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DESCRIPCION
Una composicion para tratar trastornos autoinmunitarios y métodos para ello
Campo de la invencion

La presente divulgacién se refiere a una composicidon que consiste en trigonésido Ib y vicenina-1 y al método para
obtener dicha composicién. La presente divulgacion se refiere ademas a la aplicacion de la composicién para el
tratamiento y manejo de trastornos autoinmunitarios tales como la enfermedad de Goodpasture, la glomerulonefritis,
la artritis reumatoide, el lupus eritematoso sistémico y la purpura trombocitopénica idiopatica.

Antecedentes y técnica anterior de la divulgacién

Los trastornos autoinmunitarios como la enfermedad de Goodpasture, la glomerulonefritis, la artritis reumatoide, el
lupus eritematoso sistémico y la plrpura trombocitopénica idiopatica demuestran una produccién excesiva de
autoanticuerpos que causan dafio grave a las células, tejidos, érganos, etc. Estas enfermedades se caracterizan por
la pérdida de tolerancia del cuerpo hacia los autoantigenos y posterior activaciéon de las respuestas inmunitarias que
conducen al dafio tisular. La predisposicion hereditaria y los factores ambientales son las causas predominantes de
estas enfermedades.

La enfermedad de Goodpasture y la glomerulonefritis se caracterizan por la deposicion de anticuerpos a lo largo de
la membrana basal glomerular (GBM) en los rifiones que da como resultado glomerulonefritis extracapilar. Estas
enfermedades se denominan cominmente enfermedades de la membrana basal anti-glomerular (anti-GBM). Los
pacientes que padecen enfermedades anti-GBM tienen solo un 10 % de probabilidad de supervivencia renal. La
enfermedad de Goodpasture es una enfermedad rara que ocurre en una de entre un millén de personas. El dafio
renal mediado por autoanticuerpos es la principal preocupacion en la enfermedad de Goodpasture. Algunos
pacientes también desarrollan hemorragia pulmonar, sin embargo, el dafio causado a los pulmones por los
anticuerpos anti-GBM no es permanente y rara vez mortal en comparacion con el dafio a los rifiones.

El tratamiento existente para la enfermedad de Goodpasture o la glomerulonefritis incluye la plasmaféresis o el
procedimiento de intercambio de plasma que elimina los anticuerpos anti-GBM circulantes de la sangre. El riesgo de
exposicion a hemoderivados, hematomas, reacciones a transfusiones y enfermedades transmitidas por transfusion
son complicaciones importantes asociadas con la plasmaféresis. Otras opciones de tratamiento incluyen la
administracion de agentes inmunosupresores como corticosteroides y ciclofosfamida, que se prescriben para
controlar la insuficiencia renal progresiva y la hemorragia en los pulmones. Estos farmacos suprimen la respuesta
inmunitaria de forma no especifica y aumentan las posibilidades de que los pacientes contraigan infecciones
oportunistas. La linea actual de tratamiento para las enfermedades anti-GBM no controla completamente la
enfermedad. La progresion de la enfermedad a la insuficiencia organica terminal aumenta el riesgo de mortalidad.

La artritis reumatoide (AR) es una enfermedad crénica y progresiva que afecta aproximadamente al 1 % de la
poblaciéon mundial y que esta mediada por autoanticuerpos. De manera similar a la enfermedad de Goodpasture, la
AR se caracteriza por la pérdida de la tolerancia del cuerpo hacia los autoantigenos y la posterior activacion de las
respuestas inmunitarias que conducen al dafio tisular. La produccion de autoanticuerpos dirigidos a la membrana
sinovial, el cartilago y la articulacion ésea subyacente define la patogénesis de la AR. La deformacion de las
articulaciones produce una discapacidad grave y una calidad de vida reducida. Los sintomas comunes incluyen dolor
en las articulaciones, rigidez e hinchazén de las articulaciones, discapacidad motriz, debilidad muscular, fiebre y
sensacion general de malestar. El aumento de los niveles de proteina C reactiva y del factor reumatoide en la sangre
son indicadores diagnoésticos de la AR. El tratamiento existente para la AR incluye farmacos antirreumaticos
modificadores de la enfermedad (DMARD) como hidroxicloroquina, inmunosupresores como azatiprina,
corticosteroides, inhibidores selectivos de la COX-2, AINE y analgésicos para el alivio sintomatico. El uso crénico de
analgésicos, AINE, causan Ulceras y tienen baja tolerancia en la mayoria de los pacientes y los inhibidores
selectivos de la COX-2 se asocian con toxicidad cardiaca.

Los inmunosupresores son la principal linea de tratamiento para la AR. Como se discutid anteriormente, estos
farmacos suprimen la respuesta inmunitaria de una manera no especifica y aumentan las complicaciones
potencialmente mortales. Los farmacos biolégicos como los inhibidores del TNF, concretamente, adalimumab,
etanercept, infliximab, etc., antagonistas de los receptores de IL-1, concretamente Anakinra y los antagonistas de los
receptores de IL-6, concretamente, tocilizumab, se usan ampliamente en el tratamiento de la AR. Estos farmacos
estan disefiados para afectar las vias bioquimicas que causan la inflamacion de las articulaciones y el dafio articular
al actuar como antagonistas de los receptores de citocinas. Una desventaja importante de los productos bioldgicos
es la resistencia a estos farmacos por los pacientes y la disminucion de la eficacia del tratamiento asociados a su
uso cronico. Debido al perfil de toxicidad, muchos de estos farmacos se recomiendan solo para pacientes que no
responden a otros tratamientos para la AR.

El lupus eritematoso sistémico (LES) es un trastorno autoinmunitario multisistémico que se diagnostica clinicamente
en base a caracteristicas como dolor en las articulaciones, fiebre, fatiga, lesiones cutaneas, fotosensibilidad, dolor
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toracico, pérdida de cabello, llagas en la boca, etc., respaldado por hallazgos de autoanticuerpos en la sangre y
proteina sérica excesiva en la orina. La insuficiencia renal es una de las principales complicaciones del LES. Mas del
50 % de los pacientes con LES desarrollan insuficiencia renal debido a la deposicion de anticuerpos en los
glomérulos y requieren didlisis o trasplante renal. Otras complicaciones mediadas por autoanticuerpos incluyen dafio
a los pulmones, corazén, anemia hemolitica, trombocitopenia, disfuncién cerebral, etc. Las opciones de tratamiento
existentes para el LES incluyen AINES, agentes antipalidicos, corticosteroides y metotrexato para aliviar las
manifestaciones musculoesqueléticas y cutdneas. Segun la USFDA, la linea actual de tratamiento para el LES
presenta problemas como la enfermedad no controlada completamente, la progresion a la insuficiencia organica en
estado terminal y los efectos secundarios debilitantes (Guia explicativa para la industria: Lupus eritematoso
sistémico - Desarrollo de productos médicos para tratamiento, junio de 2010).

La purpura trombocitopénica idiopatica (PTI) es un trastorno hemorragico causado por una reduccioén drastica de las
plaquetas. La PTI puede desencadenarse por infecciones, trastornos inmunitarios como el LES, ciertos farmacos,
embarazo, etc. Aunque el mecanismo exacto de la patogénesis de la PTI aun no esta claro, la PTI se atribuye en
gran medida a la destruccion de plaquetas por anticuerpos antiplaquetarios ya que mas del 50 % de los pacientes
con PTI dan positivo para anticuerpos asociados a plaquetas (Gernsheimer, 2009). Las opciones de tratamiento
existentes para la PTI incluyen (i) farmacos como corticosteroides e inmunoglobulina intravenosa que interfieren con
la eliminacion de las plaquetas recubiertas de anticuerpos; (ii) inmunosupresion de linfocitos T no especificos por
farmacos como azatioprina, ciclofosfamida, ciclosporina; (iii) micofenolato mofetilo y productos biolégicos como
rituximab que interfieren con la sintesis de anticuerpos; (iv) procedimientos de esplenectomia y plasmaféresis que
eliminan anticuerpos antiplaquetarios circulantes; (v) aumentar el recuento de plaquetas mediante transfusién de
plaquetas y trasplante de médula 6sea. Todas las opciones de tratamiento anteriores tienen efectos secundarios
potenciales tales como la supresion de la inmunidad, la exposicion a productos sanguineos con riesgo de reacciones
transfusionales y/o enfermedades transmitidas por transfusién y hematoma.

Con las deficiencias de las opciones de tratamiento existentes para los trastornos autoinmunitarios como la
enfermedad de Goodpasture, la glomerulonefritis, la artritis reumatoide, el lupus eritematoso sistémico, la purpura
trombocitopénica idiopatica, etc., es esencial que las compafiias farmacéuticas investiguen y desarrollen un
tratamiento mas efectivo con menores efectos secundarios para la resolucion de estas enfermedades crénicas
potencialmente mortales.

La patente US-6080401, Malireddy S. Reddy et al., describe el uso de una composicién que consiste en mezclas de
varias hierbas, una de las cuales es Trigonella foenum-graecum, junto con mezclas de varias preparaciones
probiéticas para el tratamiento de una amplia variedad de enfermedades, concretamente, anemia, artritis,
estrefiimiento, depresién, diabetes, dispepsia, hemorroides, hepatitis, hipertensién, impotencia, sobrepeso,
enfermedad periodontal y combinaciones de las mismas.

La patente US-5707631, Chaim Lieberman, divulga la formulacion de una composicién a base de hierbas que
consiste en Trigonella foenum-graecum, el fruto de Syzygium aromatium, el bulbo de Allium sativum, la corteza de
Cinnamon zeylanicum, la raiz de Saussurea costus Yy el brote de Euphorbia lathyrus para su uso en la reduccién del
colesterol, el tratamiento de la artritis, la presién arterial y la enfermedad de Alzheimer. Sin embargo, este
documento de patente no divulga ninguna evidencia que pueda ser entendida y practicada por cualquier experto en
la materia con respecto a cualquier accién de esta composicion en la artritis en esta patente.

Subhashini et al., (2011) describe la actividad antioxidante de Trigonella foenum-graecum usando varios modelos in
Vitro y ex vivo.

Varjas et al. (2010) describe el efecto del fenogreco en la expresion génica de las enzimas metabolizadoras del
acido araquidonico.

Chopra et al., (2010) ha publicado recientemente una composicién poli-herbal que comprende extracto de Trigonella
foenum-graecum (fenogreco) junto con extractos de Boswellia serrata (Salai Guggul), Linum usitatissimum (semilla
de lino), Camellia sinensis (t¢ verde), Curcuma longa (cdrcuma), Tribulus terrestris (Gokshur) y Piper nigrum
(pimienta negra) utilizado para el tratamiento de la AR.

Khan et al.,, (2011) evaluaron clinicamente una composicidon herbal que comprende Nigella sativa, Withania
somnifera, Smilax china, Apium graveolens, Trigonella foenum-graecum, Zingiber officinale y Colchicum autumnale
para el tratamiento de la artritis reumatoide

Toda la técnica anterior mencionada anteriormente describe una composicion que consiste en varias hierbas y es
dificil establecer que la Trigonella foenum-graecum esté contribuyendo a los efectos beneficiosos reivindicados.

Trigonella foenum-graecum o fenogreco se usa con mayor frecuencia en la medicina tradicional. Los extractos de
semillas de fenogreco se investigan para el tratamiento de diversas enfermedades como diabetes, gota, Ulceras
estomacales, diarrea, estrefiimiento, etc. Ahmadiani et al. (2001) estudiaron la actividad antiinflamatoria y antipirética
del fenogreco. Vyas et al. (2008) mostraron que el extracto de semillas de fenogreco tiene actividades analgésicas y
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antiinflamatorias. Estos estudios no ilustran ni ensefian componentes especificos 0 composicion quimica en semillas
de fenogreco que contribuyen a las actividades reivindicadas.

Las semillas de fenogreco estan compuestas de muchas sustancias quimicas, concretamente, alcaloides como
trigonelina, gentianina, carpaina, colina; aminoacidos como 4-hidroxiisoleucina, histidina, lisina, arginina; flavonoides
- luteolina, quercetina, vitexina, isovitexina, orientina, isoorientina, vicenina-1, vicenina-2; saponinas de tipo
furostanol - triogenelésido C, trigofendsidos, trigonésidos, fenugrina b; saponinas de tipo espirostanol - graecuninas,
fenugreekina; sapinégenos - diosgenina, yamogenina, yuccagenina, lilagenina, tigogenina, neotigogenina,
gitogenina, neogitogenina, sarsasapogenina, esmilagenina; antocianinas; fibra - goma; otros componentes fendlicos
- trigocumarina, escopoletina, acidos clorogénico, cafeico y p-cumarico; lipidos; vitaminas y restos de elementos
inorganicos.

El aspecto principal de la presente divulgacion es una composiciéon que comprende trigondsido Ib y vicenina-1 para
el tratamiento de trastornos autoinmunitarios tales como la enfermedad de Goodpasture, la glomerulonefritis y la
artritis Reumatoide. La novedad y la actividad inventiva de esta divulgacion reside en la composicion Unica de
trigondsido Ib y vicenina-1. El trigondsido Ib se ha descrito como una de las muchas saponinas de furostanol
presentes en las semillas de fenogreco. La estructura del trigonésido b se muestra en la Figura 1. Yoshikawa et al.
(1997) y Murakami et al. (2000) han caracterizado todos los trigonésidos presentes en el fenogreco y han
proporcionado todos los datos de RMN de 3¢, RMN de 'H y [a]p. La identificacion del isémero especifico se puede
llevar a cabo usando hidrdlisis acida en la cual el trigondsido la da una neogitogenina, el trigondsido Ib da una
gitogenina y el trigondsido XIb da una L-ramnosa.

La semilla de fenogreco contiene muchos glucésidos flavonoides, concretamente, vitexina, isovitexina, orientina,
isoorientina, vicenina, etc. Estos flavonoides se han investigado para diversas actividades fisiolégicas como
antioxidantes, antitiroideos, antiapoptoticos, antiinflamatorios, antinociceptivos, ansioliticos, etc. La presente
divulgacion se refiere a uno de los glucésidos flavonoides vicenina-1. La presencia de vicenina-1 en el fenogreco ha
sido descrita por Wagner et al. (1973) La estructura de vicenina-1 se muestra en la Figura 2. Otras especies de
plantas que contienen vicenina-1 son Linum usitatissimum, Tragopogon porrifolius y Triticum aestivum. Sato et al.
(2010) ha divulgado un método de sintesis de vicenina-1 y han proporcionado datos comparativos de la RMN de Be
para la vicenina-1 sintética y natural.

Declaracion de la divulgacion

Por consiguiente, la presente divulgacion se refiere a una composicién que comprende trigonésido Ib y vicenina-1
opcionalmente junto con al menos un excipiente aceptable; un método para preparar una composicion que
comprende trigonésido Ib y vicenina-1 opcionalmente junto con al menos un excipiente, comprendiendo dicho
método las acciones de: a) desmenuzar las semillas de Trigonella, b) extraer las semillas de Trigonella
desmenuzadas con una mezcla de disolventes seguido de filtracion y concentracion para obtener una masa
semisodlida, c) disolver la masa para obtener una solucion transparente, d) extraer a contracorriente la solucién
transparente con n-butanol para obtener una solucién que comprende una capa acuosa y una capa de butanol, e)
pasar la capa acuosa a través de una resina de intercambio i6nico y una columna adsorbente para obtener un
eluyente que comprende el trigonésido Ib y la vicenina-1, f) purificar el eluyente para obtener un polvo fluido y g)
opcionalmente afiadir al menos un excipiente para obtener la compaosicién; y un método para tratar trastornos
autoinmunitarios, comprendiendo dicho método administrar una composicion que comprende trigondsido b y
vicenina-1 opcionalmente junto con al menos un excipiente, a un sujeto que lo necesite.

La invencion proporciona una composicion que consiste en trigondésido Ib y vicenina-1, opcionalmente junto con al
menos un excipiente.

La invencién proporciona ademas un método para preparar una composicién que consiste en trigonosido Ib y
vicenina-1, opcionalmente junto con al menos un excipiente, comprendiendo dicho método las acciones de:

a) desmenuzar las semillas de Trigonella,

b) extraer las semillas de Trigonella desmenuzadas con una mezcla de disolventes seguido de filtracion y
concentracion para obtener una masa semisoélida,

c) disolver la masa para obtener una solucién transparente,

d) extraer a contracorriente la solucién transparente con n-butanol para obtener una solucién que comprende una
capa acuosa y una capa de butanol,

e) pasar la capa acuosa a través de una resina de intercambio i6nico y una columna adsorbente para obtener un
eluyente que comprende el trigondsido Ib y la vicenina-1,

f) purificar el eluyente para obtener un polvo fluido y

g) opcionalmente afiadir al menos un excipiente para obtener la composicion.

Ademas, la invencién proporciona una composicion que consiste en trigondsido Ib y vicenina-1, opcionalmente junto
con al menos un excipiente, para su uso en el tratamiento de trastornos autoinmunitarios.



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2664 187 T3

Breve descripcion de las figuras adjuntas

La Figura 1 muestra la estructura del trigondésido Ib.

La Figura 2 muestra la estructura de la vicenina-1.

La Figura 3 muestra el cromatograma de HPLC del trigondsido Ib 46 % y la vicenina-1 6 %.

La Figura 4 muestra el cromatograma de HPLC del trigonésido Ib 76 % y la vicenina-1 15 %.

La Figura 5 muestra el cromatograma de HPLC del trigonésido Ib 91 %y la vicenina-1 5 %.

La Figura 6 muestra imagenes histopatoldgicas de rifién de ratas con glomerulonefritis inducida; (Derecha)
Grupo de control de GBM; (Izquierda) GBM + composicion de prueba (75 mg/kg) grupo; (1) Espacio de formacion
de orina, (2) Destrucciéon de glomérulos; (3) Tumefaccién tubular; (4) Cilindros tubulares; (5) infiltracién celular;
(6) Reaccion inmunolégica a glomerulitis.

Descripcion detallada de la divulgacion

La presente divulgacion se refiere a una composicion que comprende trigonésido Ib y vicenina-1 opcionalmente
junto con al menos un excipiente.

En un aspecto de la presente divulgacion, el trigondsido Ib varia en una concentracion de aproximadamente 40 %
(p/p) a aproximadamente 90 % (p/p) y la vicenina-1 varia en una concentracién desde aproximadamente 1 % (p/p) a
aproximadamente 20 % (p/p).

En otro aspecto de la presente divulgacion, el trigonésido Ib y la vicenina-1 se obtienen de la planta Trigonella
foenum-graecum.

En otro aspecto mas de la presente divulgacion, el excipiente se selecciona de un grupo que comprende agentes de
granulacion, agentes aglutinantes, agentes lubricantes, agentes disgregantes, agentes edulcorantes, agentes
colorantes, agentes aromatizantes, agentes de recubrimiento, plastificantes, conservantes, agentes de suspension,
agentes emulsionantes, material celuldsico y agentes de esferonizacién o cualquier combinacion de los mismos.

En otro aspecto mas de la presente divulgacion, la composicion se formula en formas farmacéuticas seleccionadas
de un grupo que comprende comprimidos, capsulas, trociscos, pastillas para chupar, polvos, jarabe, solucién,
aerosol, suspension, polvos o granulos dispersables, emulsién en capsulas de gelatina duras o blandas, jarabes,
elixires, linimentos, unglentos, parches para la piel, fitocéuticos, nutracéuticos y productos alimenticios.

La presente divulgacion también se refiere a un método para preparar una composicion que comprende trigonésido
Ib y vicenina-1 opcionalmente junto con al menos un excipiente, comprendiendo dicho método una accion de:

a) desmenuzar las semillas de Trigonella,

b) extraer las semillas de Trigonella desmenuzadas con una mezcla de disolventes seguido de filtracion y
concentracion para obtener una masa semisolida,

¢) disolver la masa para obtener una solucion transparente,

d) extraer a contracorriente la solucién transparente con n-butanol para obtener una soluciéon que comprende una
capa acuosa y una capa de butanol,

€) pasar la capa acuosa a través de una resina de intercambio i6nico y una columna adsorbente para obtener un
eluyente que comprende el trigondsido Ib y la vicenina-1,

f) purificar el eluyente para obtener un polvo fluido y
g) opcionalmente afiadir al menos un excipiente para obtener la composicion.

En un aspecto de la presente divulgacién, las semillas se desmenuzan hasta un tamafio que varia de
aproximadamente 1 mm a aproximadamente 5 mm, mas particularmente 2 mm.

En otro aspecto de la presente divulgacion, la mezcla de disolventes comprende un alcohol alifatico y agua en una
relacion de aproximadamente 1:1 a aproximadamente 9:1 mas particularmente 4:1.

En otro aspecto mas de la presente divulgacion, el alcohol alifatico se selecciona de un grupo que comprende
alcohol metilico, alcohal etilico, alcohol propilico y alcohol iso-propilico o cualquier combinacién de los mismos.

En otro aspecto mas de la presente divulgacion, la masa se disolvié en agua desionizada.

En otro aspecto mas de la presente divulgacion, la purificacién se lleva a cabo para obtener el trigonésido Ib que
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tiene una pureza que varia de aproximadamente 90 % a aproximadamente 95 % y la vicenina 1 que tiene una
pureza que varia de aproximadamente 90 % a aproximadamente 95 %.

En otro aspecto mas de la presente divulgacion, la purificacion comprende las etapas de tratamiento con tampén
seguido de tratamiento con alcohol o acido y concentracion para obtener polvo fluido purificado.

En otro aspecto mas de la presente divulgacion, la concentracion se lleva a cabo a una temperatura que varia de
aproximadamente 40 °C a aproximadamente 80 °C, mas particularmente de aproximadamente 50 °C.

En otro aspecto mas de la presente divulgacion, la composiciéon contiene trigonésido Ib en una concentracién que
varia de aproximadamente 40 % (p/p) a aproximadamente 90 % (p/p) y la concentraciéon de vicenina-1 varia de
aproximadamente 1 % (p/p) a aproximadamente 20 % (p/p).

En otro aspecto mas de la presente divulgacion, el excipiente se selecciona de un grupo que comprende agentes de
granulacion, agentes aglutinantes, agentes lubricantes, agentes disgregantes, agentes edulcorantes, agentes
colorantes, agentes aromatizantes, agentes de recubrimiento, plastificantes, conservantes, agentes de suspension,
agentes emulsionantes, material celulésico y agentes de esferonizacion o cualquier combinacion de los mismos.

La presente divulgacion también se refiere a un método para tratar trastornos autoinmunitarios, comprendiendo
dicho método las acciones de administrar una composicién que comprende trigonodsido Ib y vicenina-1
opcionalmente junto con al menos un excipiente, a un sujeto que o necesita.

En un aspecto de la presente divulgacion, el trastorno autoinmunitario se selecciona de un grupo que comprende
enfermedad de Goodpasture, glomerulonefritis, artritis reumatoide, lupus eritematoso sistémico y puarpura
trombocitopénica idiopatica.

En otro aspecto de la presente divulgacion, el sujeto es un animal o un ser humano.

En otro aspecto mas de la presente divulgacion, la composicién se administra en una dosis diaria que varia de
aproximadamente 1 mg/kg a aproximadamente 100 mg/kg en animales y de aproximadamente 1 mg/kg a
aproximadamente 50 mg/kg en seres humanos.

La presente divulgacién también se refiere al uso de una composicion que comprende 40-90 % (p/p) de trigondsido
Iby 1-20 % (p/p) de vicenina-1 en el tratamiento de la enfermedad de Goodpasture, la glomerulonefritis, la artritis
reumatoide, el lupus eritematoso sistémico y la parpura trombocitopénica idiopatica mediante la prevencion del dafio
en los 6rganos mediado por autoanticuerpos. El método para llegar a una composicion especifica que comprende
trigondsido |b y vicenina-1 de semillas de fenogreco no se conoce en la técnica. La singularidad del proceso
divulgado en la presente divulgacion reside en la extraccion de una composicién que comprende especificamente
trigondsido Ib y vicenina-1. Se lleva a cabo una purificacion adicional para obtener trigondsido Ib purificado al 90-95
% y vicenina-1 pura al 95 % para la caracterizacion estructural y la estandarizacion de la composicion.

En otro aspecto de la presente divulgacion, el trigonosido Ib tiene un peso molecular de 906 y una formula quimica
de C44H74010.

En otro aspecto mas de la presente divulgacion, la vicenina-1 tiene un peso molecular de 564 y una férmula quimica
de C26H25014.

En otro aspecto mas de la presente divulgacion, dicha composicion se obtiene de la planta Trigonella foenum-
graecum.

En otro aspecto de la presente divulgacién, la composicion esta en una forma seleccionada de un grupo que
comprende comprimidos, capsulas, trociscos, pastillas para chupar, polvo, jarabe, solucion, aerosol, suspension,
polvos o granulos dispersables, emulsion en capsulas de gelatina duras o blandas, jarabes, elixires, linimentos,
unglentos, parches para la piel, fitocéuticos, nutracéuticos y productos alimenticios.

La presente divulgacion también se refiere a un proceso de extraccion y purificacion de la composicion que
comprende trigondésido Ib y vicenina-1 de Trigonella foenum-greacum y las etapas del proceso que comprenden lo
siguiente:

a. Extraer la solucién transparente mediante la eliminacién de la grasa y eliminacion de compuestos nitrogenados
como alcaloides, aminoéacidos; y

b. Pasar una solucién transparente a través de una resina macroporosa de intercambio catiénico y una columna
adsorbente para eluir el trigondésido Ib y la vicenina-1; concentracion de eluyente y posterior purificacion.

En un aspecto de la presente divulgacion, la composicion varia de 40-90 % (p/p) de trigonésido Ib y 1-20 % (p/p) de
vicenina-1.
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En otro aspecto de la presente divulgacion, dado que el trigondsido Ib y la vicenina-1 se extraen de semillas de
fenogreco, se da a entender que la composicién puede comprender material celulésico que contiene moléculas
inocuas de semilla de fenogreco en proporciones pequefias como se ve a partir de los resultados de HPLC. (Figuras
3-5)

En otro aspecto de la presente divulgacién, la extraccion de una solucién transparente de Trigonella foenum-
greacum en la etapa (a) consiste en las siguientes etapas:

i. desmenuzar las semillas de fenogreco;

ii. extraer las semillas desmenuzadas con disolvente;

iii. filtrar el extracto para obtener una solucién transparente;

iv. concentrar la solucién transparente al vacio para obtener una masa semisélida;

v. disolver la masa concentrada para obtener una solucion transparente;

vi. extraer a contracorriente la solucion transparente con n-butanol para eliminar la materia grasa.

En un aspecto de la presente divulgacion, el disolvente utilizado en la etapa (b) es una mezcla de agua y alcohol
seleccionada de un grupo que comprende alcohol metilico, alcohol etilico, alcohol propilico y alcohol isopropilico, en
una proporcién que varia de 1: 1 a 9:1 y preferiblemente 4: 1.

En otro aspecto mas de la presente divulgacion, la extraccién se lleva a cabo durante un periodo de tiempo que
varia de aproximadamente 8 horas a 12 horas y preferiblemente aproximadamente 10 horas.

En otro aspecto méas de la presente divulgacion, la extraccion se lleva a cabo a una temperatura que varia de
aproximadamente 30 °C a aproximadamente 40 °C y preferiblemente a aproximadamente 35 °C.

En otro aspecto més de la presente divulgacion, el extracto se concentra al vacio a una temperatura que varia de
aproximadamente 45 °C a aproximadamente 55 °C y preferiblemente de aproximadamente 50 °C.

En otro aspecto mas de la presente divulgacion, la masa concentrada se disuelve en agua desionizada.

En otro aspecto de la presente divulgacion, la composicién que comprende trigonésido Ib y vicenina-1 se obtiene a
partir de la solucidn transparente de la etapa (b) usando las siguientes etapas:

i. Pasar la capa de agua transparente a través de una resina macroporosa de intercambio catiénico y una
columna adsorbente para eluir el trigonésido Ib y la vicenina-1;
ii. Concentracion de eluyente y secado por pulverizacion.

En otro aspecto méas de la presente divulgacion, la columna adsorbente se selecciona de un grupo que comprende
resina macroporosa acida de intercambio catiénico, Sephadex LH-20, Dowex Optipore L493 o su equivalente.

En otro aspecto mas de la presente divulgacion, la elucidon de la columna adsorbente se lleva a cabo con agua y
alcohol etilico con una relacion inicial de 30:70 seguida de un cambio a una relacion de 5:95.

En otro aspecto mas de la presente divulgacion, la elucion de la columna adsorbente se lleva a cabo durante
aproximadamente 1 hora a aproximadamente 4 horas, preferiblemente aproximadamente 2 horas.

En otro aspecto mas de la presente divulgacién, la masa concentrada se secd por pulverizacion de
aproximadamente 110 °C a aproximadamente 130 °C, preferiblemente a aproximadamente 120 °C.

Otro aspecto de la presente divulgacion se refiere a un proceso de purificacion de trigondsido Ib y a las etapas del
proceso que comprenden lo siguiente:

i. disolver el eluyente concentrado en tampén vy filtrar las sustancias insolubles;
ii. lavar la solucion tampén con n-butanol;

iii. concentrar las fracciones de n-butanol;

iv. volver a disolver la fraccion concentrada en disolvente; y

v. pasar la solucién resultante a través de la columna adsorbente.

En otro aspecto mas de la presente divulgacion, la solucion tampén se selecciona de un grupo que comprende
dihidrégenofosfato de potasio y acido clorhidrico.

En otro aspecto mas de la presente divulgacion, el disolvente utilizado para la redisolucién es alcohol etilico.
Otro aspecto mas de la presente divulgacién se refiere a un proceso de purificacién de vicenina-1 a partir de una

capa de n-butanol que comprende otros glucésidos flavonoides y las etapas del proceso que comprenden lo
siguiente:
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i. concentrar a vacio;

ii. lavar el concentrado con solucién tampon para eliminar las sustancias insolubles;

iii. concentrar la solucion resultante a la mitad del volumen y agitar;

iv. filtrar para eliminar cristales impuros; y

v. calentar a reflujo los cristales impuros con disolvente vy filtrar para obtener vicenina-1 pura al 95 %.

En otro aspecto mas de la presente divulgacion, la agitaciéon de la masa concentrada se llevo a cabo durante 1 hora
a 48 horas, preferiblemente 24 horas.

En otro aspecto mas de la presente divulgacion, la agitacion de la masa concentrada se llevé a cabo de 30 °C a 40
°C, preferiblemente a 35 °C.

En otro aspecto mas de la presente divulgacion, el disolvente utilizado para el reflujo es metanol y dicloruro de
metileno que varian en una relacién de 1:1.

La presente divulgacién también se refiere a un método para la fabricacion de un medicamento que comprende una
composicion de 40-90 % (p/p) de trigondsido Ib y 1-20 % (p/p) de vicenina-1 opcionalmente junto con al menos un
excipiente y un método para administrar una cantidad efectiva de la dicha composicién para el tratamiento y manejo
de enfermedades autoinmunitarias seleccionadas de un grupo que comprende enfermedad de Goodpasture,
glomerulonefritis, artritis reumatoide, lupus eritematoso sistémico y purpura trombocitopénica idiopética.

La presente divulgacion también se refiere a un método de tratamiento y manejo de enfermedades autoinmunitarias
seleccionado de un grupo que comprende enfermedad de Goodpasture, glomerulonefritis, artritis reumatoide, lupus
eritematoso sistémico y parpura trombocitopénica idiopatica.

En un aspecto de la presente divulgacion, el sujeto se selecciona de un grupo que comprende tanto animales como
seres humanos.

La presente divulgacion se elabora adicionalmente con la ayuda de los siguientes ejemplos.
Ejemplo 1:

Se desmenuzaron 1000 g de semillas de fenogreco con un contenido de humedad inferior al 5 % en un molinillo de
rodillos hasta un espesor de 2 mm. El material desmenuzado se extrajo en una mezcla de disolventes (8 litros) que
comprendia alcohol etilico y agua en una proporciéon de 80:20 y se pas6 a través de la capa durante un periodo de
10 horas a 40 °C reciclando el eluyente. Después de 10 horas, el extracto se filtr6 a través de una tela de malla 200
para obtener una solucién transparente. La solucion transparente se concentré hasta obtener una masa semisolida
al vacio a 50 °C. La masa concentrada se disolvié en 5 litros de agua desionizada para obtener una solucién
transparente. La solucion acuosa transparente se sometié a extraccion a contracorriente con n-butanol. La capa de
agua transparente se paso a través de una columna que contenia 200 ml de resina macroporosa de intercambio
catidnico de acido fuerte durante 2 horas. El liquido transparente de salida de la columna carente de todos los
aminoacidos, proteinas, trigonelina y otros compuestos anféteros, se concentré a 50 °C y se sec6 por pulverizacion
a 120 °C para obtener un polvo fluido que tenia una composiciéon de aproximadamente 40-46 % (p/p) de trigondsido
Ib'y 1-6 % (p/p) de vicenina-1. La variacion en el rango de la composicion se atribuye a los cambios estacionales. El
rendimiento fue de aproximadamente 60 g. El andlisis de HPLC se llevo a cabo en las siguientes condiciones:
Columna - 250 mm de longitud, 4,6 mm de diametro Kromasil C18 RP 5 ym; Fase movil - Agua:gradiente de
acetonitrilo durante un periodo de 20 min a partir de 75:25 a 65:35; Caudal - 1 ml/min; Longitud de onda del detector:
210 nm UV. La salida de HPLC como se ve en la Figura 3 mostro el pico de trigondsido Ib a los 2,2 minutos y el pico
de vicenina-1 a los 3,2 minutos. La composicién se estableci6 mediante un método de estandarizacion externo
usando muestras purificadas del trigonésido 1b obtenido del Ejemplo 4 y de la vicenina-1 del Ejemplo 5.

Ejemplo 2:

Se desmenuzaron 1000 g de semillas de fenogreco con un contenido de humedad inferior al 5 % en un molinillo de
rodillos hasta un espesor de 2 mm. El material desmenuzado se extrajo en una mezcla de disolventes (8 litros) que
comprendia alcohol isopropilico y agua en una proporcion de 70:30 y se pas6 a través de la capa durante un periodo
de 10 horas a 35 °C reciclando el eluyente. Después de 10 horas, el extracto se filtr6 a través de una tela de malla
200 para obtener una solucién transparente. La solucidon transparente se concentré hasta obtener una masa
semisodlida al vacio a 50 °C. La masa concentrada se disolvié en 5 litros de agua desionizada para obtener una
solucién transparente. La solucién acuosa transparente se sometié a extraccion a contracorriente con n-butanol. La
capa de agua transparente se pasO a través de una columna que contenia 200 ml de resina macroporosa de
intercambio catidnico de acido fuerte durante 2 horas. El liquido transparente de salida de la columna carente de
todos los aminoécidos, proteinas, trigonelina y otros compuestos anféteros se pas6 de nuevo a través de un lecho
de resina que comprendia Dowex Optipore L493 o su equivalente durante un periodo de 2 horas y el proceso de
adsorcion se monitoriz6 mediante un sistema de cromatografia de capa fina que comprende tolueno:acetato de
etilo:metanol:agua en una relaciéon de 6:3:6:1. Los compuestos bioactivos monitorizados por el sistema
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cromatografico de capa fina comenzaron a eluirse cuando el proceso de elucién usaba 95 % de alcohol etilico. Estas
fracciones se recogieron, se cribaron y se agruparon y se concentraron desde 50 °C hasta 55-65 % (p/p) de
trigonosido Ib y 8-12 % (p/p) de vicenina-1. La variacion en el rango de la composicion se atribuye a los cambios
estacionales. El rendimiento fue de aproximadamente 15 g. El andlisis de HPLC se llevd a cabo mediante el método
descrito en el Ejemplo 1. La composicion se establecié mediante un método de estandarizacion externo usando
muestras purificadas del trigonésido Ib obtenido del Ejemplo 4 y de la vicenina-1 del Ejemplo 5.

Ejemplo 3:

Se desmenuzaron 1000 g de semillas de fenogreco con un contenido de humedad inferior al 5 % en un molinillo de
rodillos hasta un espesor de 2 mm. El material desmenuzado se extrajo en una mezcla de disolventes (8 litros) que
comprendia alcohol etilico y agua en una proporcién de 80:20 y se pas6 a través de la capa durante un periodo de
10 horas a 35 °C reciclando el eluyente. Después de 10 horas, el extracto se filtr6 a través de una tela de malla 200
para obtener una solucién transparente. La solucion transparente se concentré hasta obtener una masa semisélida
al vacio a 50 °C. La masa concentrada se disolvid en 5 litros de agua desionizada para obtener una solucién
transparente. La solucion acuosa transparente se sometié a extraccion a contracorriente con n-butanol. La capa de
agua transparente se paso a través de una columna que contenia 200 ml de resina macroporosa de intercambio
catiénico de acido fuerte durante 2 horas. El liquido transparente de salida de la columna carente de todos los
aminoacidos, proteinas, trigonelina y otros compuestos anféteros se pas6 de nuevo a través de un lecho de resina
gue comprendia Dowex Optipore L493 o su equivalente durante un periodo de 2 horas y el proceso de adsorcién se
monitorizé mediante un sistema de cromatografia de capa fina que comprende tolueno:acetato de etilo:metanol:agua
en una relaciéon de 6:3:6:1. Los compuestos bioactivos monitorizados por el sistema cromatogréfico de capa fina
comenzaron a eluirse cuando el proceso de elucidon usaba una mezcla de alcohol:agua. Estas fracciones se
recogieron, se cribaron y se agruparon y se concentraron desde 50 °C hasta 70-76 % (p/p) de trigonésido Ib y 15-18
% (p/p) de vicenina-1. La variacion en el rango de la composicidon se atribuye a los cambios estacionales. El
rendimiento fue de aproximadamente 9 g. El andlisis de HPLC se llevo a cabo mediante el método descrito en el
Ejemplo 1 y el cromatograma resultante se muestra en la Figura 4. La composicién se establecid6 mediante un
método de estandarizacion externo usando muestras purificadas del trigonésido Ib obtenido del Ejemplo 4 y de la
vicenina-1 del Ejemplo 5.

Los patrones puros de trigonésido Ib y vicenina-1 no estan disponibles a través de los proveedores de patrones de
referencia. Por lo tanto, a los efectos de la elucidacion estructural y la estandarizacion de la composicion, se llevaron
a cabo el Ejemplo 4 y el Ejemplo 5 para aislar muestras purificadas de trigondésido Ib y vicenina-1, respectivamente.

Ejemplo 4:

Las composiciones del Ejemplo 1-3 se disolvieron en tampén de dihidrégenofosfato de potasio 50 mM 300 ml y las
sustancias insolubles se filtraron. La solucién tampén se lavé con n-butanol tres veces (75 ml x 3) y las tres
fracciones se concentraron independientemente. Las fracciones 1, 2 y 3 mostraron una pureza del 85 %, 68 % y 40
% de trigondsido Ib, respectivamente. El trigondsido Ib en polvo al 85 % puro era aproximadamente 10 % del peso
de partida que se redisolvio en alcohol etilico y se pas6 a través de un lecho de Sephadex LH-20, volumen de lecho
de 125 ml y las fracciones se recogieron y cribaron para detectar trigonosido Ib puro. La fraccion de trigondsido Ib
puro se concentré para obtener aproximadamente un 90-95 % de pureza de area que fue adecuada para la
caracterizacion estructural. El rendimiento fue de aproximadamente 0,2 % del peso de partida del polvo blanquecino
cristalino. El analisis por HPLC se llevé a cabo mediante el método descrito en el Ejemplo 1 y el cromatograma
resultante se muestra en la Figura 5.

El punto de fusion fue 220 °C y el analisis LCMS confirmé la masa de 906 (M+Na = 929). La presencia de la
estructura de saponina de furostanol se confirmé mediante cromatografia en capa fina (TLC) usando tolueno:
acetato de etilo:metanol:agua en una proporcion de 6:3:6:1, seguido de pulverizacion de anisaldehido y acido
sulfdrico al 5 % y calentando a 110 °C durante 15 min se mostré una mancha marrén verdosa. Analisis de RMN de
3C en CD30D (100 Mhz): 8¢ (ppm) 44,43(C-1), 71,6(C-2), 85,8(C-3), 34,9(C-4), 44,4(C-5), 28,4(C-6), 30,78(C-7),
34,1(C-8), 51,7(C-9), 36,9(C-10), 22,0(C-11), 39,6(C-12), 41,8(C-13), 57,8(C-14), 32,8(C-15), 82,4(C-16), 65,06(C-
17), 16,9(C-18), 12,08(C-19), 40,8(C-20), 16,3(C-21), 114,0(C-22), 38,5(C-23), 28,9(C-24), 34,9(C-25), 76,0(C-26),
17,6(C-27); Glucosa-l: 102,35(C-1'), 75,1(C-2"), 79,3(C-3"), 73,7(C-4", 77,0(C-5", 70,6(C-6"); Xilosa: 104,57(C-1"),
76,05(C-2"), 78,08(C-3"), 72,4(C-4"), 67,0(C-5"); Glucosa-ll: 103,0(C-1"), 76,5(C-2"), 79,7(C-3"), 72,1(C-4"),
82,43(C-5"), 62,8(C-6"); Analisis de RMN de "H en CD30D: 0,744 (19-Hs), 0,869 (18-H3), 0,959 (27-H3), 1,05 (5-H),
1,51 (21-H3), 2,06 (25-H), 2,206 (20-H), 3,48, 4,05 (26-H>), 3,699 (3-H), 4,14 (2-H), 4,04, 5,1 (6-H>); [a]p** (c=0,37,
Piridina): -41,9°.

Ejemplo 5:

Aproximadamente 8000 ml de capa de n-butanol que comprende otros glucésidos flavonoides de los ejemplos 1-3
se concentraron a 50 °C usando un evaporador de vacio a 400 ml. Esta solucion se lavé dos veces con una solucién
de dihidrégenofosfato potasico 50 mM seguido de 500 ml de solucién acuosa de acido clorhidrico al 1 %. En esta
etapa, las sustancias insolubles sedimentan en forma de polvo amarillo amorfo. La solucién anterior se concentré a
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la mitad del volumen y se agit6é durante 24 horas a entre 30 y 35 °C para permitir la sedimentacion y filtracion de mas
cristales de otros glucdsidos flavonoides filtraran. Estos cristales impuros se calentaron a reflujo en una mezcla de
metanol y dicloruro de metileno 1:1 a 15 °C durante 3 horas y se filtraron a 5 °C para obtener vicenina-1 pura al 95
%. El rendimiento fue de aproximadamente 1,8 g.

El punto de fusion fue 215 °C con descomposicion y el analisis LCMS confirmé la masa de 564 (M+H = 565). La
presencia de la estructura del glicésido flavonoide se confirmé mediante cromatografia en capa fina (TLC) usando
tolueno:acetato de etilo:metanol:agua en una proporcién de 6:3:6:1, seguido de pulverizacion de acido sulfarico
metandlico al 5 % y calentando a 110°C durante 15 minutos se mostré una sola mancha amarilla. Analisis de RMN
de *C en CD30D (100 Mhz): 8¢ (ppm) 164,57(C-2), 103,05(C-3), 182,7(C-4), 161,4(C-5), 108,55(C-6), 158,7(C-7),
104,1(C-8), 155,5(C-9), 103,1(C-10), 122,0(C-1", 129,2(C-2"), 116,45(C-3"), 161,6(C-4"), 116,29(C-5"), 129,1(C-6";
Xilosa: 74,6(C-1"), 70,5(C-2"), 79,3(C-3"), 70,7(C-4"), 68,9(C-5"); Glucosa: 71,76(C-1"), 70,99(C-2"), 79,67(C-3™),
70,05(C-4"), 82,35(C-5"), 61,6(C-6"); Andlisis de RMN de 'H en DMSO-ds (@ 25 °C): protdon aromatico
correspondiente al anillo de protones de flavona - [6,79, 6,8; 7,936, 7,949; 6,897, 6,951; 8,0, 8,031], protones de
azUcar - 6-C-xilésido entre 3,09 y 4,65 y 8-C-gluc6sido entre 3,29 y 4.77.

Ejemplo 6:

En un aspecto de la presente divulgacion, se mezclaron 1 g de trigondsido Ib 76 % y vicenina-1 15 % con 14 g de
trigondsido 1b 91 % y vicenina-1 5 % para obtener una composicién que comprende 15 g de trigonésido 1b 90 % y
vicenina-1 5,7 %. Este ejemplo demuestra el método para llegar al rango de la composicion deseado que comprende
40-90 % (p/p) de trigonosido Ib y 1-20 % (p/p) de vicenina-1 mezclando diferentes composiciones que tienen
concentraciones variadas de dichos componentes. Un experto en la materia entendera que la composicion obtenida
en la presente memoria se puede obtener mezclando los componentes trigondsido Ib y vicenina-1, disponibles por
extraccién de fuentes vegetales u obtenidos por sintesis quimica de dichos componentes. Por lo tanto, el fenogreco
no es la Unica fuente para llegar a dicha composicién. Se puede obtener mezclando los componentes sintetizados
trigondésido Ib y vicenina-1.

Ademas, la composicion también se puede obtener mezclando los componentes, trigonésido Ib y vicenina-1, como
se obtienen en los ejemplos descritos en la presente divulgacion.

La composicion de prueba que comprende 40-90 % (p/p) de trigonésido Ib y 1-20 % (p/p) de vicenina-1 obtenidos a
partir de los métodos especificados en los Ejemplos anteriores se probaron adicionalmente para determinar la
actividad fisioldgica en los siguientes ejemplos:

Ejemplo 7: Actividad en glomerulonefritis inducida en ratas

La glomerulonefritis es una causa importante de insuficiencia renal y muerte en enfermedades autoinmunitarias
como la enfermedad de Goodpasture. Este estudio se realizé para examinar el efecto de la composicién de prueba
gue comprende trigondsido Ib 76 % (p/p) y vicenina-1 15 % (p/p) en modelo de rata de glomerulonefritis crescéntrica
inducida por anti-GBM.

Ratas Wistar machos que pesaban 180-220 g se dividieron en grupos de 6 animales cada uno. La glomerulonefritis
fue inducida segun lo especificado por Chen et al., (2004) mediante una primera administracién subcutanea de 1gG
de rata (5 mg) en adyuvante completo de Freund (FCA) seguido de administracion de GBM (0,5 ml) por via
intravenosa después de 5 dias. Los animales en el grupo de tratamiento recibieron la composiciéon de prueba (75
mg/kg) por via oral dos veces al dia durante 28 dias. Los animales en el grupo de control de GBM no recibieron
ningun tratamiento. Un tercer grupo de animales sin induccion de glomerulonefritis y tratamiento se mantuvo como
control normal. La produccion de orina se midié y analizé antes de la induccion de la glomerulonefritis y después de
la finalizacion del tratamiento. El dia 28, los animales fueron sacrificados para el examen histopatologico de sus
rifones y pulmones.

TABLA 1: EFECTO SOBRE LA EXCRECION DE PROTEINAS EN ORINA POR DIiA EN RATAS CON
GLOMERULONFRITIS INDUCIDA (en mg/dia, MEDIA + EEM)

Periodo de Control normal Control GBM GBM + Composicion de
tratamiento prueba (75 mg/kg)
Momento basal 6,08+1,34 8,18+0,46 5,55+0,48
Dia 28 5,48+1,1 20,35+2,66" 7,1140,62%**

n = 5; Los datos se analizaron mediante ANOVA bidireccional seguido de la prueba post-Bonferroni; P

<0,001 en comparacién con el grupo de control normal para los dias respectivos; ***P<0,001 en comparacion
con el grupo de control GBM para los dias respectivos.

Las proteinas en orina excretadas por dia (mg/dia) por los animales en el grupo de control GBM el dia 28 se
increment6 mas de tres veces respecto al valor basal. El aumento de la excrecién de proteinas en la orina es un
indicador de funcién renal reducida. El tratamiento con el farmaco de prueba normalizé completamente la excrecion
de proteinas en la orina, manteniéndola cerca del valor basal.
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TABLA 2: EXAMEN HISTOPATOLOGICO DE LOS RINONES EL DiA 28

Parametros Control normal Control GBM GBM + composicion de
prueba (75 mg/kg)
Destruccion de -- +++ +
glomérulos
Tumefaccion tubular -- +++ +
Cilindros tubulares -- +++ -
Infiltracién celular -- +++ +
Clasificacion patolégica: Grave (+++); Moderado (++); Leve (+); Ausencia (-).

Las imagenes de la histopatologia renal de las ratas con glomerulonefritis inducida se muestran en la Figura 6. Los
animales tratados con la composicién de prueba mostraron ausencia de cilindros tubulares junto con una destruccion
significativamente menor de los glomérulos, tumefaccién tubular e infiltracién celular, en comparacién con el grupo
de control GBM. Por lo tanto, las condiciones patoldgicas se redujeron significativamente mediante el tratamiento
con la composicion de prueba.

TABLA 3: EXAMEN HISTOPATOLOGICO DE LOS PULMONES EL DIA 28

Parametros Control Control GBM + composicion de
normal GBM prueba (75 mg/kg)
Engrosamiento del intersticio -- +++ +
Infiltracion de linfocitos, macréfagos y monocitos en el -- +++ +
intersticio

Extravasacion de eritrocitos en el intersticio -- +++ --

Engrosamiento de las paredes alveolares -- ++ +

Aumento de la longitud del cordén septal alveolar -- ++ --
Clasificacién patolégica: Grave (+++); Moderado (++); Leve (+); Ausencia (-).

También se examinaron los efectos patolégicos de los anticuerpos anti-GBM en la membrana basal alveolar de los
pulmones. El examen histopatoldgico de los pulmones de los animales del grupo de control GBM mostré un grosor
de la pared alveolar notablemente aumentado, un aumento de la longitud del cordon septal alveolar junto con un
intersticio pulmonar engrosado, inflamacién intensa como se evidencia por la infiltracion de linfocitos, macréfagos y
monocitos en el intersticio y extravasacion prominente de eritrocitos en el intersticio. Los animales tratados con la
composicion de prueba mostraron una reduccion significativa en todas las afecciones patoldgicas anteriores que
indican actividad beneficiosa de la composicién de prueba para prevenir el dafio pulmonar por anticuerpos.

La composicion de prueba redujo efectivamente el dafio a los rifiones y los pulmones inducido por anticuerpos anti-
GBM que confirmaban la actividad en la enfermedad de Goodpasture que se caracteriza por pacientes que sufren
tanto de glomerulonefritis como de hemorragia pulmonar. Por lo tanto, la composicién de prueba es util en el
tratamiento de enfermedades anti-GBM como la glomerulonefritis, enfermedad de Goodpasture, etc.

Ejemplo 8: Actividad antiinflamatoria de la composicion de prueba

Esta prueba se realizd para evaluar la actividad de la composicién de prueba que comprende trigondsido Ib 65 %
(p/p) y vicenina-1 10 % (p/p), para inhibir la inflamacién causada por las prostaglandinas. Ratas wistar macho que
pesaban 180-220 g se pretrataron con la composicion de prueba. Una hora después del pretratamiento, se
administré una inyeccion subplantar de 0,1 ml de solucién de carragenano a la pata trasera derecha. El edema de
pata inducido se midié usando un pletismometro (UGO Basile 7140). La inhibicion del edema de la pata a las 3 horas
muestra la accion antiinflamatoria.

La inhibicion del edema de la pata se calcul6 como una diferencia porcentual en el valor medio del volumen de la
pata en el grupo de control con respecto al del grupo tratado con la composicion de prueba. El edema de la pata
inducido por carragenano se redujo significativamente por la composicién de prueba después de la 22 y 32 hora.

TABLA 4: PORCENTAJE DE INHIBICION DEL EDEMA DE LA PATA INDUCIDO POR CARRAGENANO

Tiempo después de la inyeccion de Dosis % de inhibicion del edema | % de inhibicion del edema
carragenano de la pata después de 2 de la pata después de 3
horas horas
Control normal - - -
Composicion de prueba 5 mg/kg 41,56* 40,49***
10 mg/kg 49,74** 36,05**
25 mg/kg 77,76%** 63,72%**

n = 6; Los datos se analizaron mediante ANOVA bidireccional seguido de la prueba post-Bonferroni; *** p
<0,001, **P<0,01 y * P<0,05 en comparacion con el grupo de control normal para las horas respectivas.
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Ejemplo 9: Inhibicidn de citocinas in vitro de la composicidon de prueba

El lipopolisacéarido (LPS) es un componente de las bacterias gramnegativas que puede inducir la sobreproduccion de
oxido nitrico, que a su vez estimula la secrecion de citocinas. Se estimul6 el sistema de células mononucleares de
sangre periférica (PBMC) humana usando LPS para la expresion de IL-13, IL-6 y TNF-a. Se prob6 la actividad de la
composicion de prueba para inhibir la liberacion de estas citocinas proinflamatorias. Las composiciones de prueba
mostraron una actividad inhibidora significativa contra la secrecion de citocina proinflamatoria.

TABLA 5: VALOR CEso DE INHIBICION DE LA CITOCINA (ug/ml)

Composicion de prueba que comprende | Composicion de prueba que comprende
trigonosido Ib 76 % y vicenina-1 15 % trigondsido Ib 46 % y vicenina-1 5 %
IL-1B 94 211
IL-6 95 42
TNF-a 58 133

Ejemplo 10: Accién antiartritica de la composicién de prueba

La actividad antiartritica se estudié inyectando el adyuvante completo de Freund (FCA) en la pata de la rata y
midiendo la formacion de edema y el porcentaje de inhibicion del volumen de la pata en la pata no inyectada.

Se inyectd a ratas Wistar macho que pesaban 190-250 g 0,1 ml de FCA en la region subplantar de la pata trasera
izquierda. Se suspendi6 0,1 ml de solucién de FCA que consisten en 6 mg de Fraccion Completa de Mycobacterium
butyricum (Difco) en aceite de parafina pesado (Merck). Después de algunas horas se produjo edema local. El
tratamiento con el compuesto de prueba se llevé a cabo desde el dia 13 hasta el dia 21 después de la inyeccion de
FCA. El volumen de la pata trasera no inyectada se registré usando un pletismémetro (UGO Basile 7140).

El porcentaje de inhibicién de la inflamacion en la pata no inyectada se midié6 como la diferencia en el volumen
medio de la pata del grupo control de FCA con respecto a la de los animales tratados. Se observé una reduccion
significativa del hinchamiento de la articulacion inducida por FCA tanto a los 5 dias (dia 18) como a los 8 dias (dia
21) después del tratamiento inicial con la composicién de ensayo. La composicion de prueba mostré una reduccién
de casi el 80 % de la artritis.

TABLA 6: REDUCCION DEL PORCENTAJE DE ARTRITIS INDUCIDA POR FCA

Grupos de tratamiento Dosis Dia 18 Dia 21
Control normal - - -
Celecoxib 10 mg/kg 58,97+35,93*** 81,2422 35***
Composicion de prueba que 50 mg/kg 19,78+45,01 41,63+18,64

comprende trigonoésido 1b 46 % y
vicenina-1 5 %

100 mg/kg 9,06+32,89 78,47+£22 55***
200 mg/kg 17,93+44,05 39,81+18,76
Composicion de prueba que 10 mg/kg 53,86+8,8*** 49,27+8,69***
comprende trigonésido 1b 76 % y
vicenina-1 15 %
25 mg/kg 49,3612, 27*** 57,59+49,37***
50 mg/kg 57,56£10,12*** 80,25+10,59***

n = 6; Los datos se analizaron mediante ANOVA bidireccional seguido de la prueba post-Bonferroni; ""P<0,01 en
comparacion con el grupo de control normal para los dias respectivos. ***P <0,001 en comparacion con el grupo
control FCA para los dias respectivos.

Ejemplo 11: Estudio anecdo6tico de la composicion de prueba en pacientes con artritis reumatoide

Se realiz6 un estudio prospectivo en 5 pacientes con artritis reumatoide (AR) con edades comprendidas entre 45 y
60 afos. A los pacientes se les administraron capsulas de la composiciéon de prueba a una dosis de 500 mg dos
veces al dia durante un periodo de 1 afio y se analizé la eficacia de la composicién de prueba en base al resultado
comunicado por el paciente en un Cuestionario de Evaluacion de Salud (HAQ) publicado por Kumar et al.,
(Rheumatology, Vol. 41, pp.1457-1459, 2002).

TABLA 7: CUESTIONARIO DE EVALUACION DE LA SALUD COMUNICADA POR EL PACIENTE PARA LA
ARTRITIS REUMATOIDE

Actividad de Paciente 1 Paciente 2 Paciente 3 Paciente 4 Paciente 5

la vida diaria | Antes | Después | Antes | Después | Antes | Después | Antes | Después | Antes | Después

Vestirse
solo, 1 0 2 1 3 1 3 2 2 1

ponerse el
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Actividad de Paciente 1 Paciente 2 Paciente 3 Paciente 4 Paciente 5

sari, salwar,
dhoti, pijama
y abrocharse
los botones

Acostarse y
levantarse 1 0 3 2 3 1 3 2 2 1
de la cama

Levantar una
taza o vaso
lleno hasta
la boca

Caminar al
aire libre en
un terreno
llano

Lavar y
secarse todo 1 0 2 1 2 1 3 2 2 1
el cuerpo

Ponerse en
cuclilas en
el inodoro o
sentarse con 2 1 3 2 3 2 3 3 3 2
las piernas
cruzadas en
el suelo

Inclinarse
para coger la
ropa del
suelo

Abrir y cerrar
un grifo

Entrar y salir
de un bici- 1 1 3 2 3 1 3 2 2 1
taxi 0 coche

Caminar tres
kilbmetros

Comprar en
un mercado 0 0 1 1 3 1 3 2 2 1
de verduras

Subir un
tramo de 2 1 3 2 3 2 3 3 2 2
escaleras

Puntuacién
de 1,25 0,42 2,42 1,58 2,75 1,33 3,0 2,25 2,08 1,17
discapacidad

Puntuacién (0-3): 0 - Sin ninguna dificultad; 1 - Con alguna dificultad; 2 - Con mucha dificultad; 3 — Incapaz de

hacer. Puntuacion de discapacidad calculada como la suma de todas las puntuaciones dividido por 12.

La puntuacion de la evaluacion de la salud individual de los pacientes del estudio anecddtico antes del comienzo del
tratamiento con la composicién de prueba y después de 1 afio de tratamiento se presentan en la Tabla 7. La
puntuacion de discapacidad se calculé como la suma de todas las puntuaciones divididas por 12. Todos los
pacientes mostraron mejoria en la puntuacion de discapacidad. Al inicio del estudio, 4 de cada 5 pacientes tenian un
rango de puntuacién de discapacidad grave de 2 a 3. Después de 12 meses de tratamiento con la composicion de
prueba, solo 1 de cada 5 pacientes permanecié en el rango de puntuacién de discapacidad grave de 2 a 3. Se
observé una mejoria significativa en las actividades diarias y el cumplimiento de los pacientes fue mas del 90 % de
la composicion de prueba. Por lo tanto, se encontrd que la composicion de prueba era segura y Gtil en el tratamiento
de pacientes diagnosticados con artritis reumatoide.

Ejemplo 12: Formulacién de la composicién de prueba
Las céapsulas del Ejemplo 11 se prepararon por granulacion de la composicion de prueba que comprendia
trigondésido Ib 76 % (p/p) y vicenina-1 15 % (p/p) por mezcla con 1,5 % p/p de celulosa microcristalina, 1 % p/p de

disgregante de almidén pregelatinizado, 0,5 % p/p de crospovidona y 0,5 % p/p de antiadherente estearato de
magnesio. El granulado mezclado se llen6 en las capsulas.
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Una formulacién similar de la composicién de prueba que varia de 40 a 90 % (p/p) de trigondsido Ib y de 1 a 20 %
(p/p) de vicenina-1 se puede preparar mediante la adicion de excipientes seleccionados de una lista que comprende
los siguientes: agentes de granulacion, agentes aglutinantes, agentes lubricantes, agentes disgregantes, agentes
edulcorantes, agentes colorantes, agentes aromatizantes, agentes de recubrimiento, plastificantes, conservantes,
agentes de suspension, agentes emulsionantes, agentes de esferonizacion y cualquier combinacion de los mismos.
Y el tipo de formulaciéon se puede seleccionar de un grupo que consiste en comprimidos, capsulas, trociscos,
pastillas para chupar, polvo, jarabe, solucién, aerosol, suspensién, polvos o granulos dispersables, emulsion en
capsulas de gelatina dura o blanda, jarabes, elixires, linimentos, unglientos, parches para la piel, fitocéuticos,
nutracéuticos y productos alimentos. Dependiendo de la via de administracion, se pueden usar diferentes
excipientes/vehiculos. Los expertos en la materia pueden elegir una formulacion adecuada de la composicion de
prueba para el tratamiento de enfermedades autoinmunitarias, concretamente, la enfermedad de Goodpasture, la
glomerulonefritis, la artritis reumatoide, el lupus eritematoso sistémico y la parpura trombocitopénica idiopatica.

Ejemplo 13: Estudio anecdético en pacientes con lupus eritematoso sistémico (LES)

Se realiz6 un estudio prospectivo en 3 pacientes con diagndstico de lupus eritematoso sistémico (LES) con una edad
comprendida entre 35 y 50 afios durante un periodo de 6 meses. La formulacién de la composiciéon de prueba como
se describe en el ejemplo 12 se administré a una dosis de dos capsulas de 500 mg dos veces al dia. La actividad de
la composicion de prueba se control6 mediante el seguimiento de los parametros de laboratorio y el indice de
actividad diaria.

El tratamiento con la composicion de prueba mejor6 significativamente la funcién renal, los pardmetros sanguineos
junto con la reduccién del dolor articular, la alopecia, las erupciones cutaneas y las Ulceras bucales. Estos resultados
fueron respaldados por una mejora en las puntuaciones del indice de Actividad Diaria (SLEDAI) de LES de 20 al
comienzo del tratamiento a 10 al final del tratamiento para el paciente 1. Se observd una mejoria similar para el
paciente 2 de 10 a 6 y el paciente 3 de 12 a 8 después de 6 meses de tratamiento. Por lo tanto, se encontré que la
composicion de prueba era util en el tratamiento y manejo del LES.

Ejemplo 14: Actividad de la composicion de prueba frente a la purpura trombocitopénica idiopatica (PTI)

Se verificd que los ratones Balb-c tenian un recuento de plaquetas inicial dentro de los limites fisioldgicos y se
dividieron en 3 grupos. La purpura trombocitopénica idiopatica (PTI) se indujo por inyeccién intraperitoneal de 4 ug
de anticuerpos anti-integrina o, de ratén a animales del grupo de control de PTl y en el grupo de tratamiento con la
composicion de prueba. Los animales del grupo de tratamiento recibieron 75 mg/kg de composicién de ensayo que
comprende trigondsido Ib 76 % (p/p) y vicenina-1 15 % (p/p) una hora antes de la induccién de la PTI. En los
animales del grupo de control normal no se indujo la PTI ni recibieron ningln tratamiento. Tres horas después de la
induccion de la PTI, se extrajo sangre de los animales en todos los grupos para analizar el recuento de plaquetas.

TABLA 8: EFECTO DE LA COMPOSICION DE LA PRUEBA EN EL RECUENTO DE PLAQUETAS

Grupo de tratamiento Porcentaje de reduccion en el recuento de plaquetas
Control normal 22 %
Control de PTI 60 %
Composicion de prueba 16,5 %
(75 mg/kg) + PTI

Los animales tratados con la composicidn de prueba mostraron una reduccion plaquetaria significativamente menor
del 16,5 % solo en comparacion con el 60 % en los animales de control de PTI después de la administracion de
anticuerpos antiplaquetarios. Los animales de control normal también mostraron una reduccion de plaquetas del 22
%. Esta reduccion se atribuy6 a la posterior extraccion de sangre para analizar el recuento de plaquetas.

El ejemplo anterior demuestra que la composiciéon de prueba es eficaz contra la reduccion mediada por anticuerpos
del recuento de plaquetas y, por lo tanto, es util en el tratamiento y manejo de la PTI y/o de la trombocitopenia.
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REIVINDICACIONES
1. Una composicién que consiste en trigonosido Ib y vicenina-1, opcionalmente junto con al menos un excipiente.

2. La composicion segun la reivindicacion 1, en la que el trigondsido Ib varia en una concentracién de 40 % (p/p) a
90 % (p/p) y la vicenina-1 varia en una concentracion de 1 % (p/p) a 20 % (p/p) y el trigonésido Ib y la vicenina-1 se
obtienen de la planta Trigonella foenum-graecum.

3. La composicién segun la reivindicacion 1, en la que el excipiente se selecciona de un grupo que comprende
agentes de granulacion, agentes aglutinantes, agentes lubricantes, agentes disgregantes, agentes edulcorantes,
agentes colorantes, agentes aromatizantes, agentes de recubrimiento, plastificantes, conservantes, agentes de
suspension, agentes emulsionantes, material celulésico y agentes de esferonizacion o cualquier combinacién de los
mismos.

4. La composicion segun la reivindicacion 1, en la que la composicion se formula en formas farmacéuticas
seleccionadas de un grupo que comprende comprimidos, capsulas, trociscos, pastillas para chupar, polvo, jarabe,
solucion, aerosol, suspensioén, polvos o granulos dispersables, emulsién en capsulas de gelatina duras o blandas,
jarabes, elixires, linimentos, unglientos, parches para la piel, fitocéuticos, nutracéuticos y productos alimenticios.

5. Un método para preparar una composicién que consiste en trigonésido Ib y vicenina-1, opcionalmente junto con al
menos un excipiente, comprendiendo dicho método las acciones de:

a) desmenuzar las semillas de Trigonella,

b) extraer las semillas de Trigonella desmenuzadas con una mezcla de disolventes seguido de filtracion y
concentracion para obtener una masa semisolida,

¢) disolver la masa para obtener una solucion transparente,

d) extraer a contracorriente la solucién transparente con n-butanol para obtener una solucién que comprende una
capa acuosa y una capa de butanol,

€) pasar la capa acuosa a través de una resina de intercambio i6nico y una columna adsorbente para obtener un
eluyente que comprende el trigondsido Ib y la vicenina-1,

f) purificar el eluyente para obtener un polvo fluido y

g) opcionalmente afiadir al menos un excipiente para obtener la composicién.

6. El método segun la reivindicacién 5, en el que las semillas se desmenuzan hasta un tamafio que varia de 1 mm a
5 mm, preferiblemente 2 mm.

7. El método segun la reivindicacién 5, en el que la mezcla de disolventes comprende alcohol alifatico y agua en una
relacion de 1:1 a 9:1, preferiblemente 4:1; y el alcohol alifatico se selecciona de un grupo que comprende alcohol
metilico, alcohol etilico, alcohol propilico y alcohol isopropilico o cualquier combinacion de los mismos.

8. El método segun la reivindicacion 5, en el que la masa se disuelve en agua desionizada.

9. El método segun la reivindicacion 5, en el que la purificacién se lleva a cabo para obtener el trigonésido Ib con
una pureza que varia de 90 % a 95 % y la vicenina-1 con una pureza que varia de 90 % a 95 % y la purificacion
comprende las etapas de tratamiento con tampdén seguido de tratamiento con alcohol o acido y concentracién para
obtener polvo fluido purificado.

10. El método segun la reivindicacion 5, en el que la concentracion se lleva a cabo a una temperatura que varia de
40 °C a 80 °C, preferiblemente a 50 °C.

11. El método segun la reivindicacién 5, en el que la composicion tiene el trigonésido Ib cuya concentracion varia del
40 % (p/p) al 90 % (p/p) y la vicenina-1 cuya concentracién varia del 1 % (p/p) al 20 % (p/p).

12. El método seguin la reivindicacion 5, en el que el excipiente se selecciona de un grupo que comprende agentes
de granulacién, agentes aglutinantes, agentes lubricantes, agentes disgregantes, agentes edulcorantes, agentes
colorantes, agentes aromatizantes, agentes de recubrimiento, plastificantes, conservantes, agentes de suspension,
agentes emulsionantes, material celulésico y agentes de esferonizacién o cualquier combinacion de los mismos.

13. Una composicion que consiste en trigondsido Ib y vicenina-1, opcionalmente junto con al menos un excipiente,
para su uso en el tratamiento de trastornos autoinmunitarios.

14. La composicion para su uso de acuerdo con la reivindicacion 13, en la que el trastorno autoinmunitario se
selecciona de un grupo que comprende enfermedad de Goodpasture, glomerulonefritis, artritis reumatoide, lupus
eritematoso sistémico y purpura trombocitopénica idiopatica.

15. La composicién para su uso de acuerdo con la reivindicacién 13, en la que la composicion se administra a un
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sujeto que lo necesita; y el sujeto es un animal o un ser humano.

16. La composicién para su uso de acuerdo con la reivindicacion 15, en la que la composiciéon se administra en una
dosis diaria que varia de 1 mg/kg a 100 mg/kg en animales y de 1 mg/kg a 50 mg/kg en seres humanos.
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