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DESCRIPCION
Inhibidor de la produccidn de citoquinas inflamatorias
Campo técnico

La presente invencién se relaciona con inhibidores de la produccién de citoquinas inflamatorias que contienen un
extracto de tomate como ingrediente activo.

Antecedentes de la técnica

Las citoquinas inflamatorias son sustancias que se producen a partir de linfocitos, macréfagos y otras células y que
participan en respuestas inflamatorias asociadas con infecciones bacterianas o virales, tumores o dafios histolégicos.
Por ejemplo, las citoquinas inflamatorias como la interleucina-1 (IL-1), interleucina-6 (IL-6) y el factor de necrosis
tumoral (TNF-a) originalmente tienen funciones Utiles como la activacién de funciones inmunes contra la invasién de
bacterias patdgenas, pero se sabe que su sobreproduccién continua debido a ciertas causas induce una variedad de
enfermedades como artritis reumatoide, colitis ulcerosa, enfermedad de Crohn, diabetes tipo 2 y obesidad
(especialmente resistencia a la insulina).

Desde el punto de vista de la neuroinflamacién, también se sabe que inducen, por ejemplo, depresién.

En este contexto, se han realizado estudios para el desarrollo de farmacos para inhibir la produccidén de citoquinas
inflamatorias como el TNF-a en las condiciones patolégicas mencionadas anteriormente. Por ejemplo, ademas de los
agentes antiinflamatorios convencionales tales como ibuprofeno e indometacina, se han propuesto una variedad de
sustancias quimicas (por ejemplo, véanse las publicaciones de patentes 1 a 3). Sin embargo, las enfermedades antes
mencionadas suelen seguir un curso crénico y pueden requerir un tratamiento prolongado. Por tanto, es
particularmente deseable proporcionar un compuesto seguro y sin efectos secundarios.

Desde el punto de vista antes mencionado, algunos estudios (literatura de patentes 4 y 5) han propuesto inhibidores
de la produccién de citoquinas inflamatorias que contienen zumo y/o extracto de fruta, o la glicoproteina lactoferrina,
que se enlaza al hierro, en lugar de compuestos organicos, como ingrediente activo principalmente para la finalidad
de garantizar la seguridad.

Un componente extraido de los tomates tiene un excelente efecto al inhibir la produccién de citoquinas inflamatorias.
A continuacién, se divulga un extracto de tomate que inhibe significativamente la produccién de citoquinas
inflamatorias, particularmente IL-6 y TNF-a.

Mientras tanto, el uso de un extracto de tomate como agente antialérgico se ha propuesto anteriormente (literatura de
patente 6).

El agente antialérgico propuesto en esta literatura de patente se debe al efecto de inhibir la liberacién de mediadores
quimicos tales como histamina y leucotrienos de los mastocitos de acuerdo con el mecanismo patogénico real de las
enfermedades alérgicas, y no tiene como objetivo inhibir la produccién de citoquinas inflamatorias como en la presente
invencién.

Desde este punto de vista, se espera que los extractos de tomate tengan diversas acciones farmacolégicas.
Lista de citaciones

Literatura de patentes

Literatura de patente 1: JP 2015-174850 A

Literatura de patentes 2: JP 2014-101329 A

Literatura de patentes 3: JP 2009-013106 A

Literatura de patentes 4: JP 2005-089304 A

Literatura de patentes 5: JP 2006-069995 A

Literatura de patentes 6: JP 2002-080387 A

Se muestran extractos de tomate con inhibidores de la produccién de citoquinas y para prevenir la inflamacion, en
cada uno de los documentos WO 2014/102546 A1, WO 2007/068773 A1, y J. Schwager et al., "Tomato Aqueous
Extract Modulates the Inflammatory Profile of Immune Cells and Endothelial Cells”, Molecules, vol. 21, num. 168, 29
de enero de 2016, paginas 1-15.

Young-Il Kim et al., "Tomato extract suppresses the production of proinflammatory mediators induced by interaction
between adipocytes and macrophages", Bioscience, Biotechnology, and Biochemistry, vol 79, no. 1, 2 de enero de
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2015, paginas 82-87, muestra fracciones de extracto de tomate con potencial para suprimir la inflamacién al inhibir la
produccién de NO o citoquinas proinflamatorias durante la interaccién entre adipocitos y macréfagos.

G. Tommonaro et al., "Chemical, pharmacological and biotechnological application by industrial tomato waste and
analysis of antioxidative compounds in tomato hybrids", Current Topics in Biotechnology, vol. 4, 30 de noviembre de
2007, paginas 109-117, reporta una fraccién de polisacarido proveniente de productos y subproductos de la industria
del tomate y muestra que el polisacarido inhibe la activacion de NF-«kB al impedir la produccidén de especies reactivas
y sugiere para este compuesto un papel en el control del estrés oxidativo y/o la inflamacion.

S. Navarrete et al., "Aqueous Extract of Tomato (Solanum lycopersicum L.) and Ferulic Acid Reduce the Expression of
TNF-a and IL-1B in LPS-Activated macrophages"”, Molecules, vol. 20, nim. 8, 21 de agosto de 2015, paginas 15319-
15329, informan que un extracto de tomate tiene una actividad inhibidora de la expresién de las citoquinas TNF-a e
IL-1B al inhibir la activacién de NF-kB, lo que sugiere que los tomates y el &cido ferulico pueden contribuir a la
prevencién de enfermedades inflamatorias crénicas.

Resumen de la invencién
Problema técnico

Por consiguiente, la presente invencién tiene como objetivo proporcionar inhibidores de la produccién de citoquinas
inflamatorias que inhiben la produccién de las citoquinas inflamatorias TNF-a e IL-6 y pueden aplicarse a farmacos
eficaces contra enfermedades inflamatorias causadas por la sobreproduccién de estas citoquinas inflamatorias, tales
como la artritis reumatoide, colitis ulcerosa, enfermedad de Crohn y diabetes tipo 2.

Solucién al problema
La presente invencidn se define en las reivindicaciones.
Efectos ventajosos de la invencion

La presente invencién proporciona inhibidores de la produccién de citoquinas inflamatorias que son altamente seguros
mediante administracién oral o ingestién.

Los inhibidores de la produccién de citoquinas inflamatorias proporcionados por la presente invencién inhiben la
sobreproduccién de citoquinas inflamatorias tales como interleucina-1 (IL-1), interleucina-6 (IL-6) y factor de necrosis
tumoral (TNF-a). Por tanto, estos inhibidores sirven como agentes terapéuticos eficaces contra una variedad de
enfermedades causadas por la sobreproduccién de estas citoquinas, como la artritis reumatoide, colitis ulcerosa y
enfermedad de Crohn, asi como diabetes tipo 2, depresién y obesidad. Ademéas, estos inhibidores tienen la ventaja de
proporcionar atencién sanitaria diaria de forma eficaz mediante la ingestién oral diaria.

Breve descripcién de los dibujos

La Fig. 1 es un grafico que muestra los resultados después de tres horas del Ejemplo Experimental 1.
La Fig. 2 es un grafico que muestra los resultados después de seis horas del Ejemplo Experimental 1.
La Fig. 3 es un grafico que muestra los resultados después de tres horas del Ejemplo Experimental 2.
La Fig. 4 es un grafico que muestra los resultados después de seis horas del Ejemplo Experimental 2.
La Fig. 5 es un grafico que muestra los resultados después de tres horas del Ejemplo Experimental 3.
La Fig. 6 es un grafico que muestra los resultados después de seis horas del Ejemplo Experimental 3.

La Fig. 7 es un gréfico que muestra los resultados después de tres horas del Ejemplo Experimental 4 como ejemplo
comparativo.

La Fig. 8 es un grafico que muestra los resultados después de tres horas del Ejemplo Experimental 5.
La Fig. 9 es un grafico que muestra los resultados después de seis horas del Ejemplo Experimental 5.
La Fig. 10 es un grafico que muestra los resultados después de tres horas del Ejemplo Experimental 6.
La Fig. 11 es un gréfico que muestra los resultados después de seis horas del Ejemplo Experimental 6.
La Fig. 12 es un grafico que muestra los resultados después de tres horas del Ejemplo Experimental 7.

La Fig. 13 es un grafico que muestra los resultados después de seis horas del Ejemplo Experimental 7.
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Descripcidn de realizaciones

Como se describié anteriormente, los productos divulgados incluyen inhibidores de la producciéon de citoquinas
inflamatorias que contienen un extracto de tomate como ingrediente activo. La invencién se define en las
reivindicaciones.

El extracto de tomate, que es un ingrediente activo de los inhibidores de la produccién de citoquinas inflamatorias, es
un extracto que se obtiene homogeneizando tomates crudos maduros y eliminando sélidos, es decir, que se obtiene
del jugo exprimido.

El material de tomate puede ser de cualquier cultivar. Se puede utilizar cualquier cultivar que se consuma crudo o
procesado y que esté comlUnmente disponible en el mercado.

En la preparacién de zumo exprimido de tomates secos, generalmente se homogeneizan junto con una solucién
reguladora adecuada, como agua purificada o solucién salina. Los tomates crudos maduros que tienen un alto
contenido de agua se pueden triturar directamente sin utilizar una solucién reguladora y después se pueden eliminar
los sélidos mediante un método habitual tal como centrifugacién para obtener zumo exprimido.

Luego, de este jugo exprimido se obtiene un extracto de tomate. La extraccién se lleva a cabo utilizando un ultrafiltro
centrifugo para obtener el extracto como una fraccién que tiene un peso molecular de 10,000 o superior o, dado que
el jugo exprimido de tomates crudos contiene una gran cantidad de sacaridos, el extracto se ajusta preferiblemente a
10,000 o superior con base en el peso molecular.

Los ejemplos del ultrafiltro centrifugo utilizado incluyen una variedad de filtros que pueden ser adecuados para el
fraccionamiento de peso molecular objetivo, como la serie Amicon Ultra® disponible en Merck Millipore.

Se obtiene un extracto que tiene un peso molecular de 10,000 o superior como extracto de tomate crudo. El extracto
resultante se puede utilizar tal cual. Alternativamente, puede prepararse en un liquido concentrado mediante
evaporacién del disolvente o prepararse en un producto seco antes de su uso.

El secado puede llevarse a cabo mediante una técnica de secado habitual tal como secado bajo vacio, liofilizacién o
secado por aspersién. Entre estos, la liofilizacidén se realiza preferentemente para formar un producto seco.

El extracto de tomate crudo tiene un efecto excelente en la inhibiciéon de la produccién de citoquinas inflamatorias
como IL-1, IL-6 y TNF-a, y es util como inhibidor de la produccién de citoquinas inflamatorias.

Los inhibidores de la produccién de citoquinas inflamatorias de la presente invencién se pueden administrar de
cualquier manera de acuerdo con el propésito de la administracién, el tipo de enfermedad y los sintomas particulares.
Los inhibidores pueden estar en la forma de dosificacién de un comprimido, una capsula, gréanulos, polvo, un
medicamento en polvo, liquido u otras formas para administracién directa o pueden mezclarse con un alimento o agua
potable para su administracién, y deseablemente se administran por via oral.

Estas formas de dosificaciéon pueden prepararse mediante métodos convencionales habituales. Se pueden incorporar
aditivos apropiados tales como dextrina, lactosa, almidén de maiz, emulsionantes, antisépticos, vehiculos, agentes
para expansidn, agentes edulcorantes, saborizantes y colorantes siempre que no se perjudique el efecto ventajoso de
la presente invencion.

Los inhibidores de la produccidén de citoquinas inflamatorias de la presente invencién también se pueden usar como
alimentos o bebidas. Ejemplos de dichos alimentos o bebidas incluyen bebidas no alcohélicas tales como refrescos y
zumos, bebidas alcohélicas, bebidas fermentadas como yogur, dulces duros como comprimidos y caramelos, dulces
masticables como goma de mascar y gomitas, suplementos nutricionales que contienen, por ejemplo, vitaminas,
minerales, aminoécidos o proteinas y otras formas.

Ejemplos de dichos alimentos o bebidas funcionalmente incluyen alimentos para usos de salud especificos
("TOKUHQO"), alimentos con afirmaciones de funcién nutritiva y alimentos con afirmaciones de funcién.

Los agentes, alimentos y bebidas anteriores tienen la capacidad de inhibir la produccién de citoquinas inflamatorias y
pueden ser muy Utiles para la prevencién, tratamiento, mejora o prevencién de recaidas de una variedad de afecciones
patolégicas inducidas por la sobreproduccién de citoquinas inflamatorias.

Para los inhibidores de la produccién de citoquinas inflamatorias de la presente invencién, la dosis para lograr la
capacidad de inhibir la produccién de citoquinas inflamatorias puede variar de acuerdo con el propésito de la
administracion, el tipo de enfermedad y los sintomas particulares. Por ejemplo, la cantidad se puede ajustar de modo
que se puedan ingerir por dia de 1 a 5000 mg, preferiblemente de 5 a 1000 mg, mas preferiblemente de 10 a 200 mg,
del extracto de tomate crudo.

El extracto de tomate crudo se obtiene del jugo exprimido de tomates maduros que se consumen a diario y, por lo
tanto, es muy seguro y no causa problemas de toxicidad en las dosis utilizadas en la presente invencion.
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Ejemplos

Aspectos de la presente invencién se describen con mas detalle a continuacién con referencia a ejemplos y ejemplos
experimentales.

Ejemplo 1: Preparacién de extracto de tomate crudo

Se corté y trituré en un mortero una cantidad de 103.96 g de tomates crudos maduros (cultivados en la prefectura de
Kagoshima). El material resultante se centrifugé a 4000 x g durante 15 minutos y se recolectaron 27.5 ml de la porcién
liquida.

Una porcién de 20 ml de la porcidn liquida se sometié a ultrafiltracion centrifuga a 4000 x g utilizando el ultrafiltro
centrifugo Amicon Ultra-15 (MWCO: 10,000).

Después de la centrifugacidn, se tomaron y liofilizaron una fraccién de alto peso molecular que tenia un peso molecular
de 10,000 o superior y una fraccién de bajo peso molecular que tenia un peso molecular de 10,000 o inferior para
obtener extractos de tomate crudo.

El extracto de tomate crudo preparado como se indicé anteriormente contiene principalmente sacéridos con algunas
proteinas y puede usarse directamente como inhibidor de la produccién de citoquinas inflamatorias.

El extracto de tomate crudo en la presente invencién corresponde a la fraccién de peso molecular que tiene un peso
molecular de 10,000 o mas preparada como anteriormente, pero con fines de comparacién, la fraccién de peso
molecular preparada que tiene un peso molecular de 10,000 o menos también se sometié a los siguientes
experimentos.

En los siguientes experimentos, cada uno de los extractos de tomate crudo preparados se ajusté a una concentracion
de 100 pg/ml en un medio DMEN (medio Eagle modificado por Dulbecco + suero bovino al 10 % +
antibiético/antimicrobiano al 0.1 %) antes de su aplicacién a las células.

Ejemplo experimental 1: efecto del extracto de tomate crudo sobre la expresiéon del ARNm de TNF-a en células
microgliales de ratén (MG6) en presencia de LPS

A continuacion, se describe un procedimiento especifico.
(1) Se sembro6 una placa de 6 pozos con una linea celular microglial de ratén (MG6) a 1 x 10° células/mL.

(2) Después de tres a cuatro dias, se aplicé a las células soluciones de cuatro grupos, es decir, control (medio DMEN,
1 ml/pozo), LPS (5 ng/ml) + extracto de tomate crudo de alto peso molecular (100 pg) (volumen de liquido: 1 ml) y
extracto de tomate crudo de alto peso molecular (100 pg/ml).

(3) Después de tres horas y después de seis horas, se eliminé el medio de cultivo y se agregaron a cada pozo 0.3 ml
de una solucién RLT (RNeasy Mini kit, QIAGEN) (que contenia B-mercaptoetanol al 1 %).

(4) Las células se rasparon usando un raspador de células.
(5) La suspensidn celular se mezclé con 0.3 ml de etanol al 70 %.

(6) La solucién anterior se puso en una columna de centrifugacion (RNeasy Mini kit, QIAGEN) y se centrifugé a 8000
x g durante un minuto.

(7) Ala columna de centrifugacion se le afiadieron 700 pl de una solucién RW1 (RNeasy Mini kit, QIAGEN), seguido
de centrifugacién a 8000 x g durante un minuto.

(8) Alla columna de centrifugacion se le afiadieron 500 pl de una solucién de RPE (RNeasy Mini kit, QIAGEN), seguido
de centrifugaciéon a 8000 x g durante un minuto. Esta etapa se repitié dos veces.

(9) La columna de centrifugacién se colocé en un tubo nuevo (1.5 ml) y se agregaron 50 ul de agua libre de RNasa.
La mezcla se dejé reposar durante un minuto y luego se centrifugé a 12000 x g durante un minuto. Esta etapa se
repitié dos veces.

(10) Se usd una porcién de 11 pL de esta solucién acuosa con el kit de sintesis de ADNc Versco (Thermoscientific)
para preparar ADNc.

(11) La solucién de ADNc resultante se diluy6é 10 veces con agua libre de RNasa.

(12) Esta solucién de ADNc diluida se utilizé para determinar la expresién de ARNm de GAPDH y ARNm de TNF-a
mediante RT-PCR estandar en tiempo real.

(13) La PCR se realizé utilizando una placa de 96 pozos.
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(14) Cada pozo se cargd con 8.5 L de agua, 2.5 pL de solucién de muestra de ADNc, 1.5 uL de cebadores de
deteccién de ARNm de GAPDH o cebadores de deteccién de ARNm de TNF-a (sentido + antisentido) y 12.5 pL de
mezcla de materia verde Syber.

(15) Las condiciones del ciclo térmico para la PCR fueron las siguientes: Mantener, 94 ° C, 10 minutos + PCR de 3
etapas (40 ciclos; 94 ° C, 30 minutos + 55 ° C, 30 segundos + 72 ° C, 30 segundos) + Mantener, 72 ° C, 1 minuto.

(16) Para cada muestra de cada grupo, se determiné el valor de ARNm de TNF-o/ARNm de GAPDH y se convirtié en
porcentaje con el valor promedio del control tomado como 100 %.

(17) Se realizé una prueba de significaciéon estadistica mediante analisis de varianza seguido del método de Tukey-
Kramer.

Los resultados son visibles en las Figs. 1y 2.
La Fig. 1 muestra los resultados después de tres horas y la Fig. 2 muestra los resultados después de seis horas.

Como se demuestra a partir de los resultados mostrados en la Fig. 1, se entiende que el extracto de tomate crudo
inhibe eficazmente la expresiéon del ARNm de TNF-a en los resultados después de tres horas.

Ejemplo experimental 2: efecto del extracto de tomate crudo sobre la expresién del ARNm de IL-1B en células
microgliales de ratén (MG6) en presencia de LPS

A continuacién, se describe un procedimiento especifico, que sigue el Ejemplo Experimental 1.
(1) Se sembro6 una placa de 6 pozos con una linea celular microglial de ratén (MG6) a 1 x 10° células/mL.

(2) Después de tres a cuatro dias, se aplicaron a las células soluciones de cuatro grupos, es decir, control (medio
DMEN, 1 ml/pozo), LPS (5 ng/ml), LPS (5 ng) + extracto de tomate crudo de alto peso molecular (100 ug) (volumen
de liquido: 1 ml) y extracto de tomate crudo de alto peso molecular (100 ug/ml).

(3) Después de tres horas y después de seis horas, se eliminé el medio de cultivo y se agregaron a cada pozo 0.3 ml
de una solucién RLT (RNeasy Mini kit, QIAGEN) (que contenia B-mercaptoetanol al 1%).

(4) Las células se rasparon usando un raspador de células.
(5) La suspensidn celular se mezclé con 0.3 ml de etanol al 70 %.

(6) La solucién anterior se puso en una columna de centrifugacion (RNeasy Mini kit, QIAGEN) y se centrifugé a 8000
x g durante un minuto.

(7) Ala columna de centrifugacion se le afiadieron 700 pl de una solucién RW1 (RNeasy Mini kit, QIAGEN), seguido
de centrifugacién a 8000 x g durante un minuto.

(8) Alla columna de centrifugacion se le afiadieron 500 pl de una solucién de RPE (RNeasy Mini kit, QIAGEN), seguido
de centrifugaciéon a 8000 x g durante un minuto. Esta etapa se repitié dos veces.

(9) La columna de centrifugacién se colocé en un tubo nuevo (1.5 ml) y se agregaron 50 ul de agua libre de RNasa.
La mezcla se dejé reposar durante un minuto y luego se centrifugé a 12000 x g durante un minuto. Esta etapa se
repitié dos veces.

(10) Se usd una porcién de 11 pL de esta solucién acuosa con el kit de sintesis de ADNc Versco (Thermoscientific)
para preparar ADNc.

(11) La solucién de ADNc resultante se diluy6é 10 veces con agua libre de RNasa.

(12) Esta solucién de ADNc diluida se utilizd para determinar la expresion de ARNm de GAPDH y ARNm de IL-1B
mediante RT-PCR estandar en tiempo real.

(13) La PCR se realizé utilizando una placa de 96 pozos.

(14) Cada pozo se cargd con 8.5 L de agua, 2.5 pL de solucién de muestra de ADNc, 1.5 uL de cebadores de
deteccion de ARNm de GAPDH o cebadores de deteccion de ARNm de IL-1B (sentido + antisentido) y 12.5 uL de
mezcla de materia verde Syber.

(15) Las condiciones del ciclo térmico para la PCR fueron las siguientes: Mantener, 94 ° C, 10 minutos + PCR de 3
etapas (40 ciclos; 94 ° C, 30 minutos + 55 ° C, 30 segundos + 72 ° C, 30 segundos) + Mantener, 72 ° C, 1 minuto.

(16) Para cada muestra de cada grupo, se determiné el valor de ARNm de IL-1B/ARNmM de GAPDH y se convirtié en
porcentaje con el valor promedio del control tomado como 100 %.
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(17) Se realizé una prueba de significaciéon estadistica mediante analisis de varianza seguido del método de Tukey-
Kramer.

Los resultados son visibles en las Figs. 3y 4.
La Fig. 3 muestra los resultados después de tres horas y la Fig. 4 muestra los resultados después de seis horas.

Como se demuestra a partir de los resultados mostrados en la figura, se entiende que el extracto de tomate crudo
inhibe eficazmente la expresién del ARNm de IL-1B en los resultados después de tres horas.

Ejemplo experimental 3: efecto del extracto de tomate crudo sobre la expresidon del ARNm de IL-6 en células
microgliales de ratén (MG6) en presencia de LPS

A continuacién, se describe un procedimiento especifico, que sigue el Ejemplo Experimental 1.
(1) Se sembro6 una placa de 6 pozos con una linea celular microglial de ratén (MG6) a 1 x 10° células/mL.

(2) Después de tres a cuatro dias, se aplicaron a las células soluciones de cuatro grupos, es decir, control (medio
DMEN, 1 ml/pozo), LPS (5 ng/ml), LPS (5 ng) + extracto de tomate crudo de alto peso molecular (100 ug) (volumen
de liquido: 1 ml) y extracto de tomate crudo de alto peso molecular (100 pg/ml).

(3) Después de tres horas y después de seis horas, se eliminé el medio de cultivo y se agregaron a cada pozo 0.3 ml
de una solucién RLT (RNeasy Mini kit, QIAGEN) (que contenia B-mercaptoetanol al 1%).

(4) Las células se rasparon usando un raspador de células.
(5) La suspensidn celular se mezclé con 0.3 ml de etanol al 70 %.

(6) La solucién anterior se puso en una columna de centrifugacion (RNeasy Mini kit, QIAGEN) y se centrifugé a 8000
x g durante un minuto.

(7) Ala columna de centrifugacion se le afiadieron 700 pl de una solucién RW1 (RNeasy Mini kit, QIAGEN), seguido
de centrifugacién a 8000 x g durante un minuto.

(8) Alla columna de centrifugacion se le afiadieron 500 pl de una solucién de RPE (RNeasy Mini kit, QIAGEN), seguido
de centrifugaciéon a 8000 x g durante un minuto. Esta etapa se repitié dos veces.

(9) La columna de centrifugacién se colocé en un tubo nuevo (1.5 ml) y se agregaron 50 ul de agua libre de RNasa.
La mezcla se dejé reposar durante un minuto y luego se centrifugé a 12000 x g durante un minuto. Esta etapa se
repitié dos veces.

(10) Se usd una porcién de 11 pL de esta solucién acuosa con el kit de sintesis de ADNc Versco (Thermoscientific)
para preparar ADNc.

(11) La solucién de ADNc resultante se diluy6é 10 veces con agua libre de RNasa.

(12) Esta solucién de ADNc diluida se utilizé para determinar la expresién de ARNm de GAPDH y ARNm de IL-6
mediante RT-PCR estandar en tiempo real.

(13) La PCR se realizé utilizando una placa de 96 pozos.

(14) Cada pozo se cargd con 8.5 L de agua, 2.5 pL de solucién de muestra de ADNc, 1.5 uL de cebadores de
deteccion de ARNm de GAPDH o cebadores de deteccion de ARNm de IL-6 (sentido + antisentido) y 12.5 pL de mezcla
de materia verde Syber.

(15) Las condiciones del ciclo térmico para la PCR fueron las siguientes: Mantener, 94 ° C, 10 minutos + PCR de 3
etapas (40 ciclos; 94 ° C, 30 min + 55 ° C, 30 segundos + 72 ° C, 30 segundos) + Mantener, 72 ° C, 1 minuto.

(16) Para cada muestra de cada grupo, se determind el valor de ARNm de IL-6/ARNm de GAPDH y se convirtié en
porcentaje con el valor promedio del control tomado como 100 %.

(17) Se realizé una prueba de significaciéon estadistica mediante analisis de varianza seguido del método de Tukey-
Kramer.

Los resultados son visibles en las Figs. 5y 6.
La Fig. 5 muestra los resultados después de tres horas y la Fig. 6 muestra los resultados después de seis horas.

Como se demuestra a partir de los resultados mostrados en las figuras, se entiende que el extracto de tomate crudo
inhibe eficazmente la expresiéon del ARNm de IL-6 en los resultados después de tres horas y después de seis horas.
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Ejemplo Experimental 4: efecto del extracto de tomate crudo sobre la expresién de ARNm de TNF-a en células
microgliales de ratén (MG6) en presencia de LPS

A efectos de comparacion, la fracciéon de bajo peso molecular (peso molecular: 10,000 o menos) como extracto de
tomate crudo se analiz6 para el efecto de inhibir la produccién de citoquinas inflamatorias.

El analisis se llevd a cabo mediante el mismo procedimiento que en el Ejemplo Experimental 1, pero utilizando 100
ug/mL de extracto de tomate crudo de bajo peso molecular.

Los resultados se muestran en la Fig. 7.

Como se demuestra a partir de los resultados mostrados en la Fig. 7, se encuentra que el extracto de tomate crudo
de bajo peso molecular no tiene ningln efecto en la inhibiciéon de la produccién de citoquinas inflamatorias, mientras
que el extracto de tomate crudo de fraccién de alto peso molecular que tiene un peso molecular de 10,000 0 mas, se
ha descubierto que tienen el efecto de inhibir la produccién de citoquinas inflamatorias.

Ejemplo experimental 5: efecto del extracto de tomate crudo sobre la expresion de ARNm de TNF-a en macréfagos
de ratén (Raw264) en presencia de LPS

El analisis se llevd a cabo mediante el mismo procedimiento que en el Ejemplo Experimental 1, pero utilizando una
linea celular de macréfagos de raton (Raw264) en lugar de la linea celular microglial de raton (MG8).

En concreto, el analisis se llevd a cabo mediante el siguiente procedimiento especifico.
(1) Se sembro6 una placa de 6 pozos con una linea celular de macréfagos de ratén (Raw264) a 1 x 105 células/mL.

(2) Después de tres a cuatro dias, se aplicaron a las células soluciones de cuatro grupos, es decir, control (medio
DMEN, 1 ml/pozo), LPS (5 ng/ml), LPS (5 ng) + extracto de tomate crudo de alto peso molecular (100 ug) (volumen
de liquido: 1 ml) y extracto de tomate crudo de alto peso molecular (100 pg/ml).

(3) Después de tres horas y después de seis horas, se eliminé el medio de cultivo y se agregaron a cada pozo 0.3 ml
de una solucién RLT (RNeasy Mini kit, QIAGEN) (que contenia B-mercaptoetanol al 1%).

(4) Las células se rasparon usando un raspador de células.
(5) La suspensidn celular se mezclé con 0.3 ml de etanol al 70 %.

(6) La solucién anterior se puso en una columna de centrifugacion (RNeasy Mini kit, QIAGEN) y se centrifugé a 8000
x g durante un minuto.

(7) Ala columna de centrifugacion se le afiadieron 700 pl de una solucién RW1 (RNeasy Mini kit, QIAGEN), seguido
de centrifugacién a 8000 x g durante un minuto.

(8) Alla columna de centrifugacion se le afiadieron 500 pl de una solucién de RPE (RNeasy Mini kit, QIAGEN), seguido
de centrifugaciéon a 8000 x g durante un minuto. Esta etapa se repitié dos veces.

(9) La columna de centrifugacién se colocé en un tubo nuevo (1.5 ml) y se agregaron 50 ul de agua libre de RNasa.
La mezcla se dejé reposar durante un minuto y luego se centrifugé a 12000 x g durante un minuto. Esta etapa se
repitié dos veces.

(10) Se usd una porcién de 11 pL de esta solucién acuosa con el kit de sintesis de ADNc Versco (Thermoscientific)
para preparar ADNc.

(11) La solucién de ADNc resultante se diluy6é 10 veces con agua libre de RNasa.

(12) Esta solucién de ADNc diluida se utilizé para determinar la expresién de ARNm de GAPDH y ARNm de TNF-a
mediante RT-PCR estandar en tiempo real.

(13) La PCR se realizé utilizando una placa de 96 pozos.

(14) Cada pozo se cargd con 8.5 L de agua, 2.5 pL de solucién de muestra de ADNc, 1.5 uL de cebadores de
deteccién de ARNm de GAPDH o cebadores de deteccién de ARNm de TNF-a (sentido + antisentido) y 12.5 pL de
mezcla de materia verde Syber.

(15) Las condiciones del ciclo térmico para la PCR fueron las siguientes: Mantener, 94 ° C, 10 minutos + PCR de 3
etapas (40 ciclos; 94 ° C, 30 minutos + 55 ° C, 30 segundos + 72 ° C, 30 segundos) + Mantener, 72 ° C, 1 minuto.

(16) Para cada muestra de cada grupo, se determiné el valor de ARNm de TNF-o/ARNm de GAPDH y se convirtié en
porcentaje con el valor promedio del control tomado como 100 %.
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(17) Se realizé una prueba de significaciéon estadistica mediante analisis de varianza seguido del método de Tukey-
Kramer.

Los resultados son visibles en las Figs. 8 y 9.
La Fig. 8 muestra los resultados después de tres horas y la Fig. 9 muestra los resultados después de seis horas.

Como se demuestra a partir de los resultados mostrados en la Fig. 9, se entiende que el extracto de tomate crudo
inhibe eficazmente la expresiéon del ARNm de TNF-a en los resultados después de seis horas.

Ejemplo experimental 6: efecto del extracto de tomate crudo sobre la expresién del ARNm de IL-13 en macréfagos
de ratén (Raw264) en presencia de LPS

El analisis se realiz6 de acuerdo con el procedimiento del Ejemplo Experimental 5.
Especificamente,
(1) Se sembro6 una placa de 6 pozos con una linea celular de macréfagos de ratén (Raw264) a 1 x 105 células/mL.

(2) Después de tres a cuatro dias, soluciones de cuatro grupos, es decir, control (medio DMEN, 1 ml/pozo), LPS (5
ng/ml), LPS (5 ng) + extracto de tomate crudo de alto peso molecular (100 pg) (volumen de liquido: 1 ml) y extracto
de tomate crudo de alto peso molecular (100 pg/ml) se aplicé a las células.

(3) Después de tres horas y después de seis horas, se eliminé el medio de cultivo y se agregaron a cada pozo 0.3 ml
de una solucién RLT (RNeasy Mini kit, QIAGEN) (que contenia B-mercaptoetanol al 1 %).

(4) Las células se rasparon usando un raspador de células.
(5) La suspensidn celular se mezclé con 0.3 ml de etanol al 70 %.

(6) La solucién anterior se puso en una columna de centrifugacion (RNeasy Mini kit, QIAGEN) y se centrifugé a 8000
x g durante un minuto.

(7) Ala columna de centrifugacion se le afiadieron 700 pl de una solucién RW1 (RNeasy Mini kit, QIAGEN), seguido
de centrifugacién a 8000 x g durante un minuto.

(8) Alla columna de centrifugacion se le afiadieron 500 pl de una solucién de RPE (RNeasy Mini kit, QIAGEN), seguido
de centrifugaciéon a 8000 x g durante un minuto. Esta etapa se repitié dos veces.

(9) La columna de centrifugacién se colocé en un tubo nuevo (1.5 ml) y se agregaron 50 pl de agua libre de RNasa.
La mezcla se dejé reposar durante un minuto y luego se centrifugé a 12000 x g durante un minuto. Esta etapa se
repitié dos veces.

(10) Se us6 una porcion de 11 pl de esta solucién acuosa con el kit de sintesis de ADNc Versco (Thermoscientific)
para preparar ADNc.

(11) La solucién de ADNc resultante se diluy6é 10 veces con agua libre de RNasa.

(12) Esta solucién de ADNc diluida se utilizd para determinar la expresion de ARNm de GAPDH y ARNm de IL-1B
mediante RT-PCR estandar en tiempo real.

(13) La PCR se realizé utilizando una placa de 96 pozos.

(14) Cada pozo se cargd con 8.5 L de agua, 2.5 pL de solucién de muestra de ADNc, 1.5 uL de cebadores de
deteccion de ARNm de GAPDH o cebadores de deteccion de ARNm de IL-1B (sentido + antisentido) y 12.5 uL de
mezcla de materia verde Syber.

(15) Las condiciones del ciclo térmico para la PCR fueron las siguientes: Mantener, 94 ° C, 10 minutos + PCR de 3
etapas (40 ciclos; 94 ° C, 30 minutos + 55 ° C, 30 segundos + 72 ° C, 30 segundos) + Mantener, 72 ° C, 1 minuto.

(16) Para cada muestra de cada grupo, se determiné el valor de ARNm de IL-1B/ARNmM de GAPDH y se convirtié en
porcentaje con el valor promedio del control tomado como 100 %.

(17) Se realizé una prueba de significaciéon estadistica mediante analisis de varianza seguido del método de Tukey-
Kramer.

Los resultados son visibles en las Figs. 10 y 11.

La Fig. 10 muestra los resultados después de tres horas y la Fig. 11 muestra los resultados después de seis horas.
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Ejemplo experimental 7: efecto del extracto de tomate crudo sobre la expresién del ARNm de IL-6 en macréfagos de
raton (Raw264) en presencia de LPS

El efecto sobre la expresién del ARNm de IL-6 se analiz6 utilizando una linea celular de macréfagos de ratén (Raw264)
de acuerdo con los Ejemplos Experimentales 5 y 6.

Los resultados son visibles en las Figs. 12y 13.
La Fig. 12 muestra los resultados después de tres horas y la Fig. 13 muestra los resultados después de seis horas.

A partir de los resultados del analisis anterior en los Ejemplos experimentales 5 a 7, se entiende que el extracto de
tomate crudo inhibe significativamente un aumento en la expresién del ARNm de TNF-a causado por la estimulacion
con LSP, particularmente en la linea celular de macréfagos de ratén (Raw264).

Como se puede entender bien a partir de los resultados de los ejemplos experimentales anteriores, el extracto de
tomate crudo, que es una fraccidén de alto peso molecular que tiene un peso molecular de 10,000 o superior, exhibe
mejor un efecto de inhibicién de la produccién de citoquinas inflamatorias que la fraccién de bajo peso molecular. Por
tanto, queda demostrado que el extracto de tomate de alto peso molecular de la presente invencién tiene un efecto
antiinflamatorio.

Aplicabilidad industrial

La presente invencién proporciona inhibidores de la produccién de citoquinas inflamatorias que son altamente seguros
mediante administracién oral o ingestién.

Los inhibidores de la produccién de citoquinas inflamatorias proporcionados por la presente invencién inhiben la
sobreproduccién de citoquinas inflamatorias tales como interleucina-1 (IL-1), interleucina-6 (IL-6) y factor de necrosis
tumoral (TNF-a) y, por tanto, pueden servir como agentes terapéuticos eficaces contra una variedad de enfermedades
causadas por la sobreproduccién de estas citoquinas, tales como artritis reumatoide, colitis ulcerosa, enfermedad de
Crohn, diabetes tipo 2, obesidad (especialmente resistencia a la insulina) y depresién. Ademas, estos inhibidores
tienen la ventaja de proporcionar atencién sanitaria diaria de forma eficaz mediante la ingestion oral diaria. Por
consiguiente, estos inhibidores tienen una aplicabilidad industrial significativa.
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REIVINDICACIONES

1. Un inhibidor de la produccién de interleucina-1 (IL-1), interleucina-6 (IL-6) o factor de necrosis tumoral (TNF-a), que
es una fraccion de extracto de tomate que tiene un peso molecular de 10,000 o superior obtenido por fraccionamiento
por peso molecular del jugo exprimido de tomates crudos y de una extraccién llevada a cabo mediante un ultrafiltro
centrifugo para obtener el extracto como una fraccién que tiene un peso molecular de 10,000 o superior, para uso
como un medicamento.

2. Elinhibidor para uso de acuerdo con la reivindicaciéon 1, en donde dicho inhibidor esta en una forma administrable
por via oral o ingerible por via oral.

3. El inhibidor para uso de acuerdo con la reivindicacién 1, en donde el uso es un uso en el tratamiento de
enfermedades inflamatorias causadas por la sobreproduccién de estas citoquinas inflamatorias, en donde la
enfermedad inflamatoria se selecciona entre artritis reumatoide, colitis ulcerosa, enfermedad de Crohn y diabetes tipo
2 depresién y obesidad.

4. El inhibidor para uso de acuerdo con las reivindicaciones 1 a 3, en donde en dicho uso, el inhibidor se administra
diariamente mediante ingestién oral.

1
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