacion de Vernonia (1.25
y 2.5% en p/p} (n = 6-8).

La figura 7 muestra fotografias representativas de la distribucton
de crecimiento del pelo en hamsteres: (a) grupo control (dia 0), (b) grupo
control (dia 22), (c) tratado con testosterona (dia 0), (d) tratado con
testosterona (dia 22), (e} 2% en p/p, VB. No. 0629/30C, () 1% en p/p, B. No.
0629/;308, (g) 0.5% en p/p, B. No. 0629/30A, (h) 2.5% en p/p, B. No.
0628/26B, y (i) 1.25% en p/p, B. No. 0629/26A.

En una modalidad, el vehiculo dtil en ia presente invencion se

selecciona de, pero no estd limitado a, un grupo que comprende

mono;sacéridos, disacaridos, polisacaridos, alcoholes de azlcar, &acido

polilactico, ciclodextrina, lactosa, glucosa, rafinosa, melezitosa, xilitol,
arabinosa, dextran, lactitol, maltitol, trehalosa, sucrosa, manitol y almidon, y
similares, o mezclas de los mismos.

En otra modalidad, la composicién farmacéutica de la presente
invencidon comprende ademas unc o mas excipientes farmacéuticamente
aceptabies seleccionados de, pero no limitados a, el grupo que comprende

diluyentes, desintegradores, aglutinantes, antiadherentes, agentes de

25
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desliz%amiento, antioxidantes, agentes reguladores de pH, colorantes, agentes
saborizantes, agentes de recubrimiento, solventes, agentes viscosificantes,
ceras, agentes mojantes, agentes emulsionantes, solubilizadores,
estabgilizadores, vehiculos, conservadores, agentes tensoactivos,
desoci!orantes, colorantes, y similares.

Las composiciones farmacéuticas de la presente invencion
puedeian prepararse disolviendo o dispersando el extracto de Vemonia sp. en
bases/vehiculos adecuadds conocidos en la técnica. La composicion
farmaﬁcéutica en diferentes formas de dosificacién puede formularse usando
excipi'entes' convencionales y técnicas conocidas en la materia. Formas de
dosificacidn farmacéutica de la presente invencién pueden ser cremas,
ungientos, geles, espumas, soluciones, suspensiones, aimohadilla medicada,
polvo, aerosoles, rocios, pelicula y hojuelas. Las composicibnes pueden
formularse como formas de dosificacién de liberacion inmediata o formas de
dosificacién de [iberacion modificada (liberacidn sostenida, liberacion
extendida, liberacion retardada, liberacion prolongada, liberacion determinada,
fiberacion pulsatil, y similares), 0 combinaciones de dichas formas. Las
composiciones farmaceuticas de la presente invencion comprenden el
extracto de la planta Vemonia sp. de aproximadamente 0.01% a
aproximadamente 99% en peso junto con uno o mas vehiculos, de
aproximadamente 1% a aproximadamente 99.99% en peso de la composicién,
opcion!almente junto con uno o mas excipientes.

La composicién en crema que comprende el extracto de la planta

1
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Vernonia sp. se prepara emulsionando la fase acuosa, gue comprende
aproximadamente 0.1-10% en p/p, de preferencia aproximadamente 0.2-5%
en p/p del extracto, junto con una fase oleaginosa adecuada. Otras
alternativas pueden prepararse formulando el extracto en aproximadamente
0.1-10% en p/p como ungiento hidrofilico USP con bases de absorcion; o
bases solubles en agua tales como ungliento de polietilenglicol USNF; o como

bases absorbentes de agua tales como petrolato hidrofilico USP, lanolina

USP;. 0 en bases de hidrocarburo tales como petrolato blanco USP. Otras

Bases; hidrofobicas o hidrofilicas que son Utiles incluyen manteca de cacao,
gelatina glicerinada, aceites vegetales hidrogenados, mezclas de -
polietilenglicoles de varios pesos moleculares, ésteres de acido graso de
polioxietileno sorbitan y estearatos de polietileno, alcohol polivinilico,
polivinilpirralidona, poliacrilamida, aimidéon quimicamente modificado, o una
combinacion de estos materiales. En otra modalidad, la base de hidrocarburo
comprende parafinas, ceras, jalea de petréleo, lanolina, y similares, o0 mezclas
de los mismos. La base de rocio y/o espﬂrna comprende uno o mas solventes
acuosos y no acuosos, propelentes, agentes tensoactivos, agentes de
suspension y agentes de estabilizacion. Las almohadillas medicadas
comprenden uno o mas de los siguientes. agua, glicerina, propilenglicol,
alcohel, hamamelis, y similares,

En otra modalidad, las composiciones de la presente invencion
compienden ademas emulsiones hidratantes higroscopicas (humectantes),

tales como alcoholes polihidricos, 2-pirrolidin-5-carboxilato de sodio (NaPCA),




10

15

20

43

aminoacidos y sus derivados, guanidina; acido glicdlido y sales de giicolato
(por ejemplo, amonio y alquilamonio cuaternario); acido lactico y sales de
Iactatp (por ejemplo, amonio y alquilamonio cuaternario); otros alfa
Hidro*iécidos tales como acido malico, Afoe vera en cualquiera de su variedad
de formas (por ejemplo, gel de Aloe vera); acido hialurénico, precursores y
derivados del mismo (por ejemplo, glucosamina y derivados de sales tales
como: hialuronato de sodio); lactamida, monoetanclamina; acetamida
monoetanolamina; urea; y mezclas de los mismos. Emulsiones hidratantes
oclusivas preferidas para su uso en la presente son petrolato, isohexadecano,
iIsononanoato de isononilo, isoestearato de metilo, isoestearato de isopropilo,
y mezclas de los mismos. De conformidad con una modalidad, los agentes
gelificantes o agentes que forman geles Utiles en la presente invencion, gue
posean propiedades mecanicas, fisiolédgicas y de liberacion adecuadas, son
de preferencia polisacaridos, tales como alginatos, pectinas, carrageninas o
xantano, almidon y derivados de almidon, gomas tales como tragacanto o
goma; de xantano, colagena, gelatina, galactomanano y derivados de
galactomanano, quitosan vy derivados de quitosan, glucoproteinas,
proteoglucanos, glucosaminoglucanos, alcohol polivinilico, polivinilpirrolidona,
copolimeros de vinilpirrolidona/acetato de vinilo, polietilenglicoles de alto peso
molecular y/o polipropilenglicoies de alto peso molecular, copolimeros de
polioxjetileno/pofioxipropileno, alcohol  polivinilico,  poliacrilatos  y/o
po!im(:etacri!atos, polilactidas, poliglicolidas y poliaminoacidos, y derivados de

celulosa. Agentes que forman geles especialmente preferidos, se seleccionan
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de derivados de celulosa, especialmente compuestos de éter de celulosa,
tales. como metilcelulosa, hidroxipropilcelulosa, hidroxietilcelulosa,
hidroxipropilmetilcelulosa, carboximetilcelulosa de sodio, etil celulosa, ftalato-
aceta;to de celulosa, ftalato de hidroxipropilmetilcelulosa, succinato-acetato de
celulosa y succinato de etil celulosa. El vehicuio puede contener unc o mas
excipientes adicionales, tales como azUcares, alcoholes de azucar, agentes
tensoactivos, aminoacidos, antioxidantes, polietilenglicoles, y similares.

En una modalidad, el vehiculo puede ser un aceite vegetal o un
aceite mineral, o una combinacion de ambos. En una modalidad, el aceite
veget?! util en la presente invencién se selecciona de, pero no esta limitado a,
un grupo que comprende aceite de girasol, aceite de soya, aceite de linaza,
aceite de semilla de algoddn, aceite de oliva, aceite de palma, aceite de coco,
aceite de ajonjoli, aceite de cartamo, y similares, o mezclas de los mismos.
Pueden afiadirse a la preparacién sustancias adicionales tales como
yohimbina (antagonista del receptor alfa-2-adrenérgico competitivo selectivo
para vasodilatacion local), aceite de clavo (estimulante leve y anestésico
local),, arginina (intensificador de la circulacidén sanguinea capilar), y similares,
0 mezlclas de los mismos.

Otros vehiculos aceptabies (tiles en la formulacidbn de las
compaosiciones de la presente invencion, son de preferencia lubricantes tales
como . carboximetilcelulosa, alginato de sodio, EDTA, aceites vegetales
naturales, propilenglicol, glicerina, triglicérido de baja temberatura de fusion,

aceitei mineral, soluciones acuosas de dxidos de polietileno de alto peso
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molecular, y similares, o mezclas de los mismos. Polimeros tales como
derivados de celulosa solubles en agua {por ejemplo, metilcelulosa,
hidroxietilcelulosa, hidroxipropilcelulosa, carboximetilcelulosa de sodio) u otros
polimieros solubles en agua tales como alginato de sodio, polivinilpirrolidona,
alcohol polivinilico o polimero de 6xido de etileno, y similares, pueden usarse
en Iaipresente invencion. Otras sustancias opcionales gque pueden usarse en
la presente invencidn incluyen antiinfecciosos tales como parabenos,
clorhexidina, alcohol bencilico, y similares.

Ademas, los excipientes convencionales adecuados Utiles en las
composiciones de la presente invencion se seleccionan de, pero no estan
Iimitacjios a, un grupo de excipientes conocidos generalmente por los expertos
en la| técnica, tales como llenadores, aglutinantes, lubricantes, colorantes;
estabiiizadores; conservadores; agentes quelantes; vehiculos; agentes de
abultamiento; polimeros hidrofilicos; agentes intensificadores de solubilidad
tales jcomo glicerina, varios grados de Oxidos de polietiieno, transcutol y
glucofurol; agentes para el ajuste de tonicidad, anestésicos locales; agentes
para el ajuste del pH; antioxidantes;, agentes osmoéticos; agentes quelantes;
agentes viscosificantes; agentes mojantes; agentes emulsionantes; acidos;
alcohel de azucar; azucares reductores; azucares no reductores, y similares,
usados ya sea sofos 0 en combinacién de los mismos, por ejemplo, diluyentes
tales como lactosa, manitol, sorbitol, almiddn, celulosa microcristalina, xilitol,
fructo§a, sacarosa, dextrosa, fosfato dicalcico, sulfato de calcio; agente de

abultamiento y acidos organicos. Los lubricantes usados en [a presente

A
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invencion incluyen, pero no estan limitados a, talco, estearato de magnesio,
estearato de calcio, 4cido estearico, aceite vegetal hidrogenado, y similares,
usades ya sea solos o en combinacion de los mismos. Los vehiculos
adecwados para su uso en la presente invencion pueden seleccionarse de,
pero no estdn limitados a, un grupo que comprende dimetilacetamida,
dimetilformamida y sulféxido de dimetilo de N-metilpirrolidona, benzoato de
bencilo, alcohol bencilico, oleato de etilo, aceites de ricino glicolados de
polioxietileno (Cremophor® EL), polietilenglicol de peso molecular 200 a 6000,
propii@anglicol, hexilenglicoles, butilenglicoles y derivados de glicol, tales como
hidrogiestearato de polietilenglicol 660 (disponible comercialmente como
So!utriol@ HS15). En ofra modalidad de la presente invencién, las
éomp%asiciones pueden comprender ademas un conservador antimicrobiano
tal como alcohol bencilico, de preferencia a una concentracion de
aproximadamente 2.0% en v/v de la composicion. En una modalidad de la
presente invencion, la composicion puede comprender ademas un
antioxidante convencionalmente conocido tal como palmitato de ascorbilo,
hidroxianisol butilado, hidroxitolueno butilado, galate de propile y a-tocoferol.
En otra modalidad, adicionalmente se usan en la composicién agentes
tensoactivos que incluyen agentes tensoactivos idnicos y no ionicos, ésteres
de sci)rbita’n tales como ftricleato de sorbitan, monooleato de sorbitan,
monolaurato de sorbitan, ésteres de polioxietileno sorbitan tales como
monoliaurato de polioxietileno sorbitan, monooleato de polioxietileno sorbitan,

poloxgmero, agentes tensoactivos fluorados y no fluorados, &cidos
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carbo;xilicos, polietoxilatos, lecitina natural, éter oleilico de polioxietileno, éter
estea"rilico de polioxietileno, éter laurilico de polioxietileno, copolimeros de
bloquie de oxietileno y oxipropileno, lecitina sintética, dioleato de dietilenglicol,
oleatcij de tetrahidrofurfurilo, oleato de etilo, monooleata de gliceriio,
poiiet:ilengiicol 400 y monolaurato de glicerilo, y similares, o mezclas de los
mism;os. Las composiciones tdpicas de la presente invencion pueden
comp:render una amplia variedad de otros componentes opcionales, siempre
c-que dichos componentes opcionales sean fisicamente y quimicamente
compatibles con los componentes esenciales descritos en la presente, y no
deteri;oren indebidamente la estabilidad, eficacia u otros beneficios de uso
asoci.;ados con las composiciones de la presente invencion.

Las composiciones de la presente invencion y el método para
trataritrastomos del cabello u ofros trastornos asociados usando un extracto
de Vefrmonia Sp., proveen eficacia a largo plazo, alto indice de regeneracion
del Cébello y/o bajos indices de pérdida del cabello. El tratamiento incluye la
administracién de una cantidad efectiva de composicién que comprenda un
extracto de Vernonia sp. y uno o mas vehiculos, de preferencia como una
aplicacion local en el sitio de accidn deseado.

En una modalidad de la presente invencion, se prepara aerosol
para rocio tépico que comprenda el extracto de Vernonia sp. como agentes
activois, de preferencia en la forma micronizada junto con un vehiculo
adecQado 0 un sistema de propelente dispensado de preferencia en

contepedores de aluminio sellados con valvulas dosificadoras por medio de la
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técnica de llenado a presion. Dispersiones nebulizables o soluciones para
atomizacion se preparan dispersando los agentes activos homogéneamente
en un sistema de solvente hidroalcohélico tal como una mezcla de etanol-
agua jpurificada. Suspensiones para aplicacion local se preparan mojando los
agentes activos con un agente mojante tal como agente tensoactivo, seguido
de la| adicion de opcionaimente otros excipientes, vertiendo el volumen en
contenedores estériles, por ejemplo, contenedores de dosis unitaria tales
como: contenedores que sean adecuadamente moldeados a partir de
termoplasticos.

Los ejemplos dados a continuacion, sirven para ilustrar
modalidades de la presente invenciéon. Sin embargo, no se pretende gue

limiten en alcance de la presente invencion.

EJEMPLOS

EJEMPLO 1

La preparacion de un extracto para la prevencion de |la pérdida
del cabello y/o promocién del crecimiento del cabello de la planta Vernonia
sp., cqmprende los siguientes pasos:

1. 2 kg de pianta deshidratada y puiverizada se afaden a 5 L de

cloroformo en un matraz.

2. La mezcla se hierve bajo un condensador de reflujo por 1




10

15

20

49

hora.
3. La mezcla se enfria y se filtra. El filtrado se deja a un lado.
4. Se repiten los pasos 1 a 3 con el residuo tres veces mas.

5. Los filtrados agrupados se destilan para remover hexano.
EJEMPLO 2

La preparacion de un extracto para la prevencion de la pérdida
del cabello y/o promocién del crecimiento del cabello de la planta Vernonia
sp., comprende los siguientes pasos:

1. 1 kg de hojas deshidratadas y pulverizadas se anaden a 6 L
de helxano en un matraz.

2. La mezcla se hierve bajo un condensador de reflujo por 1

hora.
3. La mezcla se enfria y se filtra. El filtrado se deja a un lado.
4. Se repiten los pasos 1 a 3 con el residuo tres veces mas.
5. Los filtrados agrupados se destilan para remover hexano.
6. El extracto de hexano se agita con 500 rnl de etanol a 95% por

30 minutos.
7. La mezcla etandlica se filtra. El filtrado se deja a un lado.
8. Se repiten los pasos 6 y 7 con el residuo.

8. Los extractos etandlicos agrupados se destilan para remover

etanol.
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EJEMPLO 3

La preparacion de un extracto para la prevencion de la perdida
del cabello y/o promocion del crecimiento del cabello de la planta Vernonia
sp., comprende los siguientes pasos:

1. 2 kg de planta deshidratada y pulverizada se afiaden a 5 L de

agua.

2. La mezcla se hierve bajo un condensador de reflujo por 1
hora. 1

3. La mezcla se enfria y se filtra. El filtrado se deja a un lado.

4. Se repiten los pasos 1 a 3 con el residuc una vez mas.

5. Los filtrados agrupados se concentran y se secan por
asper%ién.

EJEMPLO 4

La preparacion de un extracto para la prevencion de la pérdida
del cabello y/o promocion del crecimiento del cabello de la planta Vernonia
sp., comprende los siguientes pasos:

1. 2 kg de planta deshidratada y pulverizada se afaden a 10 L de

etanol}.

2. La mezcla se hierve bajo un condensador de reflujo por 1

hora.
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3. La mezcla se enfria y se filtra. El filtrado se deja a un lado.
4. Se repiten los pasos 1 a 3 con el residuo por tres veces mas.
5. Los filtrados agrupados se concentran y se secan €n una

secaciiora de vacio agitada.
EJEMPLO 5

La preparacion de un extracto para la prevencion de la pérdida
del cabello y/o promocion del crecimiento del cabello de ia planta Vernonia
sp., c;omprende los siguientes pasos:

1. 5 kg de planta fresca se trituran en un mezclador/molino con la
adicicj;n de 1L de agua.

2. El jugo de ia mezcla se expresa y se filtra.

3. Elfiltrado se deshidrata por congelacion.

En los ejemplos indicados a continuacion que describen la
composicion que comprende el extracto novedoso para la prevencion de la
perdida del cabello y/o promocidn del crecimiento del cabello de la presente

invencian, la cantidad indicada puede hacerse variar con base en el efecto

preventivo o de mejoramiento o terapéutico deseado y el tipo de composicion.
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EJEMPLO 6

Crema de Vernonia

Sujeto , o
nimero Ingrediente %o en p/p
0629/010A 0629/010C
1. Extracto de Vermonia anthelmintica 2.0 0.2
2. Carbdmero 940 0.6 0.6
3. Agua purificada . 62.1 63.9
4 T_rapscutpl@ (éter monoetilico de 20.00 2000
dietilenglicol)

5. Etanol 10.00 10.00
B. Mentol (.30 0.30
7. Propilenglicol 5.00 5.00
8. Trietanolamina £.8. C.S.

Procedimiento:

1) Dispersar carbomero 940 en agua purificada y agitar hasta que
se disjuelva por completo.

ii) Disolver mentol en mezcla de etancl y Transcutol®. Afadir
propilenglicol y extracto de Vernonia anthelmintica en la misma, y mezclar.

i) Anadir ef volumen del paso (i) en el volumen del paso (i), y
mezcliar. |

Iv) Afadir gota a gota trietanolamina en -el volumen del paso (iii}

hasta gue el pH esté en la escala de 5.5 a 7.0 y se obtenga un gel semisélido.
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EJEMPLO 7

Crema de Vernonia

Ingrediente

Extracto de Vernonia anthelmintica
Carbomero 940

Agua purificada

Transcutol® (éter monoetilico de
dietilenglicol)

Etanol

Mentol

Perfume

Trietanclamina

Acido oleico

Eter estearilico de polioxietileno (2)
(Brij® 72)

Alcohol cetilico

Acetato de vitamina E

Miristato de isopropilo

Procedimiento:

(96

% en p/p
0629/014A  0629/014C
2.0 .20
0.60 0.60
56.35 58.15
20.00 20.00
10.00 10.00
0.30 0.30
C.5. c.s.
C.S. C.S.
5.50 5.50
1.00 1.00
0.75 0.75
0.50 0.50
3.00 3.00

i) Dispersar carbomerc 940 en agua purificada, y agitar hasta

que se disuelva por completo.

mezclar.

i) Disolver mentol en mezcla de etanol y Transcutol®.

i) Anadir el volumen del paso (ii) en el volumen del paso (i}, y

iv) En un vaso de precipitado separado, afiadir acido oieico, Brij®

72, alcohol cetilico, acetato de vitamina E y extracto de Vernonia

anthefmintica, y mezclar.

v) Calentar el volumen del paso (iii) y (iv) por separado a 60 a
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70°c.i
| vi) Afiadir la fase oleosa del paso (iv) en la fase acuosa dei paso
(iii) coln agitacion constante.

vii) Anadir gota a gota trietanclamina en el volumen del paso (vi)
hastalw que el pH este en la escala de 6.0 a 7.0 y se obtenga una crema
semiéélida.

viii) Afadir perfume a la crema semisolida, y mezclar hasta
obten;er el producto deseado.

EJEMPLO 8

Gel de jugo deshidratado por congelacidn de Vernonia

Sujeto .
nUrrhero [Ingrediente _ % en p/p
0629/026A 0629/0268B

Polvo deshidratado por congelacion

1. de extracto de Vernonia 1.25 2.50
. anthelmintica

2. Carbémero 940 1.60 1.50
3. Agua purificada : 61.95 60.70

Transcutol® (éter monoetilico de

4 dietilenglicol) 20.00 20.00
5. Etanol 10.00 10.00
6. Mentoi 0.30 0.30
7. Propilenglicol 5.00 2.00
8. Perfume C.S. C.S.

9. Trietanolamina C.5. C.S.

Procedimiento:

; i) Dispersar carbomero 940 en agua purificada, y agitar hasta

que se disuelva por completo.
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i) Disolver polvo de extracto de Vernonia anthelmintica en una

partegde agua purificada, y afiadirlo al volumen del paso (i).

iii} Disolver mentol en mezcla de etanol y Transcutol®. Afadir

Lo .
propiliengllcol en la misma, y mezclar.

Iv) Ariadir el volumen del paso (iii) en el volumen del paso (i), y

mezcllar.

v) Afadir gota a gota trietanolamina en el volumen del paso (iv)

hasta que el pH esté en la escalade 5.5a 7.0 y se obtenga un gel semisolido.

vi) Anadir perfume al gel semisélido, y mezclar.

EJEMPLO 9

Gel de extracto de Vernonia

sdjeto

A Ingrediente
numero J

Extracto de Vernonia anthelmintica
Carbdmero 940

Agua purificada

Transcutol® (éter monoetilico de
dietilenglicol)

Etanol

Mentol

Propilenglicol

Perfume

Trietanolamina

WO B WM

Procedimiento:

i) Dispersar carbémero 940 en agua purificada, y agitar hasta

0629/
030A
0.5
0.75
63.45

20.00

10.00
0.30
5.00
C.S.
c.s.

% en p/p

0629/
030B
1.0
0.75
62.95

20.00

10.00
0.30
5.00
C.S.
C.5.

0629/
030C
2.0
0.75
61.95
20.00

10.00
0.30
5.00
C.S.
C.S.

OF
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que se disuelva por compieto.
i) Disolver mentol en mezcla de etanol y Transcutol®. Anadir

propilenglicol y extracto de Vernonia anthelmintica en la misma, y mezclar.

iii}y Afadir el volumen del paso (i) en el volumen del paso (i}, y
mezc}ar.

iv) Afiadir gota a gota trietanclamina en el volumen del paso (iii)
hasta!que el pH esté en la escala de 5.5 a 7.0 y se obtenga un gel semisélido.

v) Afadir perfume al gel semisolido, y mezclar.

"EJEMPLO 10

Crema de Vernonia

- Sujeto . ' 0
nGmero Ingrediente Yo en p/p

1. Extracto de Vernonia cinerea 1.00
2. Parafina liquida ligera 8.00
3. Cera de abejas blanca 1.75
4. Jalea de petréleo blanca 3.25
5. Monoestearato de glicerilo 3.50
B. Acido estearico 1.00
7. Tween® 80 ' 1.00
8. Glicerina 5.00
9. Propilenglicol 5.00
10. Agua purificada 71.50
1. Perfume C.S.

Procedimiento:

i) Mezclar extracto de Vernonia cinerea, parafina liquida ligera,

cera de abejas blanca, jalea de petréleo blanca, monoestearato de glicerilo y




o7

écido!esteérico, y calentar hasta 60 a 70°C.
| i) Mezclar Tween 80, glicerina, propilenglicol y agua purificada, y
calentar a 60 a 70°C.
iii} Anadir el volumen del paso (i) en el volumen del paso (i) con
5 agita¢ién constante, y dejar que se enfrie.

iv) Afadir perfume y mezclar.

EJEMPLO 11

Crema de Vernonia

10 Sujeto . o
m]r:nero Ingrediente 7o en p/p

1. Extracto de Vernonia tomentosa 2.00
2. Parafina liquida ligera 8.00
3. Cera de abejas blanca 1.75
4. Jalea de petroleo blanca 3.25
5. Tween® 80 1.00
6. Glicerina 5.00
7. Propilenglicol 5.00

15 3 Carboximetilcelulosa de sodio (CMC de sodio 74.00

(solucidn a 5%))

Frocedimiento:

i) Mezclar extracto de Vernonia fomentosa, parafina liquida

20 Iigera,f cera de abejas blanca y jalea de petréleo blanca, y calentar hasta 60 a
70°C.,

i} Mezclar Tween® 80, glicerina, propilenglicol y solucion de

CMC de sodio, y calentar hasta 60 a 70°C.
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i) Ariadir el volumen del paso (i) en el volumen del paso (i) con

agitacion constante, y dejar que se enfrie hasta obtener el producto deseado.

Sujeto
nt’mpero
9,
10.
1.

EJEMPLO 12
Crema

Ingrediente mg/gm
Extracto de Vernonia latifolia 1.00
Extracto de Aloe barbadensis 0.50
Propilenglicol 50.00
Diéxido de titanio 10.00
Acido estearico 130.00
Alcohol cetilico 10.00
Miristatc de isopropilo 60.00
Estearato de sorbitan 20.00
Metilparabeno 1.50
Propiiparabeno 0.30
Aceite de maiz 50.00
Glicerina 50.00
Soiucién de sorbitol 30.00
Veegum HV 10.00
Carboximetilcelulosa de sodio (CMC de sodio) 3.00
Tween® 80 15.00
Agua purificada C.S.

Procedimiento:

i) Se dispersan extracto de Vernonia latifolia, extracto de Aloe

barbadensis, metilparabeno y propilparabeno en propilenglicol: la mezcla se

calienta a 55 a 60°C; se afiade didxido de titanio a la misma, y se agita bien.

i) Se calientan acido estearico, alcohol cetilico, miristato de

isoprq}pilo, estearato de sorbitan y aceite de maiz a 70 a 75°C.

\
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i) En otro recipiente, se toman solucién de sorbitol y Tween®
80.

iv) Se hidrata por separado Veegum HV en el agua purificada.
v) Se hidrata por separado carboximetilcelulosa de sodio (CMC

5 de so;dio) en glicerina.
| vi} El material del paso (iv) y el paso (v} se afiade al material del
paso :(iii), y se calientaa 70a 75°C.

vil) El material del paso (i) y el paso (vi) se mezcla y se enfria.

viii) Cuando el material del paso (vii} alcanza una temperatura de
10 50 a-5|5°C, el material del paso (i) se anade al mismo.

: ix) Se deja que la mezcla del paso (vii) se enfrie a temperatura

ambi?nte hasta obtener la crema.

\
1
i
J

EJEMPLQO 13
15 Crema
Sujeto :

numlero Ingrediente mg/g
1| Extracto de Vernonia anthelmintica 0.50
2. Extracto de Serenoa repens 0.30
3}. Propilenglicol 50.00
4. Diéxido de titanio 10.00
20 5. Monoestearato de glicerilo : 90.00
- B Lanolina hidrogenada 30.00
7. Aceite de maiz 40.00
8. Simeticona 1.50
9. Span® 60 20.00
10. Hidroxietilcelulosa 20.00

11. Glicerina 50.00

l

[l
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EJEMPLO 13 (CONTINUACION)

|
|
Sujeto

namero Ingrediente mag/g
12. Sorbitol 30.00
13. Carboximetilcelulosa de sodio (CMC de sodio) 1.50
14. Propilparabeno 0.30
15. Metilparabeno 1.50
16.  Tween® 80 15.00

17.  Agua purificada c.s.

Procedimiento:

i) Se dispersan extracto de Vernonia anthelmintica, extracto de
Serer;foa repens, metilparabeno y propilparabeno en propilenglicol, se afade
diéxid;o de titanio a los mismos, y se agitan bien.

i) Se toman monoestearato de glicerilo, tanolina hidrogenada,
aceite de maiz, simeticona y Span® 60.

i} En agua purificada fria, se disuelve hidroxietilceiuiosa; se
aﬁadvia a la misma sorbitol y Tween® 80, vy la mezcla se calientaa 70 a 75°C.

iv) Por separado se dispersa carboximetilcelulosa de sodio (CMC
de so;dio) en glicerina, y se afade al material del paso (iii).

‘ v} El material del paso (ii) se afiade al material del paso (iv), y se

deja que se enfrien con agitacion.

vi) Cuando se alcanza una temperatura de 50 a 55°C, el material
del pz:ﬂso (i) se afiade, se agita y se deja que se enfrie a temperatura ambiente

hasta obtener la crema.
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EJEMPLO 14
Crema

SQjeto Ingrediente Cantidad (mg/g)
namero

1. Extracto de Vermonia antheimintica 0.01

2. Parafina blanda 350.00

3. Parafina liquida §0.00

4. Monooleato de sorbitan 50.00

5. Acido citrico 1.00

6 Citrato de sodio 2.00

7. Agua purificada cs.alg

Procedimiento.

i) Se mezclan parafina bianda, parafina liquida y monooleato de
sorbitan a aproximadamente 45°C por agitacion continua, hasta obtener una
dispe:rsién homogénea.

i) Se afade extracto de Vernonia anthelmintica a la dispersion
del paso (i) con agitacion.

iy Se disuelven acido citrico y citrato-de sodio en una parte de
agua purificada hasta obtener una solucion.

| iv) Se afade el material del paso (iii) al paso (ii) con agitacién
contidua a aproximadamente 45°C, seguida de la adicién de la parte restante
de agua purificada y agitando.

v) Se enfria el material del paso (iv) a temperatura ambiente

hasta‘obtener el producto deseado.
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EJEMPLO 15
Gel
Sujeto Ingrediente Cantidad (g/100 g)
nUr|nero
. Extracto de Vernonia sp. 0.05
2. Dimetilacetamida 10.00
3. Alcohol etilico 20.00
4. Acetona 5.00
5. Cremophor® RH40 1.00
8. Propilenglicol 20.00
7. Carbopol 934 1.20
8. Agua purificada 20.00
9. Dimetilamina 0.60

Procedimiento:

i} Se mezcla dimetilacetamida con alcohol etilico y acetona en un

conte;nedor con agitacion.

i) A la mezcla obtenida, se afade extracto de Vermonia sp. y se
agita.

iii) Se dispersan propilenglicol y Cremophor® RH40 en agua, v
se mézclan en un homogenizador. A la mezcla obtenida se aflade Carbopol
934 y| se homogeniza.

iv) l.a mezcila obtenida en el paso (i) se afiade a la mezcla
obten:ida en el paso (i) bajo agitacion.

v} La mezcla obtenida se neutraliza por adicion lenta de

dietile%\mina con agitacién lenta hasta producir el gel.
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EJEMPLO 16

Dispersion nebulizable

Se dispersan homogéneamente extracto de Vernonia sp. 0.06
5 mg, corticosteroide 0.012 mg y propilenglicol 5.0 g en agua purificada 10.0 g.
Dicha dispersion se vierte en un contenedor adecuado para atomizacion, tal

comojun nebulizador.

EJEMPLO 17

10 Solucidn para atomizacién

Se dispersan homogéneamente extracto de Vemonia sp. 0.05
mg yiminoxidil 0.05 mg en una mezcla de etanol-agua purificada (2.0 gy 6.0

g, respectivamente); dicha dispersidn se vierte en un contenedor adecuado.

15
EJEMPLO 18
Ungiiento
Su:jeto
m]fpero Ingrediente Cantidad (mg/g)
20 1 Extracto de Vemonia anthelmintica 0.05
2. Extracto de Ginkgo bifoba 0.05
3. Lanolina 10.00
4, Aceite de eucalipto 0.40
5. Aceite de menta 0.10
6. Parafina liquida cs.alg
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Procedimiento:

i} Se afiaden aceite de eucalipto y aceite de menta a una parte
de parafina liquida, y se mezclan con agitacion.

i) El material del paso (i) y lancliina se mezclan a
aproximadamente 45°C por agitacién continua, hasta obtener una dispersién
hongénea.

iii) Se anaden extracto de Vemonia anthelmintica y extracto de
Ginkglro biloba a la dispersion del paso (ii) con agitacién continua.

iv) EI material del paso (iii) se enfria a temperatura ambiente

hasta; obtener el producto deseado.

EJEMPLO 19

Aceite para el cabello

. ] Ingrediente Cantidad (% en p/v)
niimero
1. Extracto de Vernonia anthelmintica 30.00
2. Extracto de Aloe barbadensis 3.00
3. Base de aceite vegetal c.s.

Procedimiento:

i) Se preparan extracto de Vernonia sp. y extracto de Aloe

barbadensis, y se mezclan con la base de aceite vegetal.

ii) EI material del paso (i) se vierte en un contenedor adecuado.
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EJEMPLO 20
Champu
S.lfjeto Ingrediente Cantidad (% en p/v)
ndmero
5 f. Extracto de Vernonia sp. 20.00
2. Ketoconazol 2.00
3. Base de champu C.S.
Procedimiento:
i) S& mezclan extracto de Vernonia sp. y ketoconazol.
10 ‘ i} EI material del paso (i) se incorpora en una base de champu.
EJEMPLO 21
Tableta
§u;eto Ingrediente mg/tableta
numero
15 - : ,
1. Extracto de Vernonia sp. 50.0
2. Celulosa microcristalina 100.0
3 Manitol 80.0
4, Croscarmelosa de sodio 10.0
3. Lactosa 60.0
. Talco 4.0
7. Dioxido de silicio coloidal 10.0
8. Croscarmelosa de sodio 10.0
20

Procedimiento:

i) Se tamizan extracto de Vernonia sp., celulosa microcristalina,

manit;ol, croscarmelosa de sodio y lactosa, y se mezclan.
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i1) El material del paso (i) se compacta.

i) Los materiales compactos del paso (i) se hacen pasar a
traves del tamiz y se mezclan.

Iv) Se hacen pasar talco, didxido de silicio coloidal vy
croscéarmelosa de sodio a través de un tamiz fino, y se mezclan.

v) El material del paso (iii) se mezcla con el material del paso
(iv).

vi) El material del paso (v) se comprime en tabletas a un peso
promedio de 400 mg + 2%.

vii) Las tabletas se empacan en empagues herméticos.

EJEMPLO 22
| Capsula
Sujeto , .
m]r:'nero Ingrediente mg/capsula
1. Extracto de Vernonia sp. - 25.0
2. Celulosa microcristalina 150.0
3. Manitol 65.0
4. Lactosa 50.0
5. Talco 3.0
6. Almicén glicolato de sodio 17.0
7. Diodxido de silicio coloidal 15.0

Procedimiento:

i) Se tamizan extracto de Vernonia sp., celulosa microcristalina,

lactosa y manitol, y se mezclan.
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NOVEDAD DE LA INVENCION

REIVINDICACIONES

1.- Una composicion novedosa para la prevencion de la pérdida
del c;abello y/o promocién del crecimiento del cabello, gue comprende por lo
menés uno o varios agentes derivados de una fuente natural o fuente sintética
o} fueinte semisintética como el agente activo, ya sea solo 0 en combinacion
con Qtros agentes aclivos, y opcionalmente uno © mas excipientes.

2.- La composicidn de conformidad con la reivindicacién 1,
carac;terizada ademas porque comprende un extracto obtenido de la planta
Vernonia sp. como agente activo, ya sea solo o en combinacién con otros
agenfes activos, y opcionalmente con uno ¢ mas excipientes.

3.- La composicion de conformidad con la reivindicacion 2,
carac;terizada ademas porque el agente activo para la prevencion de la
pérdi;da del cabello y/o promocion del crecimiento del cabello es un extracto
obtenlido de la planta Vemnonia noveboracense, Vernonia praealta, Vemonia
tomeréwfosa, Vemonia anthelmintica, Vernonia amygdalina, Vernonia cinerea, o
mezclas del mismo.

4.- La composicion de conformidad con la reivindicacion 2,
carac;terizada ademas porque comprende un extracto obtenido de la planta
Vemcimia anthelmintica.

9.- La composicién de conformidad con la reivindicacién 1,




10

15

20

69

Carac;:terizada ademas porque el extracto para la prevencién de la perdida del
cabello y/o promocion del crecimiento del cabello comprende uno o mas
comp;onentes seleccionados de un grupo que comprende fitosteroles, acidos
grasois 0 ésteres de acidos grasos, carotenoides, o mezclas de los mismos.

6.- La composicién de conformidad con la reivindicacion 2,
caradterizada ademas porque el agénte activo comprende un extracto
obteri:ido de la planta Vernomia sp. combinado con por lo menos algdn otro
extra%:to obtenido de una fuente natural seleccionada de un grupo que
c:omp;rende Aloe (Aloe barbadensis), bardana (Arctium minus), pimiento
(Cap%icum annuum L), jengibre (Zingiber officinale), Ginkgo (Ginkgo biloba), té
verdei' (Camellia sinesis), escaramujo (Rosa canina), lavanda (Lavendula
officinale), milenrama (Achillea millefolium), ortigas (Urtica dioica); cebolia
(Alﬁu:m cepa), Pygeum (Pygeum africanum), Rattanjot (Amebia sp.), pimiento
rojo {Capsicum annuum), romero (Rosamarinus officinalis), aceite de cartamo
(Carthamus tinctorious), Saw Palmetto (Serenoa repens), y aceite del arbol del
te (M?!aleuca alternifolia), 0 mezclas de los mismos.

7.- La composicion de conformidad con la reivindicacion 2,
caracterizada ademas porque el agente activo comprende un extracto
obteﬁido de la planta Vernonia sp. combinado con por lo menos algun otro
férme;;co alopatico seleccionado de inhibidores de 5a-DHT, superoxido
disml;tasas, mimeéticos, vasodilatadores, activadores de prostaglandina-H-
sintasa-1y abridores de los canales de potasio.

8.- La composicion de conformidad con la reivindicacion 2,
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cara:cterizada ademas porque el agente activo comprende un extracto
obte;nido de la planta Vernonia sp. combinado con por lo menos algun otro
férm;aco alopatico seleccionado de un grupo que comprende corticosteroides,
ditrapol, tretinoina, minoxidil, zinc, irritantes, finasterida, skinoren/acido
azelsfaico, acetato de ciprotercna con etinilestradiol, cimetidina, acetato de
cipro:terona, espironolactona, ketoconazol, antidepresivo, aceténido de
triam;cinolona., hidroxicloroguina, penicilina, o mezclas de los mismos.

9.- La composicion de conformidad con la reivindicacion 1,
carat::terizada ademas porque los excipientes se seleccionan de un grupo que
comp;}rende diluyentes, desintegradores, aglutinantes, antiadherentes, agentes
de deslizamiento, antioxidantes, agentes reguladores de pH, colorantes,
agentes saborizantes, agentes de recubrimiento, solventes, agentes
.osmn‘i‘)ticos. agentes viscosificantes, ceras, agentes mojantes, agentes
emuilsionantes, solubilizadores, estabilizadores, agentes reguladores de pH,
agen"tes quelantes, vehiculos, conservadores, agentes tensoactivos,
desoi‘ljorantes, colorantes, agentes de abultamiento, polimeros hidrofilicos,
agen:tes para el ajuste de tonicidad, anestésicos locales, agentes para el
ajusté del pH, acidos, alcohol de azicar, azdcares reductores y azucares
reduc;tores, 0 mezclas de los mismos.

10.- La composicion de conformidad con la reivindicacion 1,
carac-;terizada ademas porque estd en la forma de una preparacion topica
seleccionada de un grupo que comprende liquido, crema, gel, locién o rocio.

11.- La composicion de conformidad con las reivindicaciones 1 a




10

15

20

71

10, caracterizada ademas porque dicha composicion es util como una
formlulacién farmacéutica o un cosmético o un producto ayurvedico.

12.- La composicion de conformidad con las reivindicaciones 1 a
11, 'jcaracterizada ademas porque es utli en el manejo de alopecia
andr;ogénica inducida por testosterona.

13.- Un procedimiento para la preparacidon o extraccion del

agen:te para la prevencion de la pérdida del cabello y/o promocion del

crecimiento del cabello de una fuente natural para su uso como un agente

activo de conformidad con la reivindicaciéh 1 ¢ 2, caracterizado porque dicho
procedimiento comprende los siguientes pasos: i} extraccion de la planta o
partes de la planta deshidratadas y pulverizadas con un solvente no polar, o
mezclas del mismo, ii) destilacion del extracto para remover el solvente, iii)
opcioinalmente, otra extraccion del residuo con un solvente polar, o mezclas
del ;{nismo, Iv) opcionalmente, destilacion del exiracto para remover el
solve:!‘nte para obtener el extracto deseado, de preferencia como un polivo.

14.- Un procedimiento para la preparacion o extraccién del
agente para la prevencion de la pérdida del cabeilo y/o promocién del
crecimiento del cabello de una fuente naturat para su uso como un agente
activcp de conformfdad con la retvindicacion 1 6 2, caracterizado porque dicho
proce:dimiento comprende los siguientes pasos: i} extraccion de la planta o
pade$ de la planta deshidratadas y pulverizadas con un solvente polar, o
mezclas del mismo, ii) opcionalmente, destilacién/concentracion del extracto

para ; remover/reducir el solvente, iii) opcionalmente, deshidratacion del
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extrécto para remover el solvente para obtener el exiracto deseado, de

preferencia como un poivo.
|

15.- Un procedimiento para la preparacion o extraccion del

'ageﬁte para la prevencién de la pérdida del cabello y/o promocion del

creci:miento del cabello de una fuente natural para su uso como un agente
activ:o de conformidad con la reivindicacion 1 6 2, caracterizado porque dicho
procédimiento comprende los siguientes pasos: i) expresion del jugo de la
planta o partes de la planta frescas opcionalmente con la adicién de un
solvente polar, 0 mezcla del mismo, ii) filtracidn del jugo, iii} opcionaimente,
destilacion/concentracidn del extracto para removerfreducir el solvente, iv)
opcic?naimente, deshidratacion del extracto para remover el solvente para
obtener el extracto deseado, de preferencia como un polvo.

16.~ Un procedimiento para la preparacion de una composicion
de cépnformidad con la reivindicacién 1 ¢ 2, caracterizado porque comprende
los sEiguientes pasos; i) mezclar el agente activo para la prevencion de la
pérdida del cabello y/o promacién del crecimiento del cabello con uno o mas
excipientes, y ii} formular la mezcla en una forma de dosificacion adecuada.

17.- Un método de uso de una composicion de conformidad con
la rei\;/indicacic‘)n 16 2, que comprende administrar a un sujeto que necesita de
la mi%ma, una cantidad efectiva de la composicion.

18.- El método de conformidad con la reivindicacién 17,
caracterizado ademas porque comprende el uso de una composicion de la

reivindicacion 1 6 2, en el manejo de uno o mas trastornos del cabello
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seleti:cionados de un grupo que comprende alopecia areata, alopecia
andriogénica, efluvio anageno (pérdida del cabello por tratamiento de cancer),
pérd:ida dei cabello autoinducida, efluvio teidgeno, alopecia cicatrizante,
alop~:ecia sifilitica, esclerodermia y tifia del cuero cabelludo.

19.- El uso de una composicion como se reclama en la
reivindicacion 1 6 2, en el manejo de'uno o mas trastornos del cabello
seieqcionados de un grupo que comprendé alopecia areata, alopecia
andr@génica, efluvioc anageno (pérdida del cabello por tratamiento de cancer),
pérdida del cabello autoinducida, efluvio teldgeno, alopecia cicatrizante,
alopecia sifilitica, esclerodermia y tifia del cuero cabelludo.

20.- Una composicion farmacéutica y el procedimiento para la

preparacion de la composicién farmacéutica sustancialmente como se

describe en la presente y se ilustra por medio de los ejemplos.




10

20

74

RESUMEN DE LA INVENCION

Se proveen composiciones novedosas para la prevencion de [a
pérdida del cabello y/o promocion del crecimiento del cabello gue comprenden
por lo menos un agente activo derivado de preferencia de una fuente natural
tal como de la planta Vernonia sp., ya sea solo 0 en combinacién con otros
agerjtes activos, y opcionalmente uno o mas excipientes; se describe también
el p}rocedimiento para la extraccion del agente para la promocién det
creci}miento dei cabello y la preparacion de composiciones que comprenden
dich? agente activo; la composicion novedosa esta de preferencia en la forma
de L;na preparacion oral o topica tal como tableta, capsula, solucion o
suspFnsién liguida, crema, gel, locibn o rocio, y es util contra

! :
enfeimedades/trastornos  del cabello y/u otros frastornos asociados

parti(i:ularmente en el manejo de alopecia androgénica inducida por

testo;sterona.

188
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FIGURA 2.




Crecimiento del cabello
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FIGURA 4:

La flecha en la figura 4(a) muestra el érgano del costado



FIGURA 5:
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FIGURA 6:
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FIGURA 7:

() B.No. 0629/030B,
p/p (dia 22}

(¢) B.No. 0629/030C;
2% p/p (dia 22)

(g) B.No. 0625/0304, (k) B.No. 0629/026B, (i} B.No. 0629/G26A,
‘ 0.5% p/p (dia 22) 2.5% p/p (dia 22) 1.25% p/p (dha 22)

! [—] representa el area del érgano del costado alrededor del cual se califico el

crecimiento del cabello




The demand | st be filed directly with the competent International Preliminary Examining duthority or, if twe or more Authorities are competent,
with the ore cho.sen by the applicars. The full nanie or two-letter code of that Authority may be indicated by the applicant on the fine below:

IPEA/ US

PCT CHAPTER II

DEMAND

under Article 31 ol the Patent Cooperation Treaty:
The undersigned requests that the international application specified below be the subject of
international preliminary examination according to the Patent Cooperation Treaty.

For International Preliminary Examining Autherity use only

Daie of receipt of DEMAND

ldentification of IPEA

. Applicant’s or agent’s {ile reference
Box No. 1 IDENTIFICATION OF THE INTERNATIONAL APPLICATION INFPA-315

[nternational filing date (day/maonth/year) (Earliest) Priosity date (day/monih/year)
i 19 March 2007 (19/03/2007) T 31/03/2006

international application Nao.

PCT/IN2007/00111

Title ofuwemlon

NOVEL COMPOSI FIONS FOR HAIR DISORDERS AND PROCESS OF PREPARATION THEREGF

Box No. If | APPLICANT(S)

Name and address: (Fuanily nerme foflowed by givent mame, for a legal ensin; ﬁi” afficiat desigration Telephone No.

The address muse include postel code and pome of cowrtry) +91-11-41679076
Panacea Biotec Ltd., Facsimile No.
B-1 Extn./A-27, Mohan Co-operative Industrial Estate, +01-11-41679068
Mathura Road, New Delhi-110 044-INDIA Teleprinter No. ]
Applicant’s registration No. with the Office
State (that :s country) of nationality: State (thar is. couniry) of residence;
IN ' IN
Name and address: fomity name followed! by piven name; for o legal entity, full officicd devignution. The addvess must inchede pastal code and name of cotriry)
JAIN, Rajesh

Panacea Biotec Lid.,
B-1 Extn‘ IA-27, Mohan Co-operative Industrial Estate,

Mathura Road New Delhi-110 Q44-INDIA

State {that w' couniryv) ol nauonahly ) State (that is. country) of residence;
IN IN

Natne and address: (Fumily name folfowed by given name: for o legal entity, fidl officiul designation. The addvess must indudz postal code and rane of cowiny.)

JINDAL, IKour Chand

Panacea Biotec Ltd.,

B-1 Extn! IA 27, Mohan Co-operative industrial Estate,
Mathura Road New Delhi-110 044-INDIA :

i
State {that is, Icounn)) of nationality: State fthat is, couniry) of residence:

IN IN

D Further applicants are indicated on a continuation sheet.
i .
Form PCT.’]PE?AMO] (first sheet) (April 2006} ‘ See Notes to the demand form
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H:onﬁnuandu of Box No. [l APPLICANT(S)
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Name and aéid;css: (Family name followed by given name; for o legol envity, fiul official desigrevion The address must include postal code and rame of couniry,)
DATTA, Aniruddha

Panaceg Biotec Ltd.,

B-1 Extn./A-27, Mohan Co-operative Industrial Estate,
Mathura Road, New Delhi-110 044-iINDIA

Staac.(thaz n‘:j country) of nationality: State (thai is, country) of residence;

IN IN

Name and address: (Family name fofiowed by giver rame; for a legal entity, fid! officia! designation  The address must ingiude posial code and name of country)

State (that is, country) of nationality: State (that is, country) of residence:

[i
Name and address: (T-umily name Joilonsad by given name; for o legad ey, full officidd devignarion The addrexs must inchate povtal code and name of counry)

State (thar is, lcaumr)j ef nationality: State (that is, country) of residence:
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State {that is, cl.‘ounrry) of nationality: State {thar is, country) of residence;

D Furtles applicants are indicated on another continuation sheet.

Form PCT/IPEA/40! (continuation sheet) {April 2006)

See Notes to the demand form
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Sheet No. . 3 PCT/IN2007/00111

Box No. Ill: AGENT OR COMMON REPRESENTATIVE; OR ADDRESS FOR CORRESPONDENCE

]
i i tative
The fu]lowning persen is agent EI COMMOR represen
and has been appointed earlier and represents the applicant(s) also for international preliminary examination
D is hereby appointed and any earlier appaintment of {an) agent(s)/common representative is hereby revoked

[:I 15 hereby appeinted, specifically for the procedure befare the Intemational Preliminary Examining Authority, in addition to
thc agent(s)/common representative appointed earlier

Name and address: (Fumiy nume followed by gven mamie: for o legal entitv. full efficial designation. Telephone No.

The ddress must nchale pusiad code simd nume of uumnyj +9 -1 __1 1 __41 679076
GUPTA, Bhartee | Facsimile No.
Panacea Biotec Ltd., +91-11-41679068
B-1 Ext:n.lA-27, Mohan Co-operative Industrial Estate, Teleprinter No.

Mathura Road, New Delhi-110 044-INDIA

Agent’sregistration No. with the OfTice

D Address far correspondence: Mark this check-box where no agent or common representative is/has been appointed and the
space above is used instead to indicate a special address to which cotrespondence should be seat.

Box No. l\f BASIS FOR INTERNATIONAL PRELIMINARY EXAMINATION

Slalemcnt:conccrning amendments:*
I. The applicunl wishes the intermational preliminary examination to start on the basis of:

. the imemational appllcanon as originally filed

the description as originally filed
as amended under Article 34

the ciaijlns as originaliy filed
as amended under Article 19 {together with any accompanying statement)
as amended under Article 34

the drav:vings as originally filed

X (O O

as amended under Articie 34

2. D The applicant wishes any amendment to the claims under Article 19 to be considered as reversed.

kN D Where the IPEA wishes to start the international preliminary examination al the same time as the international search in
agcordance with Rule 69.1(b). the applicant requests the [PEA to postpone Lhe start of the international preliminary
examination unlil the expiration of the applicable time limit under Rule 69.1(d).

4. |:| The applicant expressly wishes the international preliminary examination to start earlier than at the expiration of the
applicable time {imit under Rule 54bis.1{a).

* Where nu check-box is marked, international preliminary examination will start on the basis of the intemational application
as urlgmally filed or, where a copy of amendments 10 the claims under Article |9 and/or amendments of the international application
under Atticle 34 are received by the International Preliminary Examining Authority before it has begun to draw up a written opinion
or the mtemallona] preliminary examination report, as so amended.

' . . o ination: ENGLISH

Language for the purposes of international preliminary examination: =002R02T 0000 .
[g] w:h:'ch is the language in which the international application was filed
D wiu'ch is the Tanguape of a translation fumished for the purposes of international search
D which is the language ol publication of the international application
\:l which is the language of the iranstation (1o be) furnished for the purposes of international preliminary examination

Box No.V | ELECTION OF STATES

The filing of this demand constitutes the election of al] Contracting States which are designated and are bound by Chapter 11 of the
PCT.

1 ;
Form PCT/APEA/40Q1 (second sheet) (April 2006) See Notes to the demand form
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i

Box No. VI CHECK LIST
I

2,

o

translation of international application
amendments under Article 34

copy|{or, where required, translation) of
amendments under Article 19

copyi(or, where required, translation) of
statement under Article 19

letter.

Olhcr: specify)

The demand is accompanied by the following etemenls, in the language referred (o in
Box No.'TV, for the purposes of intenational preliminary examination:

For International Preliminary
Examining Authority usc only

received not recejved

sheets

sheets

sheets

sheets

sheets

oo 0 00
000 o Ood

sheets

The demand is also accompanied by the item(s) marked below:

1. bl
2

3. o;rigina] general power of attormey

fee caleulation sheel

original separate power of attormey

4. L—_] copy of general power of attorney;

reference number, if any:

5.
6. ]
7. ]

8. ]

staiement explaining lack of signature

sequence listing in electronic form

tables in electronic form related to a

sequence listing

other (specify):

Box No. VIl SIGNATURE OF APPLICANT, AGENT OR COMMON REPRESENTATIVE
Nexi to euch vigneture, indicale the rame of the person signing and the capacity in which the person signs (if such capacity Is not obvieus from reading the demand).

BHARTEE GUPTA, Agent

e
. o

I. Dat

e of actual receipt of DEMAND:

For International Preliminary Examining Authorily use only

2. Adj

usted date of receipt of demand due

to CORRECTIONS under Rule 60.[(b):

3.D

Y
5.7

The date of receipt of the demand is AFTER lhe
expiration of 19 months from the priority date and
item 4 or 5, below, does not apply.

EI The applicant has been informed accordingly.

The date ofreceipt of the demand is WITHIN the time
limit of 19 moaths from the priority date as extended
bylvirtue of Rule 80.5.

Although the date nfreceipt of the demand is after the
expiration of 19 months from the priority date, Lhe
delay in arrival is EXCUSED pursuant 1o Rule §2.

[
T.I—_—I
S.D

The date of receipt of the demand is AFTER the
expiration ofthe time limit under Rule 54bis. 1 (a) and
item 7 or 8, below, does not apply.

The date ofreceipt of the demand is WITHIN the time
limit under Rule 545is.1(a) as extended by virtue of
Rule 80.5.

Ai[hough the date of receipt of the demand is after the
expiration of the time limit under Rule 544is. 1(a), the
delay in arrival is EXCUSED pursuant to Rule B2.

Demand

received from [PEA on:

For International Bureau use only

Form PCT/IPEA/401T (last sheet) (April 2006)

See Notes to the demand form
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PCT

CHAPTER II

FEE CALCULATION SHEET

Annex to the Demand

lnle.mall:nna:l
application 'No.

PCT/IN2007/00111

[}
Applicant'sjor agent's

Far International Preliminary Examining, Authority use only

Date stamp of the IPEA

file refergnch IN/PA-315

Applicant
Panacea Biotec Ltd.,

B8-1 Extﬁ. {A-27 Mohan Co-operative Industrial Estate.

CALCUL}‘ATION OF PRESCRIBED FEES

1. Preliminary examination fee ..., ]

US$750[T]

2. Handling fee (dpplicants from certain States are
entiiled to a reduction of 73% of the handling fee.
Where [the applicant is (or all applicants are) so
entitled. the amourn! 10 be entered at M is 25% ofrhe
handling fee.} ..., R,

L

US$155m

Add the amounts entered at P and H

Total of prescribed fecs
and cntlérlulal in the TOTAL box

US$905

TOTAL

i

MODE OF PAYMENT
{Not all modes of paymeni may be available at all IPEAs)

[] [
]
]
[x]

autharization to charge deposit cash

accoult with the | PEA (see below)

cheque

D coupons
L]

postal imnncy order

bank draft

D revenue stamps

other (specifiy):

(This mode ofgaymem may not be available at all (PEAs)

[T] Autherization to charge the total fees indicated above.

[ (This check-box may be marked only if the conditions for
deposrraccoum.foﬂhe!PEA sopermit) Authorization to
charge any deficiency ot credit any overpayment in the
lotal fees indicaled above.

AUTHOR]ZATION TO CHARGE (OR CREDIT)} DEPOSIT ACCOUNT

iPEas US

Deposit Account No.;

Date:

Name;

Signature:

Form PCT/APEA/401 (Annex) (April 2006)

See Notes to the fee calculation sheet
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CONSULADO DE COLOMBIA

rlo.03/2008 NUEVA DELHI

LA SUSCRITA, ENCARGADA DE LAS ,
FUNCIONES CONSULARES ANTE LA EMBAJADA DE COLOMBIA EN NUEVA
DELHI, INDIA,
VISTOS LOS DOCUMENTOS PRESENTADOS POR LOS INTERESADOS

CERTIFICA:

QUE EL SENOR G. HARSHAPPAN, OFICIAL REGIONAL (Ol) DEL
MINISTERIO DE RELACIONES EXTERIORES DE INDIA, QUIEN AUTENTICO LA
FIRMA DEL SENOR P.S. PANWAR DE LA EMPRESA  PANACEA BIOTEC,
FIRMANTE DEL PRESENTE DOCUMENTO, EJERCIA EN LA FECHA LAS
FUNCIONES INDICADAS Y SU FIRMA CORRESPONDE A LA REGISTRADA EN

-ESTE CONSULADO; QUE LA EMPRESA PANACEA BIOTEC, ESTA
CONSTITUIDA DE" ACUERDO CON LAS LEYES DE INDIA Y CUMPLE SU
OBJETO CONFORME A LAS MISMAS (SEGUN DECLARACION NOTARIADA
ADJUNTA AL DOCUMENTO) DOMICILIADA EN  NUEVA DELHI, INDIA; QUE

EL SENOR P.S. PANWAR DE LA EMPRESA ARRIBA MENCIONADA, ESTA
FACULTADO PARA FIRMAR EL PRESENTE DOCUMENTO.

DADO EN NUEVA DELHI A LOS ONCE DIAS (11) DEL MES DE
ENERO DE DOS MIL OCHO (2008).
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PAGADQO IMPUESTO DE TIMBRE Y
DERECHOS CONSULARES: US $110.00
(Ciento nueve Ddlares Americanos)
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3, Palam Marg, First Floor, Vasant Vihar, New Delhi-110057 INDIA ’
Tel- 91-11-51-66-21-03, 51-66-21-05  Fax: 91-11-51-66-21-04, 51-66-21-08
e-mail: emcolin@bol.net.in
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POWER OF ATTORNE
| {we) Panacea Biolec Ltd.

domiciled i, B-1 Extn/A-27, Mohan Co-operative
Induslrial Estate, Mathura Road, New Delhi - 110 044 ~
INIIA

Mgrepy appoits JUAN PABLO CADENA SARMIENTO
rl'lflfOI' CARLOS ¢, PALACIO EASTMAN and/or MARTIN
COTORRES CARDUTO. of Bogotz, Colombia. my  (our}
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cerbificales of obfaners of vegebios varehes, ag well as
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. ", CEXTIFICADO NOTARIAL (SOCIEDAD) NOTARIAL CERTIFICATE (CORPORATION)

.

FHoy ) de de On this day of of personally
personalmente comparecié ante mi, appeared before me, I?. S. Panwar
a quien conozco, y de quien me consta que firmo el 16t nat known and known to e to be the Iperson who

signed the foregoing instrument who belngzby me duly
sworn did depose and say that he (she) is the Moz

ARCTEeTURLPROVERTY And LEGALIAFER s é}

anterior documento, debidamente juramentado declaré y
dijo que &l (ella) es

de, Panacea Biotec Ltd. of, Panacea Biotec Ltd. &I?;(ﬁv 8 Mre- kg2,

MATHURA ReAD, NEW D z_m*ifoo!ré mpm

| e g ATy

-t

I Sociedad legalmente constituida para un periodo de ;  Which is legally constituted for a term not yet explred, that

| duracion que aun no ha terminado; que el declarante estd . deponent is authorized by said Ccmpany to confer this
autorizado por dicha compariia para confenr este poder,  Power of Allorney: that the seal afiixed hereunto by the
que el sello estampado por el al gie de tal poder, en ; deponent in the name and on behalf of said Corporation is
nombre y representamon de Ic.expresada compania, es el | 1he corporate seal thereof; and that the purpose for which
seliu oficial de. elia y que el oujeto para el cual se confiere | this instrument is granted is included within the corporate
este |n5trumento esta cemprenmde dentro delf objeto social | . purpose of company.
de la sociedad. o :

b el \

P

[ A 3
Bl suscrito Natario hace conetar: qu:e tuvo he under5|gned Notary Publlc attests that he has seen the
pruebas de la existencia de la sociedad. '

~slado de _ 28 DEG 29%1 M)g..b LFH

_nfecha eof g, 1 A6D S
o =
y aQue quien, conflere el ’pnesente poder es ===and that he (she} who grants the present power of attorney
reoresentante e "’ B Representative
Public Notary (Seal)
CERTIFICADO NOTARIAL s NOTARIAL CERTIFICATE
PERSONA NATURAL (JASPREM SINGH) NATURAL PERSON
Asstt Sozretary
Dethi Charistar of Commerer
New Oeini
Aoy " de de , comparecio{eron) ante On this day of of
mi ) personally appeared before me
& quien (es) conozco y mej; wonsta que es(son)  la(s) who is(_a-re) kr1oWr1 to me and who [ aitest executed the
nersona(s) firmante(s) del -dotumento que precede y foregoing document and he (they) declared he (they)
quien(es) declara(n) que otorgah el misme para los fines y grant{s) the document for the uses and purposes iherein
propasitos que en ef se expresdn. expressed.
s«sm* Y PJBL]C , -

Netario Publice (sello RELHI (iNDIry Public (Scal)

LEGALIZACION ANTE CONSUL COLOR] BIANO ES LEGALIZATION BEFORE THE COLOMBIAN CONSUL

REQUERIDA, IS REQUIRED.
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REPUBLICA DE COLOMBIA
SUPERINTENDENCIA DE INDUSTRIA Y COMERCIO

Bogota,
2020

Doctor (a)

CADENA SARMIENTO JUAN PABLO
Apoderado(a} y/o Representante de
PANACEA BIOTEC LIMITED

REFERENCIA Radicacidén No. 08 107572
Splicitud internacional PCT/IN2007/000111
Fecha inicioc fase nacional 31/10/2008
Tramite 11
Evento 378
Actuacidn 430

Oficio No. Ng1 3 7 4 8

Como resultado del examen de forma, realizado con fundamente en el articule 38 de
la Decisién 486 de la Comigidén de la Comunidad Andina, articule 27 del Tratado de
Cooperacién en Materia de Patentes [(PCT), regla 51 bis del Reglamento y Circular
Unica de la Superintendencia de Industria y Comercio, se le comunica gque:

1. El solicitante debe aclarar si la solicitud corresponde al capitulo I o II del
PCT por que la indicacién en el petitorio no corresponde a los documentos del
expediente, en casc necesario adjuntar los documentos que corresponden.

2. La s8olicitud nc contiene la copia del documento en gue consta la cesién del
derecho a la patente del inventor al solicitante o a su causante, conforme a lo
establecido por el articulo 26 literal k} de la Decisién 486 de la Comisidn de la
Comunidad BAndina. Cuando se trate de documentos otorgados en el extranjero, estos
deberan legalizarse de conformidad con lo dispuesto por los articulos 2539 y 260 del
céddige de Procedimiento Civil. <Cuando se trate de las declaraciones a gue hace
referencia la Regla 4.17 1ii) del Tratado de Cooperacién en Materia de Patentes
PCT., el alcance de las tales declaraciones se determinara segiin indiguen
claramente una cesién de derechos del inventor al scolicitante o su causante, de
conformidad con lo dispuesto en el numeral 5.2.15 del Capitulo Quinto, Titulo X de
la Circular Unica de Superintendencia de Industria y Comercio.

En cumplimientoe de leo dispuesto por el articulo 39 de la Decisidn 486, se le
requiere para gque dentre del término de dos meses siguientes a la fecha de
notificacién del presente oficio, complete los requisitos anteriormente enunciados.
En caso de no dar cumplimiento al presente requerimiento, la solicitud se
considerarad abandonada y perdera su prelacidn.

Notifiquese el presente oficio conforme a lo dispuestc en el numeral 5.2, literal
e), del capitulo quinteo del titulo primerc de la Circular Unica No.1l0 de 2001.

Continua en la pdgina siguiente...




REPUBLICA DE COLOMBIA
SUPERINTENDENCIA DE INDUSTRIA Y COMERCIO

Radicacidén No.:8 107572
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