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DESCRIPCION

Preparacién y uso de un extracto de planta a partir de Solanum Glaucophyllum con un contenido enriquecido de
glucosidos de 1,25-dihidroxivitamina Ds y glucésidos de quercetina

La presente invencién se refiere a la preparacion de un extracto de planta enriquecido y equilibrado de Solanum
glaucophyllum con un contenido enriquecido de glucosidos de 1,25-dihidroxivitamina Ds y flavonoles,
especificamente, glucésidos de quercetina. Particularmente, la presente invencién describe un método para preparar
un extracto de planta de este tipo tanto a escala industrial como a escala de laboratorio. Ademas, la presente
invencion describe el uso de un extracto de planta de este tipo para prevenir y tratar enfermedades relacionadas con
la reduccion de masa ésea, tales como osteopenia u osteoporosis, para la prevencion y tratamiento de
discondroplasia tibial, preferiblemente en aves de corral, para tratar la fiebre de la leche, y como suplemento
dietético.

Los huesos sanos estan en un delicado equilibrio de procesos de resorcién ésea y formacién ésea para adaptar el
esqueleto a las demandas cambiantes durante toda la vida de un individuo. Esto permite que el esqueleto crezca
durante la infancia, tal como se visualiza por crecimiento del craneo, donde los minerales se depositan en el lado
externo y el hueso se reabsorbe en el lado interno, lo que deja espacio para el crecimiento del cerebro. Durante la
edad adulta, los huesos se pueden reforzar por si mismos para adaptarse a las cargas cuando se realiza deporte o
se cargan objetos pesados. El remodelado 6seo es un proceso con una secuencia tipica: los osteoclastos que
reabsorben huesos se acoplan a la superficie de un area distinta y comienzan a reabsorber material 6seo. Como
resultado, se forman lacunae u orificios. Sobre los orificios de este tipo, se agregan osteoblastos que forman huesos
y estas células depositan nuevo material 6seo. Al final de un ciclo de este tipo, queda una regién con una estructura
6sea mas fuerte. Sin embargo, a edades avanzadas o en mujeres posmenopausicas, el equilibrio cambia hacia una
pérdida 6sea neta. La pérdida 6sea sucede también durante largos periodos de reposo en cama o en condiciones de
gravedad reducida. Tal como ilustra la Figura 1, la masa 6sea alcanza el pico maximo en la mediana edad y luego
desciende lentamente. En las mujeres en riesgo, la pérdida ésea acelerada sucede después de la menopausia
cuando se detiene la produccién de la hormona estrégeno. Una pérdida dsea de este tipo se diagnostica tipicamente
como osteoporosis u osteopenia (la forma previa mas leve), donde la enfermedad de la osteoporosis se ha
convertido en un problema de salud importante en poblaciones con esperanzas de vida aumentadas,
particularmente, en civilizaciones occidentales.

No solo en los seres humanos, también los animales padecen enfermedades o formacién ésea alterada, tanto en
animales con edades avanzadas como en j6venes durante periodos de crecimiento intensivo. Como ejemplo, en
animales, particularmente en animales de crecimiento rapido y productores de alimentos, tales como aves de corral,
la debilidad en las patas y, como consecuencia, discondroplasia tibial (DT), es un problema importante que provoca
pérdidas y calidad inferior de la carne. También, debido al bienestar del animal, se ha evitado el problema de
discondroplasia tibial (véase la publicacion Poultry Leg Problem. Rath NC, USDA/ARS, Poultry Production and
Product Safety Research, Poultry Science Center, Universidad de Arkansas, EE. UU. (09/04/2003)). Ademas, las
gallinas ponedoras tienen un recambio enorme de calcio debido a su produccién de cascaras de huevo. Cada dia,
aproximadamente una décima parte de la reserva de calcio del animal se absorbe de la nutricion, se almacena en
los huesos y se moviliza en unas pocas horas durante la produccién de la cascara alrededor del huevo. Por lo tanto,
un suministro suboptimo de vitamina D puede provocar también osteoporosis en gallinas ponedoras.

Muchos planteamientos se han propuesto y se han seguido para prevenir la pérdida 6sea posmenopdausica y
relacionada con la edad, donde, por ejemplo, el entrenamiento fisico y el tratamiento farmacéutico son métodos de
eleccion para la terapia de la osteoporosis. En la actualidad, el tratamiento farmacéutico/tratamiento farmacolégico
sigue tipicamente un planteamiento terapéutico o curativo, donde la terapia empieza cuando el estado patolégico ya
se ha diagnosticado, es decir, cuando la masa 6sea o la densidad 6sea han caido a un cierto nivel minimo de masa
6sea o densidad 6sea necesarias, 0, en el peor de los casos, cuando ya ha sucedido una fractura. De este modo, la
prevencion de una produccion insuficiente de un minimo de masa ésea y densidad dsea necesarias seria mas
preferible a la terapia, pero deberia empezar cuando la densidad 6sea esté aln en un nivel alto y debe llevarse a
cabo durante un periodo de tiempo largo, por ejemplo, tal como se ilustra en la Figura 1. De esta manera, los
tratamientos que admiten mecanismos fisiol6gicos y que son de origen natural pueden ser una alternativa valiosa
para un tratamiento curativo con farmacos sintéticos.

Por el momento, los farmacos antiosteoporéticos se pueden clasificar tipicamente segin su modo de accién en
agentes antirresortivos, hormonas anabdlicas o esteroides, agentes formadores de hueso y otros, respectivamente.
Alternativamente o adicionalmente, los farmacos antiosteoporéticos se pueden clasificar segun sus estructuras
quimicas, que siguen tipicamente uno de los anteriores modos de accion. Los farmacos antiosteoporéticos
conocidos incluyen, por ejemplo, grupos bisfosfonato, estrégenos sintéticos, vitamina D y sus metabolitos, etc.

En la actualidad, los farmacos mas prescritos pertenecen al grupo bisfosfonato, que actian en los osteoblastos que
reabsorben huesos y, de esta manera, reducen la resorcién dsea (véase, por ejemplo, Fleisch H. et al., Endocrine
Reviews (1998)19(1): 80-100 Bisphosphonates: Mechanisms of Action). Una desventaja del tratamiento con
farmacos del grupo bisfosfonato es el bloqueo del recambio 6seo y, por lo tanto, una reduccion del remodelado
6seo.
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Tal como evidencia la fuerte pérdida de masa dsea después de la menopausia, las hormonas sexuales femeninas
poseen también un potente efecto en el hueso. Por lo tanto, la terapia hormonal sustitutiva con estrégenos sintéticos
puede representar un tratamiento efectivo de la osteoporosis. Un tratamiento de este tipo, sin embargo, se limita a
las mujeres y ya no se recomienda en la actualidad debido a que un gran estudio clinico mostr6 una incidencia
aumentada de cancer de mama como reaccion adversa.

Un planteamiento adicional, mas fisiolégico y, por lo tanto, mas prometedor es el apoyo de la regulacion del calcio v,
por lo tanto, del umbral mineral éseo natural del paciente que se va a tratar, tanto como prevencién o como terapia
de las enfermedades anteriores.

Existen muchos factores, los cuales estan involucrados en la regulacion del calcio y del umbral mineral éseo natural.
Los agentes que actuan en la homeostasis del calcio, por ejemplo, hormonas, tales como las hormonas calcitonina u
hormona paratiroidea y derivados sintéticos de estas. Sin embargo, las hormonas peptidicas de este tipo no se
pueden administrar por via oral, sino que necesitan que se administren por inyeccién o por un pulverizador nasal, y,
por lo tanto, no permiten una administracion facil de los farmacos al paciente que los necesita.

El factor mas importante en la regulacion del calcio en animales y seres humanos, incluido el umbral mineral 6seo
natural, involucra calcio, tipicamente en forma de una sal preferiblemente soluble o como Ca?*. Ademas de lo
anterior, el calcio representa un agente clave en la sefalizacion intracelular, la transmision del impulso nervioso y la
contraccion muscular (Cashman et al., Novartis Found Symp. 2007, 282:123-38, discussion 138-42, 212-8; and
Parfitt AM. Bone. 1987, 8 Suppl. 1: S1-8). La provision insuficiente de calcio al cuerpo humano o animal puede
provocar de este modo concentraciones que dan como resultado una produccion insuficiente de un minimo de masa
6sea y densidad 6sea necesarias. Por otro lado, sin una regulacién eficaz, el contenido de calcio en el cuerpo
humano o animal podria alcanzar concentraciones demasiado altas que interfieran en la sefnalizacion intracelular, en
la transmision del impulso nervioso y en la contraccion muscular, o que podrian provocar efectos secundarios
toxicos. Por lo tanto, en todos los animales de sangre caliente, un sistema de regulacién ajustado previene que el
cuerpo tenga concentraciones de calcio toxicas.

Un componente principal adicional de la regulacion del calcio en el umbral mineral 6seo natural es la vitamina D. La
vitamina D es un nutriente esencial para desarrollo 6seo 6ptimo tal como se ha visto en la prevencion y curacion del
raquitismo, donde derivados naturales y no naturales de metabolitos de vitamina D se conocen por ser utilizados. Sin
embargo, la vitamina D que existe de manera natural en forma de colecalciferol (vitamina Ds) o ergocalciferol
(vitamina D2) no es biolégicamente activa. Por consiguiente, la vitamina D que existe de manera natural no es capaz
de curar enfermedades éseas de desarrollo lento tales como osteoporosis, tal como se ha expuesto en una
conferencia de consenso (Osteoporosis Prevention, Diagnosis, and Therapy. NIH Consens Statement Online 2000
Marzo 27-29; 17(1): 1-36.). Esto se debe al hecho de que la vitamina D que existe de manera natural requiere dos
etapas de conversién para activarse, donde la segunda etapa se regula de manera ajustada. Segun una primera
etapa, después de la formacion en la piel o la absorcidn por ingestion, el colecalciferol (vitamina Ds) se convierte en
el higado de un hombre o animal en su forma de almacenamiento 25-hidroxivitamina D3 (también abreviada como
25(0OH)D3). Un almacenamiento de vitamina Dz completo protege a una persona durante 2 o 3 meses contra el
raquitismo. Sin embargo, la forma de almacenamiento aln no es biolégicamente activa, necesita activarse en una
segunda etapa a la forma activa de vitamina Ds, es decir, 1,25-dihidroxivitamina D3 (también abreviada como
1,25(0OH)2D3, calcitriol) por una enzima hepatica. La forma activa 1,25-dihidroxivitamina D3 activa entonces un
producto génico en el tejido sensible. En el intestino este es la calbidina, la proteina de unidn al calcio que es capaz
finalmente de absorber el calcio de la comida. Ademas, el metabolito activo asi formado 1,25-dihidroxivitamina D3
controla la absorcion de calcio en el tubo digestivo y su deposicién en y movilizacién desde el hueso.

No obstante, los mecanismos de control naturales de este tipo no provocan con mucha frecuencia una concentracion
suficiente del metabolito activo en el cuerpo humano o animal para prevenir las enfermedades 6seas de desarrollo
lento tales como osteoporosis, particularmente a edades avanzadas, o para prevenir enfermedades en animales,
tales como discondroplasia tibial en aves de corral.

Desde el primer descubrimiento del principio activo, varios planteamientos han empezado a proporcionar vitamina Ds
para su uso en medicina, ya que la vitamina D3 no esta presente de manera abundante en la nutricion, solo los
aceites marinos contienen cantidades sustanciales. La provisién de vitamina D3 o sus metabolitos, representa asi
una base esencial y también un aspecto desafiante en una terapia eficaz de cualquiera de las enfermedades
mencionadas anteriormente. Por ejemplo, el documento US 5.508.392 describe el uso de glucésidos de vitamina D3
sintética, glucdsidos de ortoéster de vitamina Ds, glucdsidos andlogos de vitamina Ds y glucésidos de ortoéster
analogos de vitamina D3 para el tratamiento de la osteoporosis.

Un inconveniente negativo de la administracién de vitamina D3 y sus analogos sintéticos es el margen terapéutico
particularmente estrecho para la medicacion y el riesgo de hipercalcemia, es decir, una alta concentracion anormal y
téxica de calcio en la sangre, que puede causar con el tiempo dafos graves en los tejidos blandos y rifiones. Puede
ser causada por intoxicacion con vitamina Ds (hipervitaminosis Ds) debido a las sobredosis en mas de 100 veces
(de) la cantidad diaria recomendada. En particular, se conoce un inconveniente esencial de este tipo para la 1,25-
dihidroxivitamina Ds, donde un pequefio margen para la medicacién se abre en el intervalo entre la dosis eficaz y la
dosis con la que comienzan los efectos secundarios toxicos, cuya tasa es de solo 2 a 5. Como ejemplo, un efecto
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adverso mensurable de altas dosis de 1,25-dihidroxivitamina D3 se ha observado en la produccion de aves de corral
que provoca aumento de peso extraordinariamente bajo. Sin embargo, a pesar del inconveniente mencionado
anteriormente, la vitamina D3 y sus analogos todavia parecen ser un compuesto atractivo para su uso en cualquiera
de las terapias anteriores.

No obstante, que una terapia sea adecuada depende también de otros factores, por ejemplo, en los costes de
preparar los compuestos activos utilizados en esta. El cuello de botella para una terapia rentable de las
enfermedades mencionadas anteriormente utilizando vitamina D3 o sus analogos es, en consecuencia, una provision
0 preparacion barata de metabolitos de vitamina D.

Segun una posibilidad, los metabolitos de vitamina D se pueden proporcionar por una sintesis estereoselectiva
quimica. Desafortunadamente, la sintesis estereoselectiva es tipicamente una labor intensiva y requiere de muchas
etapas de sintesis y purificacion para obtener formas enantioméricamente enriquecidas o incluso puras de una
vitamina D3 o sus metabolitos. Por consiguiente, la sintesis estereoselectiva de vitamina D es cara y no permite una
terapia rentable de cualquiera de las enfermedades mencionadas anteriormente en el presente escenario, incluso
aunque muchos medicamentos con vitamina D3 sintética se admiten y se prescriben con frecuencia. Ademas, la
1,25-dihidroxivitamina D3 producida sintéticamente, administrada a concentraciones altas, tiene el inconveniente
mencionado anteriormente de un margen terapéutico particularmente estrecho para la medicacion y conlleva el
riesgo de hipercalcemia. De este modo, se pueden preferir otras fuentes para proporcionar vitamina D3 o sus
metabolitos.

Aun asi, fue una sorpresa cuando se descubrié que los extractos de planta contienen metabolitos de vitamina D en
grandes cantidades. Las plantas de este tipo incluyen, por ejemplo, especies de la familia Solanacea (hierbas
solanéceas), particularmente Solanum glaucophyllum (también denominada Solanum malacoxylon o Solanum
glaucum), Solanum torvum, Solanum esuriale, Solanum verbascifolium, Cestrum diurnum, etc., la especie
Nierembergia veichtii, y las especies de la familia Gramineae, particularmente Trisetum flavescens, etc. Una
investigacion intensiva en las Ultimas décadas ha revelado ademas que las hojas de las tomateras (Lycopersicon
esculentum de la familia Solanacea) muestran una cierta cantidad de vitamina D3 en forma de glucésidos de
25(0OH)Ds y 1,25(OH)2Ds (Prema y Rhagamulu, 1996, Phytochem. 42(3), 617-620). De manera similar, las plantas de
la patata (Solanum tuberosum), las plantas de la berenjena (Solanum melongena) y las plantas del calabacin
(Cucurbita pepo L. subsp. pepo convar. giromontina) (véase, por ejemplo, Aburjaj et al. 1998, Phytochem. 46(6),
1005-1018) al igual que la Nicotiana glauca (tabaco moruno de la familia Solanaceae) (Skliar et al., 2000, Plant
Science 156, 193-199) han mostrado una considerable cantidad de vitamina D. De este modo, potencialmente
existen plantas que pueden servir como base para proporcionar vitamina D o sus metabolitos.

La base de este descubrimiento fue la aparicion de efectos beneficiosos después de alimentar a animales con hojas
u otras partes de estas plantas. Se han publicado varios de estos efectos beneficiosos de hojas secas de plantas
calcinogénicas de este tipo (véase, por ejemplo, Boland et al., Plant Science 00, 1-13 (2003)). También, algunas
aplicaciones han descrito el uso de extractos a partir de estas plantas. Por ejemplo, el documento US 5,776,461
describe composiciones cosméticas que contienen fitovitamina D, particularmente composiciones naturales para el
cuidado de la piel que contienen compuestos de vitamina D hidroxilados seleccionados o sus glucésidos, que
derivan de fuentes vegetales (fitovitaminas D).

Una planta con las mayores concentraciones de vitamina D resulté ser la Solanum glaucophyllum. En particular, se
ha descubierto que Solanum glaucophyllum, anteriormente conocida como Solanum malacoxylon, contiene vitamina
D. En partes de la especie Solanum glaucophyllum, el componente activo se identific6 como el metabolito de
vitamina D3 1,25-dihidroxivitamina D3 (véase, por ejemplo, De Vernejoul et al., La Nouvelle Presse medicale, 7, 22,
1941-43 (1978)).

Mientras existe bibliografia extensa sobre los componentes activos de la vitamina D en Solanum glaucophyllum, se
conoce muy poco sobre otros componentes de la planta. Solamente una publicacién describe la presencia del
alcaloide solasodina en la planta (véase Jain and Sahoo, Pharmazie (1986) 41:820-821) y una publicacién describe
la presencia de compuestos fenodlicos, sin embargo, no ofrece porciones cuantitativas de estos compuestos
(Rappapport et al., Phytochemistry (1977) 16:1115-6). Aparte de su principal componente, 1,25-dihidroxivitamina Ds,
se ha encontrado en Solanum glaucophyllum una serie de glucoésidos fendlicos por extraccién con butanol de la
planta incluidos hidroquinona, kaempferol y quercetina y los siguientes glucésidos conocidos arbutina, O-
metilarbutina, isoquercetina, avicularina, rutina, kaempferol-3-O-rutinésido e isorhamenetina-3-O-rutinésido. Un
nuevo triésido de quercetina, el compuesto 3-O-[2G-b-D-apiosillrutinédsido de quercetina se ha encontrado también
en Solanum glaucophyllum. Muchos de estos compuestos fendlicos son constituyentes de todas las plantas y no se
ofrecid el contenido cuantitativo en la publicacién de Rappaport et al. (1977, supra). Ademas, los flavonoides, una
subclase de fenoles vegetales, tipicamente se tratan como antioxidantes, mientras que no se ha mostrado o tratado
una actividad positiva en la formacion 6sea. Asimismo, solo se ha descrito un efecto en las células 6seas para
flavonoles (la subclase fendlica vegetal) (quercetina y kaempferol). Por ejemplo, experimentos in vitro recientes
indican una inhibicién de formacién de osteoclastos y diferenciacion de células precursoras osteoclasticas por
quercetina y rutina. Yamaguchi encontr6é un potente efecto inhibidor en la osteoclastogénesis y en la resorcion 6sea
en vez de en la formacion ésea in vitro por quercetina y kaempferol (Yamaguchi et al., Mol Cell Biochem. 2007 Jun
1). A nivel genémico, la quercetina y sus glucurénidos fomentan un aumento del nivel de ARNm de la sialoproteina
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osea (Kim et al., J Cell Biochem. 2007 Jun 1). Otros estudios in vitro en células de la linea osteoclastica confirmaron
un efector inhibidor en la diferenciacion de osteocastos, una etapa determinante en la resorcién 6sea, pero no
mostré un efecto positivo en la formacion 6sea (Wattel et al., J Cell Biochem. 2004 Mayo 15; 92(2):285-95).

En un nivel superior, experimentos en cultivos de 6rganos osiculos (Sziklai and Ribari, Acta Otolaryngol. 1995
Mar;115(2):296-9) y en células osteoblasticas de calvaria de rata (Yang et al., Zhong Yao Cai. 2006 May;29(5):467-
70) también mostraron un efecto inhibidor de quercetina en células osteoblasticas. Ademas, en dos estudios con
animales intactos, la quercetina fue eficaz en el metabolismo mineral 6seo, fuerza biomecanica y estructura 6sea en
ratas diabéticas inducidas con estreptozocina (Kanter et al., Cell Biochem Funct. 2007 Enero 31) y rutina en
osteopenia inducida con ovariectomia en ratas (Horcajada-Molteni et al., J Bone Miner Res. 2000 Nov;15(11):2251-
8. Comment in: J Bone Miner Res. 2001 May;16(5):970-1). No obstante, incluso si se ha determinado que estos
compuestos suceden en plantas de Solanum glaucophyllum, la técnica anterior solo trata la vitamina D como
principio activo Unico en el tratamiento de enfermedades tal como se mencioné anteriormente.

En el momento del descubrimiento del alto contenido del metabolito de vitamina D 1,25-dihidroxivitamina D3 en
Solanum glaucophyllum, se ha especulado si la planta se puede utilizar para tratar enfermedades 6seas en hombres
y animales, y la actividad biologica del extracto se ha explorado en animales de laboratorio. Los experimentos de
este tipo utilizaron animales depletados de vitamina D para probar la actividad de la vitamina D (véase, por ejemplo,
De Vernejoul et al., (1978), supra). Azcona (Azcona et al., Zootechnica Intern. Febrero 1982 p. 12-13). Morris (Morris
KML, The Veterinary Record, 101, 502-504 (1977)) descubri6 una mayor resistencia de la cascara de huevo
después de alimentacion con hojas secas de Solanum glaucophyllum. Norrdin (Norrdin et al., Calcified Tissue
International (1979) 28(1):239-243) not6 una masa dsea y una resistencia a la rotura mayores en huesos de pollos
después de la aplicacion de hojas secas de la misma planta. Un extracto de hoja acuoso mostr6 ademas una
actividad de vitamina D mayor después de incubacion con fluidos digestivos de bovinos y ovejas (Mello y
Habermehl, Dtsch Tierarztl Wochenschr. 1992 Sep;99(9):371-6). Del documento WO 85/05110 se conoce también
que los extractos de las hojas de las plantas sudamericanas de Solanum glaucophyllum contienen 1,25-
dihidroxivitamina Ds y un principio soluble en agua que es diferente de la 1,25-dihidroxivitamina Ds y que, después
de tratamiento con fluidos digestivos, produce 1,25-dihidroxivitamina Dz mas un carbohidrato soluble en agua. En
dicha técnica anterior, se expone ademas que el extracto soluble en agua de Solanum glaucophyllum tiene una
actividad biologica que es similar a la de la 1,25-dihidroxivitamina Ds. A partir de la memoria descriptiva de la patente
australiana AT 398 372 B que se publicé aproximadamente 9 afios después del documento WO 85/05110, se puede
ver que las hojas secas de Solanum glaucophyllum tienen en efecto la actividad supuesta, pero también el
inconveniente conocido mencionado anteriormente de alta toxicidad. Mas tarde, Cheng et al. (2004) (Cheng et al.,
Poult Sci. 2004 Mar;83(3):406-13.) descubrieron utilizacion de fésforo mejorada en pollos de engorde cuando se
alimentaron con hojas de Solanum glaucophyllum. Ademas, Foote et al. (2004) (Foote et al., J Anim Sci. 2004
Jan;82(1):242-9) descubrieron que la vitamina D y sus metabolitos obtenidos de plantas que contienen metabolitos
de este tipo pueden mejorar la ternura de la carne cuando se alimentan antes del sacrificio. Sin embargo, todos
estos intentos comparten el inconveniente conocido mencionado anteriormente de alta toxicidad.

Ademas, se dieron hojas secas de las plantas a pacientes que padecian hipertiroidismo e insuficiencia renal hasta
durante 7 dias. Se observ6 un efecto normalizador en calcio en plasma (véase, por ejemplo, Mautalen et al., Calcif
Tissue Res. 1977 May;22 Suppl:534-7.; y Herrath et al., Vitamin D, Chemical and Clinical Aspects related to Calcium
Metabolism. Pp. 703-708. W. de Gruyter, Berlin, Alemania, 1977). En este caso, es particularmente limitativa la
aplicaciéon de un extracto de planta no purificado de actividad desconocida, que contiene tipicamente alcaloides
toxicos.

Adicionalmente, fue comun a todos estos ensayos que el material utilizado no se caracteriz6 y no se midié ningin
componente activo en todos los experimentos. Ademas, no se describieron otros efectos similares a la vitamina D
para Solanum glaucophyllum.

Por otro lado, se han publicado varios documentos académicos sobre intentos para analizar el principio activo de
Solanum glaucophyllum y para preparar extractos de plantas. Por ejemplo, Peterlik y Wasserman (1975) (véase
Peterlik y Wasserman, FEBS Letters (1975) 56:16-19) extrajeron hojas secas con mezclas de cloroformo/metanol,
mientras Mello y Habermehl (1998) extrajeron material vegetal seco con agua caliente (véase Mello y Habermehl,
Dtsch Tierarztl Wochenschr. 1998 Enero;105(1):25-9). Se realiz6 una purificacién adicional por cromatografia en
Sephadex G15 y Sephadex LH20 (véase Vidal et al., Turrialba (1985) 35:65-70) o por cromatografia de HPLC de
preparacién en columnas con silice y silice modificado con C18 como fases estacionarias (Skliar et al., J Steroid
Biochem Mol Biol. 1992 Dec;43(7):677-82).

La publicacién de von Rosenberg S. J., 2006 (Rosenberg S. J., 2006, PhD-thesis, Ludwigs-Maximilians-University,
Munich, Alemania) y la subsecuente publicaciéon de von Rosenberg S. J. et al. 2007, (Rosenberg S. J. et al., The
Journal of Steroid Biochemistry and Molecular Biology, Volumen 103, Ediciones 3-5, Marzo 2007, Paginas 596-600)
describen ademas extractos de plantas de Solanum glaucophyllum y Trisetum flavescens para su uso como
suplemento alimenticio o para terapia en seres humanos, particularmente en osteoporosis. Los extractos de plantas
descritos en este documento fueron proporcionados por Herbonis AG, Basilea, Suiza, y se han preparado por
extraccion acuosa de plantas secas utilizando cromatografia liquida de alta resolucion (HPLC) con Sephadex como
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material base. El extracto Unicamente contuvo el metabolito activo de vitamina D 1,25-dihidroxivitamina D3z como
principio activo.

Incluso si se han publicado algunos métodos de extraccion de laboratorio mientras tanto, ninguna de las
publicaciones anteriores describe también un método para extraer y/o purificar un extracto de planta que contiene
compuestos de vitamina D con un rendimiento suficientemente alto, es decir, aplicable industrialmente. Los métodos
utilizados son practicos para encontrar el principio activo 1,25-dihidroxivitamina D3, pero no se ha hecho ningin
intento para optimizar el rendimiento y minimizar la toxicidad de los subproductos. Se realizaron extracciones con
agua pura o composiciones acuosas para separar la 1,25-dihidroxivitamina D3 libre de la forma ligada, o, se utilizd
cloroformo, un disolvente toxico por si mismo, para aislar la 1,25-dihidroxivitamina Ds libre de los componentes
solubles en agua. Para la purificacion del principio activo 1,25-dihidroxivitamina D, se han descrito varios métodos
utilizando cromatografia en columna con material silicico o geles de Sephadex, pero los métodos de este tipo no son
factibles para la produccién de cantidades mayores de extractos. Particularmente, la cromatografia sobre material
silicico ofrece rendimientos bajos de metabolitos de vitamina D y no permite asi la produccién de extractos de
plantas que contienen vitamina D a escala industrial, mostrando una cantidad considerable de vitamina D. Ademas,
ninguna de las aplicaciones anteriores consiguid proporcionar un extracto de planta que superara al menos en parte
el inconveniente anterior de alta toxicidad cuando se administra en altas concentraciones.

Por consiguiente, es un objeto de la presente invencion superar las desventajas anteriores y proporcionar un
extracto de Solanum glaucophyllum con una tolerancia mejorada que es obtenible en grandes cantidades de una
manera rentable, particularmente un extracto que no muestre las restricciones anteriores debido a la toxicidad de la
vitamina D a altas concentraciones.

La presente invencion proporciona una solucién para el objeto subyacente tal como se muestra a continuacion y por
las reivindicaciones anejas.

Segun la invencion, esta necesidad urgente se satisface por un método innovador para producir un extracto de
planta enriquecido (y equilibrado) a partir de Solanum glaucophyllum, que contiene tanto glucésidos de 1,25-
dihidroxivitamina Ds como flavonoles, particularmente glucésidos de quercetina, en un rendimiento suficientemente
alto y por un método, que es aplicable a escala industrial.

Los autores de la presente invenciéon descubrieron sorprendentemente que los extractos de plantas de Solanum
glaucophyllum muestran un contenido enriquecido tanto de glucésidos de 1,25-dihidroxivitamina D3 como de
flavonoles, particularmente glucésidos de quercetina, que no muestran el inconveniente anterior de alta toxicidad, es
decir, metabolitos de vitamina D que se pueden administrar en concentraciones mucho mas altas que las mostradas
en la técnica sin el riesgo de hipercalcemia. Adicionalmente, los extractos de plantas enriquecidos de este tipo
permiten también la administracion de concentraciones mas bajas tanto de glucdsidos de 1,25-dihidroxivitamina D3
como de flavonoles, particularmente glucésidos de quercetina, que aun provocan un efecto mensurable y bueno. En
otras palabras, los autores de la presente invencidn descubrieron sorprendentemente que un alto contenido tanto en
glucésidos de 1,25-dihidroxivitamina Ds como de flavonoles, particularmente glucésidos de quercetina, en extractos
de plantas derivados de Solanum glaucophyllum, a diferencia de los extractos conocidos en la técnica que contienen
solo un alto contenido de compuestos de vitamina Ds, es capaz de abrir de manera significativa el estrecho margen
terapéutico para la medicacién utilizando metabolitos de vitamina D. Sin embargo, no existe una divulgacién en la
técnica que permita la preparacion de un extracto de planta enriquecido de este tipo o un extracto de planta que
muestre propiedades de este tipo.

Método para preparar y purificar un extracto de planta enriquecido a partir de Solanum glaucophyllum:

Un método para preparar y purificar un extracto de planta enriquecido (y equilibrado) a partir de Solanum
glaucophyllum que tiene un contenido enriquecido de glucédsidos de 1,25-dihidroxivitamina D3 y flavonoles,
especificamente glucosidos de quercetina, se proporciona en este documento, el método preferiblemente
comprende las siguientes etapas:

a) extraer plantas o partes de estas a partir de la especie de Solanum glaucophyllum utilizando un disolvente basado
en alcohol; y

b) purificar el extracto obtenido segun la etapa a), preferiblemente utilizando las etapas:

b1) aplicar el extracto de planta obtenido segun la etapa a) a una columna que comprende una resina polimérica no
idnica;

b2) opcionalmente lavar la columna con agua y/o un disolvente basado en alcohol como se define en este
documento;

b3) eluir el extracto de planta enriquecido de la columna;y

b4) opcionalmente concentrar y/o secar el extracto de planta enriquecido.
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Segun la etapa de extraccion a) del método para preparar y purificar un extracto de planta enriquecido a partir de
Solanum glaucophyllum, se extraen plantas o partes de estas a partir de la especie Solanum glaucophyllum
utilizando un disolvente basado en alcohol, que es superior a los métodos de la técnica mencionados anteriormente,
que es aplicable a escala industrial. En contraste, los métodos publicados solo se centran en tareas analiticas y no
son factibles a escala industrial. Ademas, los métodos de este tipo solo estan disefiados para obtener componentes
activos de vitamina D3 puros. Adicionalmente, los métodos de este tipo no son, en parte, adecuados para uso
humano o veterinario debido a la toxicidad de los disolventes utilizados en estos. Como ejemplo, los métodos de
extracciéon para Solanum glaucophyllum publicados en la técnica basados en el uso de cloroformo-metanol se
describen como los mas eficaces, pero no son utilizables para volumenes mayores e implican reactivos toxicos.
Ademas, los métodos de extraccion publicados que implican solo agua dan como resultado una actividad de
vitamina D inferior. Segun los propios hallazgos del solicitante, un disolvente basado en alcohol sorprendentemente
resultd proporcionar los mejores resultados. Por lo tanto, un disolvente basado en alcohol adecuado para la etapa de
extracciéon a) del método de la invencion para preparar y purificar preferiblemente se selecciona de entre el grupo
que consiste en una mezcla de agua y un alcohol, o un alcohol solo, donde el alcohol preferiblemente se selecciona
de entre metanol, etanol o isopropanol, mas preferiblemente de entre etanol o metanol. La extraccién de plantas o
partes de estas a partir de la especie Solanum glaucophyllum segln la etapa de extraccién a) del método de la
invencion utilizando otros disolventes adecuados y utilizados ampliamente (por ejemplo, agua) se incluye también en
este documento, incluso aunque sea menos favorable para obtener la composicion 6ptima de extracto de planta.
Incluso mas preferiblemente, el disolvente de la etapa a) del método para preparar y purificar un extracto de planta a
partir de Solanum glaucophyllum se selecciona de entre una mezcla de etanol/agua que tiene una relacion (%) de
aproximadamente 100/0 a aproximadamente 0/100 de etanol/agua (v/v), por ejemplo, se puede seleccionar de entre
una mezcla de etanol/agua que tiene una relacién (%) de aproximadamente 100/0 de etanol/agua (v/v),
aproximadamente 95/5 de etanol/agua (v/v), aproximadamente 90/10 de etanol/agua (v/v), aproximadamente 85/15
de etanol/agua (v/v), aproximadamente 80/20 de etanol/agua (v/v), aproximadamente 75/25 de etanol/agua (v/v),
aproximadamente 70/30 de etanol/agua (v/v), aproximadamente 65/35 de etanol/agua (v/v), aproximadamente 60/40
de etanol/agua (v/v), aproximadamente 55/45 de etanol/agua (v/v), aproximadamente 50/50 de etanol/agua (v/v),
aproximadamente 45/55 de etanol/agua (v/v), aproximadamente 40/60 de etanol/agua (v/v), aproximadamente 35/65
de etanol/agua (v/v), aproximadamente 30/70 de etanol/agua (v/v), aproximadamente 25/75 de etanol/agua (v/v),
aproximadamente 20/80 de etanol/agua (v/v), aproximadamente 15/85 de etanol/agua (v/v), aproximadamente 10/90
de etanol/agua (v/v), aproximadamente 5/95 de etanol/agua (v/v), o aproximadamente 0/100 de etanol/agua (v/v), o
se puede seleccionar de una regién formada por dos de cualquiera de los valores especificos mencionados
anteriormente. Se ha encontrado que las mezclas de este tipo son superiores en la tarea de la invencion para
obtener el rendimiento maximo de ambos componentes deseables del extracto de planta enriquecido de la
invencion, es decir, tanto glucésidos de 1,25-dihidroxivitamina Ds como flavonoles, particularmente glucésidos de
quercetina. El disolvente de la etapa de extraccion a) del método de la invencion para preparar y purificar un extracto
de planta enriquecido a partir de Solanum glaucophyllum se selecciona de entre una mezcla de etanol/agua que
tiene una relacion (%) de aproximadamente 80/20 a aproximadamente 50/50 y/o aproximadamente 35/65 a
aproximadamente 20/80 de etanol/agua (v/v).

Descrito de manera alternativa, el disolvente de la etapa de extraccién a) del método para preparar y purificar un
extracto de planta enriquecido a partir de Solanum glaucophyllum se puede seleccionar de entre una mezcla de
metanol/agua que tiene una relacién de metanol/agua como la descrita anteriormente para la mezcla de etanol/agua.
Mas preferiblemente, la relacion de metanol/agua se puede seleccionar de entre una relacién (%) de
aproximadamente 90/10 a aproximadamente 25/75 de metanol/agua (v/v), por ejemplo, se puede seleccionar de
entre una mezcla de metanol/agua que tiene una relacién (%) de aproximadamente 90/10 de metanol/agua (v/v),
aproximadamente 85/15 de metanol/agua (v/v), aproximadamente 80/20 de metanol/agua (v/v), aproximadamente
75/25 de metanol/agua (v/v), aproximadamente 70/30 de metanol/agua (v/v), aproximadamente 65/35 de
metanol/agua (v/v), aproximadamente 60/40 de metanol/agua (v/v), aproximadamente 55/45 de metanol/agua (v/v),
aproximadamente 50/50 de metanol/agua (v/v), aproximadamente 45/55 de metanol/agua (v/v), aproximadamente
40/60 de metanol/agua (v/v), aproximadamente 35/65 de metanol/agua (v/v), aproximadamente 30/70 de
metanol/agua (v/v), o aproximadamente 25/75 de metanol/agua (v/v), o se puede seleccionar de una regién formada
por dos de cualquiera de los valores especificos mencionados anteriormente, en particular aproximadamente 90/10
a aproximadamente 60/40 y/o aproximadamente 40/60 a aproximadamente 25/75 de metanol/agua (v/v).

Segun otra alternativa descrita, el disolvente de la etapa de extraccion a) del método para preparar y purificar un
extracto de planta enriquecido a partir de Solanum glaucophyllum se puede seleccionar de entre una mezcla de
isopropanol/agua que tiene una relacion isopropanol/agua como la descrita anteriormente para la mezcla de
etanol/agua o la mezcla de metanol/agua.

La concentracién de las plantas (secas) o partes de estas a partir de la especie Solanum glaucophyllum en el
disolvente basado en alcohol tal como se definié anteriormente puede requerir una relacion especifica del disolvente
utilizado frente a (la cantidad total de) las plantas (secas) o partes de estas (farmacos) en el disolvente, es decir, la
relacién disolvente/farmaco (%), que es preferiblemente aproximadamente 4-40 (v/p), mas preferiblemente
aproximadamente 4-30 (v/p) o aproximadamente 4-15 (v/p), o incluso mas preferiblemente puede depender del
método de extraccién utilizado, por ejemplo, aproximadamente 7-12 u 8-10 (v/p), mas preferiblemente
aproximadamente 9 (v/p), por ejemplo, para extracciones de tipo percolacion, alternativamente aproximadamente 3-
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7 0 4-6 (v/p), mas preferiblemente aproximadamente 5 (v/p), por ejemplo, para extracciones de tipo maceracién. En
este contexto, las extracciones de tipo percolacion y las extracciones de tipo maceracién se contemplan como
alternativas equivalentes para la etapa de extraccién a) del presente método de la invencion.

El disolvente segun la etapa de extraccién a) del método de la invencién para preparar y purificar un extracto de
planta enriquecido a partir de Solanum glaucophyllum puede contener ademas aditivos. Los aditivos de este tipo se
pueden anadir para mejorar la calidad del extracto obtenido. En general, los aditivos de este tipo pueden estar
contenidos en el disolvente segun la etapa a) del método de la invencidn para preparar y purificar en una
concentracién adecuada para la finalidad pretendida, que se puede determinar por un experto segun los requisitos
especificos de la etapa de extraccién. Tipicamente, los aditivos de este tipo se seleccionan de entre una
concentracién de este tipo, de modo que la extraccion segun la etapa a) no se altere por estos compuestos, sino que
permita la estabilizacion adicional y/o efecto antioxidante protector, etc. Los aditivos en el contexto de la presente
invencion pueden incluir, por ejemplo, antioxidantes, tales como, por ejemplo, acido ascorbico, preferiblemente en
una concentracién de aproximadamente un 0,01% (p/v) a aproximadamente un 2% (p/v), preferiblemente en una
concentracion de aproximadamente un 0,05% (p/v) a aproximadamente un 1% (p/v), y de manera mas preferida en
una concentracién de aproximadamente un 0,05% (p/v) a aproximadamente un 0,5% (p/v), o tocoferol o
antioxidantes del tipo gallert (E310, E211 o E312), preferiblemente en una concentracion de aproximadamente un
0,02 a aproximadamente un 1% (p/v), mas preferiblemente en una concentracion de aproximadamente un 0,05%
(p/v) a aproximadamente un 0,25% (p/v), etc. Los aditivos pueden comprender ademas &cidos adecuados,
preferiblemente, acidos organicos, mas preferiblemente acidos derivados de plantas o acidos que existen en plantas,
incluidos, por ejemplo, acido acético, acido sulfurico, acido citrico, etc. preferiblemente en una concentracion de
aproximadamente un 0,05% (p/v) a aproximadamente un 1% (p/v), incluso mas preferiblemente en una
concentracién de aproximadamente un 0,1% (p/v) a aproximadamente un 0,5% (p/v). Cualquier % (p/v) se determina
con respecto al volumen entero del disolvente utilizado en la extraccion segun la etapa a). La adicién de acidos de
este tipo es preferible para reducir reacciones de pardeamiento durante la extraccion y las etapas subsecuentes. Por
consiguiente, el valor de pH se puede ajustar durante la extraccion segun la etapa de extraccion a) del método de la
invencion, a un valor de pH especifico de aproximadamente 4,0 a aproximadamente 8,0, mas preferiblemente a un
valor de pH especifico de aproximadamente 5,5 a aproximadamente 6,5. El ajuste del valor del pH se puede llevar a
cabo por adiciéon de una cantidad adecuada de un acido adecuado, por ejemplo, como se definié anteriormente, o, si
es necesario, por una cantidad adecuada de una base adecuada, por ejemplo, hidréxido de sodio, hidréxido de
potasio, etc.

La extraccién segun la etapa a) del método de la invencion para preparar y purificar un extracto de planta
enriquecido a partir de Solanum glaucophyllum puede comprender la etapa de molido, percolacidon y/o maceracion
de las plantas o partes a partir de la especie Solanum glaucophyllum, por ejemplo, hojas. El molido, percolacién y/o
maceracion se pueden llevar a cabo tanto en un proceso continuo como en un proceso discontinuo.

La etapa de extraccion a) del método de la invencidn para preparar y purificar un extracto de planta enriquecido a
partir de Solanum glaucophyllum se puede llevar a cabo en un intervalo de temperatura de una temperatura
ambiente a aproximadamente 85°C, por ejemplo, aproximadamente 20 o 30°C a aproximadamente 85°C, mas
preferiblemente en un intervalo de temperatura de aproximadamente 30°C a aproximadamente 70°C, y de manera
mas preferida en un intervalo de temperatura de aproximadamente 40°C a aproximadamente 60°C, particularmente
a una temperatura de aproximadamente 40°C, aproximadamente 45°C, aproximadamente 50°C, aproximadamente
55°C, o aproximadamente 60°C, o en un intervalo formado por cualquiera de los valores mencionados
anteriormente.

La extraccién segun la etapa a) del método de la invencion para preparar y purificar un extracto de planta
enriquecido a partir de Solanum glaucophyllum se puede repetir al menos una vez, preferiblemente 1-2 veces, 1-3
veces, 1-5 veces 0 mas, preferiblemente con aproximadamente 1 a aproximadamente 5,1 a4,1a3,1a2o0 1
volumen (es) (de lecho) del mismo disolvente basado en alcohol utilizado para extraccion, para aumentar el
rendimiento de los componentes activos que se van a extraer. Los disolventes se pueden combinar entonces
después de la extraccion. Una eleccion adecuada puede depender del método de extraccion utilizado, por ejemplo,
una extraccion de tipo maceracion o percolacién. Cuando se utiliza maceracion como método de extraccion, la etapa
de extraccion a) preferiblemente se repite 1-2 veces con aproximadamente 2 a aproximadamente 5 volumenes (de
lecho) del mismo disolvente basado en alcohol tal como se utiliza en la primera extraccion segun la etapa de
extraccion a). Se observara en este contexto, que, sorprendentemente, los autores de la invenciéon encontraron que
no es necesario el molido de las plantas o partes de estas para obtener un buen rendimiento durante la extraccion
segun la etapa a).

Alternativamente o adicionalmente, la extraccion segun la etapa a) del método de la invencidén para preparar y
purificar un extracto de planta enriquecido a partir de Solanum glaucophyllum se puede llevar a cabo en un intervalo
de tiempo especifico, donde el intervalo de tiempo, es decir, el tiempo de extraccion, puede variar de
aproximadamente 1 a aproximadamente 48, 24 o aproximadamente 10 horas, preferiblemente de aproximadamente
6 a aproximadamente 48 horas, mas preferiblemente aproximadamente 24 horas.

El extracto de planta obtenido segun la etapa de extraccién a) se puede filtrar. La filtracion se puede llevar a cabo
utilizando los métodos conocidos en la técnica. La filtracion puede suceder, por ejemplo, por bombeo del disolvente
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a través de una abertura de malla de 40 a 60 um, preferiblemente 50 um. El extracto obtenido segun la etapa de
extraccion a) se puede filtrar de manera continua, después de cada etapa de extraccién o al final de todas las etapas
de extraccion segun la etapa de extraccion a).

El extracto obtenido segun la etapa de extraccién a) del método de la invencién para preparar y purificar un extracto
de planta a partir de Solanum glaucophyllum se puede concentrar (antes, o subsecuente a la filtracion) y/o secar
utilizando un método adecuado. En general, se pretende que la concentracién y/o secado en el contexto de la etapa
de extraccion a) al igual que en la presente invencion signifique cualquier reduccion de humedad o liquido del
extracto de planta, por ejemplo, después de percolacion o maceracion de las plantas o partes de estas a partir de la
especie Solanum glaucophyllum segun la etapa a). Una reduccién de este tipo de la humedad o liquido del extracto
de la planta, obtenido, por ejemplo, durante la etapa de extraccién a), se puede llevar a cabo al concentrar el
extracto, preferiblemente utilizando medios y métodos de concentracion y/o secado tradicionales, mas
preferiblemente utilizando métodos que permiten reducir cuidadosamente la humedad o liquido del extracto de
planta enriquecido sin descomponer sus constituyentes principales, particularmente los glucoésidos de 1,25-
dihidroxivitamina D3 y flavonoles, particularmente los glucésidos de quercetina. Los métodos para la concentracion
(y/o secado) pueden incluir, sin limitarse a lo siguiente, por ejemplo, evaporacion, por ejemplo, evaporacién al vacio,
o destilacion de los disolventes utilizando temperaturas estables. Los métodos de secado pueden utilizar un extracto
ya concentrado, pero también pueden comenzar directamente a partir de un extracto de planta obtenido después de
la extraccion (y/o purificacion). Los métodos de secado de este tipo pueden incluir, sin limitarse a lo siguiente, por
ejemplo, secado por atomizacion, secado por banda, liofilizacién, etc., particularmente, cuando el extracto de planta
(intermediario) se va a secar hasta un contenido de o cerca de un 100% de materia no volatil.

Preferiblemente, durante la concentracion o secado del extracto de planta seglin la etapa de extraccion a), los
disolventes organicos se retiran primero, entonces se retira el agua hasta que se obtiene una disolucién que
contiene un contenido especifico (%) de agua y un contenido especifico (%) de materia no volatil. Como ejemplo, el
extracto de planta obtenido segun la etapa de extraccién a) se puede concentrar o secar hasta que el extracto de
planta contenga un contenido de aproximadamente un 90-80% de agua y aproximadamente un 10-20% de materia
no volatil, un contenido de aproximadamente un 85-75% de agua y aproximadamente un 15-25% de materia no
volatil, un contenido de aproximadamente un 80-70% de agua y aproximadamente un 20-30% de materia no volatil,
un contenido de aproximadamente 75-65% de agua y aproximadamente un 25-35% de materia no volatil, un
contenido de aproximadamente un 70-60% de agua y aproximadamente un 30-40% de materia no volatil, un
contenido de aproximadamente un 65-55% de agua y aproximadamente un 35-45% de materia no volatil, un
contenido de aproximadamente un 60-50% de agua y aproximadamente un 40-50% de materia no volatil, un
contenido de aproximadamente un 55-45% de agua y aproximadamente un 45-55% de materia no volatil, un
contenido de aproximadamente un 50-40% de agua y aproximadamente un 50-60% de materia no volatil, un
contenido de aproximadamente un 45-35% de agua y aproximadamente un 55-65% de materia no volatil, un
contenido de aproximadamente un 40-30% de agua y aproximadamente un 60-70% de materia no volatil, un
contenido de aproximadamente un 35-25% de agua y aproximadamente un 65-75% de materia no volatil, un
contenido de aproximadamente un 30-20% de agua y aproximadamente un 70-80% de materia no volatil, un
contenido de aproximadamente un 25-10% de agua y aproximadamente un 75-85% de materia no volatil, un
contenido de aproximadamente un 20-15% de agua y aproximadamente un 80-90% de materia no volatil, un
contenido de aproximadamente un 15-5% de agua y aproximadamente un 85-95% de materia no volatil, un
contenido de aproximadamente un 10-0% de agua y aproximadamente un 90-100% de materia no volatil,
preferiblemente un contenido de aproximadamente un 85-75% de agua y aproximadamente un 15-25% de materia
no volatil, un contenido de aproximadamente un 80-70% de agua y aproximadamente un 20-30% de materia no
volatil, un contenido de aproximadamente un 75-65% de agua y aproximadamente un 25-35% de materia no volatil,
un contenido de aproximadamente un 70-60% de agua y aproximadamente un 30-40% de materia no volatil, un
contenido de aproximadamente un 65-55% de agua y aproximadamente un 35-45% de materia no volatil, y de
manera mas preferida un contenido de aproximadamente un 75-65% de agua y aproximadamente un 25-35% de
materia no volatil, cada uno determinada en base al peso total del extracto de planta antes de la concentracién o
secado, por ejemplo, tal como se obtiene directamente después de extraccion de tipo percolacion o maceracion. Una
concentracién y/o secado de este tipo hasta un contenido especifico de materia no volatil permite igualar las
diferentes concentraciones de principios activos a una concentracion especifica del extracto de planta obtenido
segun la etapa de extraccién a), que se puede obtener utilizando diferentes volimenes del (de los) disolvente(s)
(alternativo/s) anterior(es) para extraccion, por ejemplo, cuando se repite la extraccion segun la etapa a). La
concentracién y/o secado del extracto de planta obtenido seguin la etapa a) hasta un contenido de aproximadamente
un 100% de materia no volatil permite adicionalmente almacenar el extracto hasta su uso para una etapa del
proceso posterior con un minimo de espacio requerido.

Finalmente, el extracto de planta obtenido segun la etapa a) se puede someter a un tratamiento con
calor/temperatura alta para aumentar la vida util en depésito del extracto, preferiblemente para permitir un
almacenamiento (mayor) del extracto. Una etapa de este tipo puede suceder antes o subsecuente a la concentracién
y/o secado del extracto de planta obtenido segun la etapa a). El tratamiento con calor/temperatura alta se puede
llevar a cabo utilizando los métodos conocidos en la técnica. Mas preferiblemente, el tratamiento con
calor/temperatura alta se lleva a cabo en condiciones suaves, preferiblemente entre aproximadamente 100°C a
aproximadamente 145°C, por ejemplo, a un minimo de aproximadamente 100°C, preferiblemente durante
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aproximadamente de 30 a 40 segundos, 0 a un maximo de aproximadamente 145°C, preferiblemente durante
aproximadamente de 2 a 10 segundos, o a cualquier valor intermedio, por ejemplo, aproximadamente 105°C, 110°C,
115°C, 120°C, 125°C, 130°C, 135°C, o aproximadamente 140°C.

Segun una realizacion particularmente preferida, la etapa de extraccion a) del método de la invencidn para preparar
y purificar un extracto de planta enriquecido a partir de Solanum glaucophyllum se puede llevar a cabo a escala de
laboratorio o a escala industrial, donde las condiciones de laboratorio tal como se definen en este documento se
puede transferir también a escala industrial.

Si se lleva a cabo a escala de laboratorio, la etapa de extraccion a) del método de la invencién para preparar y
purificar comienza tipicamente, sin limitarse a lo siguiente, con una cantidad de plantas o partes a partir de la
especie Solanum glaucophyllum en un intervalo de aproximadamente 0,5 g a aproximadamente 1000 g, mas
preferiblemente en un intervalo de aproximadamente 1 g a aproximadamente 100 g, y de manera mas preferida de
aproximadamente 1 g a aproximadamente 10 g, donde las hojas se pueden moler, percolar o macerar en el
disolvente basado en alcohol. El disolvente basado en alcohol es tal como se definié anteriormente.

Ademas, el valor de pH y las temperaturas utilizados durante el proceso de extraccion a escala de laboratorio se
pueden seleccionar tal como se defini6 anteriormente en general, donde preferiblemente se seleccionan las
condiciones de este tipo, lo que lleva a una eficacia de la extraccion mayor que 3 (véase a continuacion en la Tabla
1, Ejemplo 1A). Preferiblemente, se pueden utilizar temperaturas de aproximadamente 40°C a 60°C, mas
preferiblemente una temperatura de aproximadamente 50°C. La extraccion se puede repetir tal como se mencion6
anteriormente, preferiblemente 1-5 veces.

En este contexto, la eficacia de la extraccion segun la etapa a) del método de la invencién para preparar y purificar
un extracto de planta enriquecido a partir de Solanum glaucophyllum se puede calcular segun la siguiente férmula:

yf = VDM(extracto) * [QU(extracto)/1 OOO] * ef

VDM = 1,25-dihidroxivitamina D3 (0 un glucésido de esta o un compuesto de vitamina D activo adicional tal como se
definié anteriormente)

Qu = quercetina
ef: factor de proceso empirico
yf: bondad ponderada del proceso

donde los términos [VDM] y [Qu] se calculan por g de extracto. El factor [ef] pondera factores empiricos tales como
costes, ecologia y calidad del extracto (por ejemplo, solubilidad). Como resultado sorprendente de la presente
invencion, la eficacia de la extraccion yf mayor que 3 es satisfactoria y superior a métodos de extracciéon conocidos y
cumple los criterios de la presente invencion. En consecuencia, una realizacién preferida de la etapa de extraccién
a) del método de la presente invencion proporciona extractos que tienen un valor de yf que es > 2, mas
preferiblemente > 2,5, incluso mas preferiblemente > 3.

Si se lleva a cabo a escala industrial, la etapa de extraccion a) del método de la invencién para preparar y purificar
comienza tipicamente, sin limitarse a lo siguiente, con una cantidad de plantas o partes a partir de la especie
Solanum glaucophyllum en el intervalo de al menos aproximadamente 1000 g, preferiblemente al menos
aproximadamente 10 o aproximadamente 100 kg, mas preferiblemente al menos aproximadamente 250 kg, incluso
mas preferiblemente al menos aproximadamente 500 kg, al menos aproximadamente 1000 kg o incluso al menos
aproximadamente 2500 kg, al menos aproximadamente 3000, al menos aproximadamente 4000 kg, al menos
aproximadamente 5000 kg o mas. La cantidad de plantas o partes a partir de la especie Solanum glaucophyllum se
puede seleccionar por un experto en base a los requisitos especificos, por ejemplo, la planta industrial utilizada, la
cantidad que se va a procesar realmente, etc. Las plantas o partes a partir de la especie Solanum glaucophyllum
tales como las hojas se pueden moler, percolar y/o macerar en el disolvente basado en alcohol definido
anteriormente. Se pueden utilizar molido, percolacién y/o maceracién en la etapa de extraccion a).

Por ejemplo, se puede llevar a cabo percolacion por medio de cualquier método conocido en la técnica,
preferiblemente por rellenado de al menos un recipiente, (donde, dependiendo del tipo de planta industrial, sin
limitarse a lo siguiente, al menos uno o 2, 3, 4, 5 o incluso mas recipientes (rellenados ciclicamente) se pueden
utilizar) con las plantas de partes de estas a partir de Solanum glaucophyllum, por ejemplo, hojas, afadiendo
disolvente tal como se definié anteriormente a la mezcla. El disolvente basado en alcohol se puede seleccionar tal
como se definid6 anteriormente para la etapa de extraccion a) en general. Preferiblemente, los disolventes para
percolacion pueden comprender adicionalmente aditivos tal como se defini6 anteriormente para la etapa de
extraccion a) en general. Ademas, el valor de pH y las temperaturas utilizados durante el proceso de extraccion a
escala industrial se pueden seleccionar tal como se definié6 anteriormente en general, donde preferiblemente se
seleccionan las condiciones de este tipo, lo que lleva a una eficacia de la extraccién mayor a 3 (correspondiente a la
Tabla 1, Ejemplo 1A). Preferiblemente, se puede utilizar un valor de pH de aproximadamente 4,0 a
aproximadamente 8,0, mas preferiblemente un valor de pH especifico de aproximadamente 5,5 a aproximadamente
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6,5. Preferiblemente, la mezcla se calienta a las temperaturas anteriores, preferiblemente entre aproximadamente
40°C y aproximadamente 75°C, mas preferiblemente entre aproximadamente 40°C y aproximadamente 60°C. El
proceso de percolacién se puede llevar a cabo como un proceso continuo, proceso semicontinuo, o cualquier otro
proceso, que permita bombear/mover el disolvente basado en alcohol anterior con un caudal especifico a al menos
un recipiente. Preferiblemente, un caudal de este tipo es aproximadamente 500 a 1500 litros por hora, mas
preferiblemente aproximadamente 800 a 1200 litros por hora, y de manera mas preferida aproximadamente 1000
litros por hora. El tiempo de extraccion puede variar tal como se defini6 anteriormente, por ejemplo, de
aproximadamente 6 a aproximadamente 48 horas y preferiblemente es aproximadamente 24 horas. El extracto
obtenido por percolacion se puede filtrar, concentrar y/o secar tal como se describié anteriormente.

Segun una realizacion particularmente preferida, la extraccién segun la etapa a) del método de la invencion para
preparar y purificar un extracto de planta enriquecido a partir de Solanum glaucophyllum, si se lleva a cabo a escala
industrial, es una extraccién de tipo percolacion y comprende las siguientes subetapas especificas (proceso de
extraccion EP):

EP1) rellenar al menos un recipiente (rellenado ciclicamente) con las plantas o partes de estar a partir de la especie
Solanum glaucophyllum, por ejemplo, en las cantidades definidas anteriormente;

EP2) afadir un disolvente basado en alcohol, donde el disolvente basado en alcohol preferiblemente se selecciona
de entre una mezcla de etanol/agua tal como se definié anteriormente, por ejemplo, en una relacion (%) de
aproximadamente 25/75, o alternativamente de aproximadamente 75/25 de etanol/agua (v/v), donde la relacién
disolvente/farmaco preferiblemente es tal como se definié anteriormente, por ejemplo, aproximadamente 7-12 (v/p),
de manera mas preferida aproximadamente 9 (v/p);

EP3) opcionalmente ajustar el pH a aproximadamente 5,5-6,5 tal como se definié anteriormente;

EP4) extraer las plantas y partes a partir de la especie Solanum glaucophyllum en el disolvente basado en alcohol,
preferiblemente con un caudal de 800-1200 litros por hora, mas preferiblemente de 1000 litros/hora, preferiblemente
durante 6-48 horas, mas preferiblemente durante 24 horas;

EP5) calentar la mezcla durante la extracciéon a una temperatura tal como se definié anteriormente, preferiblemente
aproximadamente 40-75°C, més preferiblemente aproximadamente 40-60°C;

EP6) opcionalmente concentrar el extracto de planta de las etapas EP4 y EP5 al vacio tal como se definié
anteriormente, por ejemplo, por evaporacion de los disolventes organicos primero y luego el agua hasta que se
obtenga una disoluciéon que contiene aproximadamente un 75-65% de agua y aproximadamente un 25-35% de
materia no volatil; y

EP7) opcionalmente secar por atomizacion, secar por banda, o liofilizar el extracto de planta (concentrado).

Alternativamente, se puede llevar a cabo una maceracion tal como se definié anteriormente, utilizando tipicamente
un recipiente del reactor que comprende un mezclador o una unidad de mezclado y preferiblemente un sistema de
calefaccion. Ademas, la maceracion se puede llevar a cabo al rellenar el recipiente con las hojas, afadiendo el
disolvente basado en alcohol tal como se definié anteriormente y calentando y mezclando la mezcla (en el
recipiente), preferiblemente dentro de los limites de tiempo de extraccion anteriores y las temperaturas y valores de
pH anteriores. Preferiblemente, el disolvente basado en alcohol para maceracion puede comprender adicionalmente
al menos un aditivo tal como se definié anteriormente para la etapa de extraccion a) en general. El disolvente
basado en alcohol se puede seleccionar ademas en una relacion (%) de etanol/agua (v/v) tal como se definid
anteriormente para la etapa de extraccion a) en general. Ademas, el valor de pH y las temperaturas utilizados
durante el proceso de extraccion a escala industrial se pueden seleccionar tal como se definié6 anteriormente en
general, donde preferiblemente se seleccionan las condiciones de este tipo, lo que lleva a una eficacia de la
extraccién mayor a 3 (correspondiente a la Tabla 1, Ejemplo 1A). Preferiblemente, se puede utilizar un valor de pH
de aproximadamente 4,0 a aproximadamente 8,0, mas preferiblemente un valor de pH especifico de
aproximadamente 5,5 a aproximadamente 6,5. Preferiblemente, la temperatura es aproximadamente 55°C durante
24 horas. El extracto obtenido por maceracién se puede filtrar, lavar, concentrar y/o secar tal como se describid
anteriormente.

Segun una realizaciéon particularmente preferida, la extraccién segln la etapa a) del método de la invencion para
preparar y purificar un extracto de planta enriquecido a partir de Solanum glaucophyllum, si se lleva a cabo a escala
industrial, es una extracciéon de tipo maceracién y comprende las siguientes subetapas especificas (proceso de
extraccion EM):

EM1) rellenar al menos un recipiente con las plantas o partes de estas a partir de la especie Solanum
glaucophyllum, preferiblemente, equipado con un mezclador y preferiblemente con un calentador;

EM2) anadir un disolvente basado en alcohol, donde el disolvente basado en alcohol preferiblemente se selecciona
de entre una mezcla de etanol/agua tal como se definié anteriormente, por ejemplo, en una relacion (%) de
aproximadamente 65/35 de etanol/agua (v/v), donde la relacion disolvente/farmaco preferiblemente es tal como se
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definié anteriormente, por ejemplo, aproximadamente 4-6 (v/p), de manera mas preferida aproximadamente 5 (v/p);
el disolvente basado en alcohol preferiblemente contiene adicionalmente un aditivo tal como se definid
anteriormente, por ejemplo, 0,1% de &cido ascorbico;

EMB3) opcionalmente ajustar el pH a aproximadamente 5,5-6,5 tal como se definié anteriormente, preferiblemente
aproximadamente 5,5;

EM4) extraer las plantas y partes de estas a partir de la especie Solanum glaucophyllum en el disolvente basado en
alcohol a una temperatura y un tiempo tal como se definié anteriormente, preferiblemente aproximadamente 55°C
durante aproximadamente 24 horas;

EM4) quitar el extracto de planta del recipiente y filtrar este, por ejemplo, al bombearlo a través de una abertura de
malla de 50 pm;

EM5) opcionalmente lavar el so6lido remanente de la extraccion de las etapas EM4 y EM5 una o dos veces con la
misma mezcla de etanol/agua tal como se defini6 anteriormente, preferiblemente en una relacién de
disolvente/farmaco de aproximadamente 3;

EMB6) opcionalmente concentrar el extracto de planta al vacio por evaporacion de los disolventes organicos primero y
luego el agua hasta que se obtenga una disoluciéon que contiene un 75-65% de agua y un 25-35% de materia no
volatil; y

EM?7) opcionalmente secar por atomizacion, secar por banda, o liofilizar el extracto de planta (concentrado).

El método de la invencion para preparar y purificar un extracto de planta a partir de Solanum glaucophyllum
comprende ademas una etapa de purificacion b) para purificar el extracto obtenido segun la etapa de extraccion a).
Una etapa de purificacion b) de este tipo es crucial para el método de la invencidon para obtener los principios
principales del extracto de planta de la invencién con buenos rendimientos, es decir, tanto los glucésidos de 1,25-
dihidroxivitamina D3 como los flavonoles, particularmente glucésidos de quercetina. El resultado méas sorprendente
fue que un buen rendimiento en la etapa de purificacion b) depende principalmente de aplicar el extracto a una
columna que comprende una resina polimérica no iénica, lo que no se esperaria por un experto basado en la técnica
anterior. Solo el uso de una resina polimérica no i6nica de este tipo permite un enriquecimiento eficaz de los dos
principios principales del extracto de planta enriquecido de la invencién a partir de Solanum glaucophyllumy lleva a
un rendimiento significativamente mas alto de estos principios activos, es decir, tanto de los glucésidos de 1,25-
dihidroxivitamina D3 como de los flavonoles, particularmente de glucésidos de quercetina. Un enriquecimiento de
este tipo para ambos principios activos no es posible sin otros materiales de columna. Los métodos conocidos en la
técnica para el aislamiento de componentes vegetales en tamafo técnico, tal como se indica en la parte introductoria
de la descripcion, comprenden destilacion, extracciones disolvente-disolvente (contraflujo) en una primera eleccion
seguido de métodos cromatograficos tales como cromatografia en columna. Lo procesos cromatograficos de este
tipo se pueden omitir tipicamente solo en unos pocos casos, por ejemplo, cuando el producto de interés posee
propiedades fisicoquimicas que permiten obtener un producto suficientemente purificado utilizando solo extraccion
liquido-liquido o destilacion. Sin embargo, en la técnica, todos los intentos conocidos de purificaciéon tuvieron el
objetivo de obtener un producto de vitamina D activo puro pero no una combinaciéon de los dos principios activos
anteriores. Dada la necesidad de cromatografia para purificacion adicional, los expertos en la técnica siempre han
elegido material silicico y Sephadex como materiales para purificacion cromatografica de extractos de plantas tal
como se puede encontrar en la bibliografia (véase lo anterior). Ambos métodos, es decir, material silicico y
Sephadex, tal como han encontrado los autores de la presente invencion, tienen inconvenientes significativos en
copurificacién de ambos principios activos: la cromatografia en el material silicico ofrece rendimientos inferiores de
1,25-dihidroxivitamina Ds, mientras que la cromatografia con Sephadex Unicamente enriquece la 1,25-
dihidroxivitamina Ds pero discrimina los flavonoles tal como se demuestra en la linea 9 de la Figura 6. Por lo tanto,
los materiales de este tipo no son adecuados para la copurificacion de los dos principios activos que tienen
propiedades fisicoquimicas ligeramente diferentes. A este respecto, los flavonoles son un componente, que
aparentemente ni se ha contemplado como importante para el tratamiento ni se ha hecho ningin intento para
purificar extractos de plantas que contienen ambos principios activos. Por consiguiente, un experto en el campo
siempre habria elegido un método para purificar un extracto de planta que comprende un metabolito de vitamina D
como componente principal en la base de material silicico o Sephadex tal como se mencion6 anteriormente. Los
autores de la presente invencién han encontrado también que resinas poliméricas i6nicas (véase de Boland et al.,
supra) no son una alternativa adecuada, porque se encontré que el contenido de sal del extracto de planta excede la
capacidad de la columna, lo que requiere sales idnicas para elucion.

En contraste con lo que esperaria un experto de la técnica anterior, los autores de la presente invenciéon encontraron
sorprendentemente que las resinas poliméricas no iénicas son adecuadas generalmente para el objeto dado,
especificamente un método que proporciona una combinacién de los dos principios activos, es decir, tanto
glucosidos de 1,25-dihidroxivitamina D3 como flavonoles, particularmente glucésidos de quercetina, y en los cuales
el contenido de estos principios activos es casi 6ptimo y el contenido alcaloide es casi minimo.
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Por consiguiente, la etapa de purificacion b) para purificar el extracto obtenido segun la etapa a) preferiblemente
comprende las siguientes etapas:

b1) aplicar el extracto de planta obtenido segun la etapa a) a una columna que comprende una resina polimérica no
i6nica;

b2) opcionalmente lavar la columna con agua y/o un disolvente basado en alcohol como se define anteriormente;
b3) eluir el extracto de planta enriquecido de la columna;y
b4) opcionalmente secar el extracto de planta enriquecido.

Segun la subetapa b1) de la etapa de purificacion b) del método de la invencion para preparar y purificar un extracto
de planta enriquecido a partir de Solanum glaucophyllum, el extracto se aplica a una columna que comprende una
resina polimérica no iénica. En el contexto de la presente invencién, las resinas poliméricas no i6nicas adecuadas
para la subetapa b1) de la etapa b) pueden comprender resinas poliméricas no idnicas (porosas o no porosas),
incluidos, pero no se limitan a lo siguiente, poliestireno, copolimeros de etireno-divinilbenceno, polimeros de éster
acrilico y resinas polifendlicas. Mas preferiblemente, los materiales no idnicos (porosos o no porosos) se seleccionan
de entre Amberlite XAD-1, XAD-2, XAD-4, XAD-5 (que son marcas registradas, y fabricadas por Rohm and Haas
Co., EE. UU, donde estas resinas estan compuestas por copolimero de etireno-divinilbenceno) y Diaion HP10,
HP20, HP30, HP40, HP50 (que son marcas registradas, y fabricadas por Mitsubishi Chemical Co., Jap6n, donde
estas resinas estdn compuestas por copolimero de etireno-divinilbenceno), Amberlite XAD-7, XAD-7 HP, XAD-8 o
XAD-1180 (marcas registradas para absorbentes compuestos de polimero de éster acrilico, fabricados por Rohm
and Haas Co.), y Duolite S-30 (marca registrada para un absorbente compuesto de reina fendlica, fabricado por
Chemical Process Co., EE. UU.), o resinas poliméricas no i6nicas que son equivalentes a las resinas mencionadas
especificamente antes, por ejemplo, cualquier resina equivalente de cualquier otro proveedor, incluso mas
preferiblemente los materiales no i6nicos (porosos o no porosos) adecuados para la etapa b) del método de la
invencion se seleccionan de entre las resinas Amberlite XAD incluidas Amberlite XAD-1, XAD-2, XAD-4, XAD-5, y
Amberlite XAD-7, XAD-7 HP, XAD-8 o XAD-1180, y de manera mas preferida de entre las resinas Amberlite XAD-7,
XAD-7 HP, XAD-8 o XAD-1180, o las resinas poliméricas no ioénicas de este tipo que son equivalentes a las resinas
mencionadas especialmente anteriormente, por ejemplo, cualquier resina equivalente de cualquier otro proveedor.

Ademas, los materiales no idnicos adecuados para la subetapa b1) de la etapa de purificacion b) preferiblemente no
comprenderan resinas basadas en dextrano, mas preferiblemente ningin material de resina Sephadex o Superdex,
e incluso mas preferiblemente ninglin material de resina Sephadex o Superdex no iénico, los cuales preferiblemente
se descartan de la materia de la presente invencion de materiales no idnicos adecuados para la etapa b).

Se puede llevar a cabo la aplicacién del extracto de planta a una columna en la subetapa b1) de la etapa de
purificacién b) del método de la invencién para preparar y purificar un extracto de planta enriquecido a partir de
Solanum glaucophyllum utilizando cualquier método adecuado de la técnica. Sin limitarse a lo siguiente, los métodos
de este tipo pueden comprender el uso de jeringuillas, etc., si el método de la invencion se lleva a cabo a escala de
laboratorio, o de bombas, si el método de la invencién se lleva a cabo a escala industrial, etc. Preferiblemente, se
utilizan columnas para aplicar el extracto de planta que tienen una relacion longitud/amplitud de aproximadamente 2
a 6. Las columnas se pueden prelavar antes del uso con un disolvente tal como se define en este documento,
preferiblemente con un disolvente basado en alcohol tal como se definié anteriormente, y/o con agua y/o acetona. La
columna se puede equilibrar ademas antes del uso, preferiblemente utilizando agua o un disolvente basado en
alcohol tal como se definié anteriormente, donde la columna preferiblemente no se seca durante el equilibrado.
Cuando se aplica el extracto de planta a la columna segun la subetapa b1) de la etapa de purificacion b), el extracto
de planta (como una disolucion acuosa debido al contenido de una disolucién tal como se definié anteriormente) se
puede aplicar o bombear a la parte superior de la columna, preferiblemente con una velocidad de 1, 2, 3, 4, 5 0 mas
volumenes de lecho, preferiblemente a 3 volimenes de lecho. El mismo extracto de planta obtenido segin la etapa
de extraccion a) se puede aplicar varias veces a la columna, por ejemplo, una vez, dos veces, 3 veces, 4 veces, 5
veces o incluso mas, donde el primer eluyente (tipicamente claro) de la columna se puede descartar.

Segun una subetapa b2) opcional de la etapa de purificacion b) del método de la invencion para preparar y purificar
un extracto de planta enriquecido a partir de Solanum glaucophyllum, la columna con el extracto de planta aplicado
se lava opcionalmente con agua y/o un disolvente basado en alcohol tal como se definié anteriormente. Si se utiliza
un disolvente basado en alcohol, el disolvente basado en alcohol de este tipo puede ser cualquier disolvente basado
en alcohol mencionado anteriormente, preferiblemente un disolvente basado en alcohol de este tipo que no contiene
tipicamente una cantidad de alcohol superior a un 20% (v/v) para minimizar o prevenir una elucién temprana del
extracto de planta enriquecido o de cualquiera de sus componentes de la columna. Particularmente, los disolventes
basados en alcohol adecuados se pueden seleccionar, sin limitarse a lo siguiente, de entre una mezcla de
etanol/agua que tiene una relacion (%) de aproximadamente 0/100 a aproximadamente 20/80 de etanol/agua (v/v),
por ejemplo, se puede seleccionar de entre una mezcla de etanol/agua que tiene una relacion (%) de
aproximadamente 0/100 de etanol/agua (v/v) a aproximadamente 5/95 de etanol/agua (v/v), aproximadamente 10/90
de etanol/agua (v/v), aproximadamente 15/85 de etanol/agua (v/v), o aproximadamente 20/80 de etanol/agua (v/v),
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mas preferiblemente una mezcla de etanol/agua que tiene una relacion (%) de aproximadamente 5/95 de
etanol/agua

(v/v), aproximadamente 10/90 de etanol/agua (v/v), o de aproximadamente 15/85 de etanol/agua (v/v)
Alternativamente, pero no de manera menos preferida, el disolvente basado en alcohol de la subetapa b2) de la
etapa de purificacion b) del método de la invencién se puede seleccionar de entre una mezcla de metanol/agua que
tiene un contenido de metanol/agua tal como se describié anteriormente para la mezcla de etanol/agua. La etapa de
lavado opcional segun la subetapa b2) de la etapa de purificacion b) del método de la invencién para preparar y
purificar un extracto de planta enriquecido a partir de Solanum glaucophyllum se puede llevar a cabo al menos una
vez, preferiblemente 1-2 veces, opcionalmente 1-3 veces, 1-4 veces, 1-5 veces 0 mas. El lavado segun la subetapa
b2) de la etapa b) del método de la invenciéon puede seguir una secuencia especifica de agua y/o disolventes
basados en alcohol. Por ejemplo, la columna se puede lavar en una primera etapa al menos una vez con agua o
cualquiera de los disolventes basados en alcohol mencionados anteriormente, preferiblemente agua, por ejemplo,
una vez, dos veces, 3 veces, etc., por ejemplo, una vez con agua. Un primer lavado con agua u otro disolvente
preferiblemente se lleva a cabo hasta que el eluyente se decolore. Entonces, en una segunda etapa de lavado
opcional, puede seguir un procedimiento de lavado adicional, utilizando un disolvente diferente, es decir, agua o
disolventes basados en alcohol tal como se definié anteriormente, preferiblemente un disolvente basado en alcohol
que tiene una concentracién tal como se menciond especificamente antes. La columna preferiblemente se puede
lavar en una segunda etapa de lavado al menos una vez, dos veces, 1-3 veces, 1-4 veces, 1-5 veces o incluso mas,
preferiblemente 1-3 veces con un disolvente basado en alcohol tal como se definié anteriormente. El disolvente
basado en alcohol preferiblemente es tal como se definié anteriormente. Un segundo lavado opcional de este tipo
preferiblemente se lleva a cabo utilizando 1, 2, 3, 4, 5, (1-2, 1-3, 1-4, 1-5) o0 mas volumenes de lecho (de la
columna), preferiblemente 1 a 3 volumenes de lecho (de la columna).

Segun la subetapa b3) de la etapa de purificacion b) del método de la invencidn para preparar y purificar un extracto
de planta enriquecido a partir de Solanum glaucophyllum, el extracto de planta enriquecido se eluye de la columna.
Para la elucién de la columna, un disolvente tal como se describié anteriormente se puede seleccionar, incluido un
alcohol, tal como etanol, metanol, isopropanol, preferiblemente etanol o metanol, o una cetona, tal como acetona, o
un disolvente basado en alcohol tal como se definié anteriormente. Un disolvente basado en alcohol adecuado
puede comprender cualquier disolvente basado en alcohol, por ejemplo, una mezcla de etanol/agua, sin limitarse a
lo siguiente, que tiene una relacion (%) de aproximadamente 100/00 a aproximadamente 70/30 de etanol/agua (v/v),
por ejemplo, que tiene una relacién (%) de aproximadamente 100/00 de etanol/agua (v/v), aproximadamente 95/5 de
etanol/agua (v/v), aproximadamente 90/10 de etanol/agua (v/v), aproximadamente 85/15 de etanol/agua (v/v),
aproximadamente 80/20 de etanol/agua (v/v), aproximadamente 75/25 de etanol/agua (v/v), o aproximadamente
70/30 de etanol/agua (v/v) Mas preferiblemente, la mezcla de etanol/agua se puede seleccionar de entre una mezcla
de etanol/agua que tiene una relacion (%) de aproximadamente 100/00 de etanol/agua (v/v) a aproximadamente
95/5 de etanol/agua (v/v), mas preferiblemente de aproximadamente 95/5, 96/4, 97/3, 98,2, 99/1 o 100/0 de
etanol/agua (v/v). Alternativamente, pero no de manera menos preferida, el disolvente basado en alcohol de la
subetapa b3) de la etapa de purificacion b) del método de la invencién se puede seleccionar de entre una mezcla de
metanol/agua que tiene un contenido de metanol/agua tal como se describié anteriormente para la mezcla de
etanol/agua o de entre una mezcla de isopropanol/agua que tiene un contenido de isopropanol/agua tal como se
describidé anteriormente para la mezcla de etanol/agua. Para la elucion del extracto de planta enriquecido de la
columna segun la subetapa b3) de la etapa de purificacion b), el disolvente se aplica a la columna utilizando 1, 2, 3,
4,5, (1-2, 1-3, 1-4, 1-5) 0 mas volumenes de lecho (de la columna), preferiblemente 2 a 5 volumenes de lecho (de la
columna).

Segun una subetapa b4) opcional de la etapa de purificacion b) del método de la invencion para preparar y purificar
un extracto de planta enriquecido a partir de Solanum glaucophyllum, el extracto de planta enriquecido se puede
secar opcionalmente tal como ya se describié anteriormente para la etapa de extraccion a). Preferiblemente, el
extracto de planta se puede secar sin limitarse a lo siguiente, por ejemplo, por secado por atomizacién, secado por
banda, liofilizacion, etc., preferiblemente hasta un contenido de aproximadamente o casi un 100% de materia no
volatil, por ejemplo, un contenido de aproximadamente un 10-0% de agua y aproximadamente un 90-100% de
materia no volatil, cada valor determinado en base al peso total del extracto de planta antes del secado, por ejemplo,
tal como se obtiene segun la subetapa b3) de la etapa de purificaciéin b) subsecuente a la elucion.

El secado del extracto de planta segun la subetapa b4) opcional de la etapa de purificacién b) del método de la
invencion para preparacion y purificacion, tal como se definié anteriormente, se puede combinar ademas con o
seguir por un tratamiento con calor/temperatura alta tal como se definié anteriormente para la etapa de extraccion a)
para aumentar la vida 0til en deposito del extracto de planta enriquecido, preferiblemente para permitir el
almacenamiento del extracto de planta enriquecido, por ejemplo, si el extracto se va a almacenar antes de su uso.

Segun una realizacion particularmente preferida, la purificacion segun la etapa b) del método de la invencion para
preparar y purificar un extracto de planta enriquecido a partir de Solanum glaucophyllum, preferiblemente si se lleva
a cabo a escala de laboratorio, comprende las siguientes caracteristicas especificas (proceso de purificacion PL):
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PL1) aplicar el extracto de planta obtenido segun la etapa a) a una columna que comprende una resina polimérica
no iénica, preferiblemente seleccionada de entre Amberlite XAD-7 HP o XAD-1180 o cualquier resina equivalente de
cualquier otro proveedor.

PL2) lavar la columna una vez, preferiblemente al menos dos veces, opcionalmente 3 veces, con agua,
preferiblemente hasta que el efluente se decolore, y lavar la columna al menos una vez con una mezcla de
etanol/agua que preferiblemente tiene una relacion (%) tal como se definié anteriormente, por ejemplo, entre
aproximadamente 0/100 de etanol/agua (v/v) y aproximadamente 10/90 de etanol/agua (v/v), mas preferiblemente
aproximadamente 5/95 de etanol/agua (v/v), preferiblemente con 1-3 volimenes de lecho;y

PL3) eluir el extracto de planta enriquecido de la columna utilizando un disolvente basado en alcohol tal como se
definié anteriormente, preferiblemente una mezcla de etanol/agua, méas preferiblemente que tiene una relacion (%)
tal como se defini6 anteriormente, por ejemplo, entre aproximadamente 95/5 de etanol/agua (v/v) y
aproximadamente 100/0 de etanol/agua (v/v, mas preferiblemente aproximadamente 96/4 de etanol/agua (v/v),
preferiblemente con 2-5 volimenes de lecho.

PL4) opcionalmente secar el extracto de planta enriquecido obtenido segun la etapa PL3).

Segun una realizacion particularmente preferida, la purificacion segun la etapa b) del método de la invencion para
preparar y purificar un extracto de planta enriquecido a partir de Solanum glaucophyllum, preferiblemente si se lleva
a cabo a escala industrial, comprende las siguientes caracteristicas especificas (proceso de purificacion PF):

PF1) aplicar el extracto de planta obtenido segun la etapa a), preferiblemente utilizando un proceso (de tipo de
extraccion de) percolacién (etapas de proceso EP1 a EP7), méas preferiblemente con una mezcla de etanol/agua que
tiene una relacién (%) de aproximadamente 25/75 de etanol/agua (v/v), a una columna que comprende una resina
polimérica no ionica, preferiblemente seleccionada de entre Amberlite XAD-7 HP o XAD-1180 o cualquier resina
equivalente de cualquier otro proveedor, y reaplicar el efluente de la columna de nuevo a la columna,
preferiblemente tres veces;

PF2) lavar la columna al menos una vez con agua, preferiblemente hasta que el efluente se decolore, y lavar la
columna al menos una vez con una mezcla de etanol/agua que tiene una relacion (%) de aproximadamente 10/90 de
etanol/agua (v/v) a aproximadamente 0/100 de etanol/agua (v/v), preferiblemente con 2 voliumenes de lecho; y

PF3) eluir el extracto de planta enriquecido de la columna utilizando una mezcla de etanol/agua que tiene una
relacién (%) de aproximadamente 95/5 de etanol/agua (v/v) a aproximadamente 100/0 de etanol/agua (v/v),
preferiblemente de aproximadamente 96/4, 97/3, 98/2, 98,2, 99/1 o 100/0 de etanol/agua (v/v), de manera mas
preferida de aproximadamente 96/4 de etanol/agua (v/v).

PF4) opcionalmente secar el extracto de planta enriquecido obtenido segun la etapa PF3).

Segun otra realizacién particularmente preferida, la purificacion segun la etapa b) del método de la invencion para
preparar y purificar un extracto de planta enriquecido a partir de Solanum glaucophyllum, preferiblemente si se lleva
a cabo a escala industrial, comprende las siguientes caracteristicas especificas (proceso de purificacion ES):

PS1) aplicar el extracto de planta obtenido segun la etapa a), preferiblemente utilizando un proceso (de tipo de
extraccién de) maceracion (etapas de proceso EM1 a EM7), mas preferiblemente con una mezcla de etanol/agua
que tiene una relacién (%) de aproximadamente 65/35 de etanol/agua (v/v), a una columna que comprende una
resina polimérica no idnica, preferiblemente seleccionada de entre Amberlite XAD-7 HP o XAD-1180 o cualquier
resina equivalente de cualquier otro proveedor, y reaplicar el efluente de la columna de nuevo a la columna,
preferiblemente tres veces;

PS2) lavar la columna al menos una vez con agua, preferiblemente hasta que el efluente se decolore, y lavar la
columna al menos una vez con una mezcla de etanol/agua que tiene una relacion (%) de aproximadamente 10/90 de
etanol/agua (v/v) a aproximadamente 0/100 de etanol/agua (v/v), preferiblemente con 2 voliumenes de lecho; y

PS3) eluir el extracto de planta enriquecido de la columna utilizando una mezcla de etanol/agua que tiene una
relacién (%) de aproximadamente 95/5 de etanol/agua (v/v) a aproximadamente 100/0 de etanol/agua (v/v),
preferiblemente de aproximadamente 96/4, 97/3, 98/2, 99/1 o 100/0 de etanol/agua (v/v), de manera mas preferida
de aproximadamente 96/4 de etanol/agua (v/v).

Cualquiera de las alternativas mencionadas anteriormente se puede combinar entre si. Particularmente, se pueden
combinar procesos de extraccion industriales EP o EM (o los procesos de extraccién en laboratorio) con procesos de
purificacién industriales PF o PS, segun corresponda.

Extractos de planta enriquecidos

La presente invencion se dirige ademas a un extracto de planta enriquecido a partir de Solanum glaucophyllum
como un producto directo del método de la invencién para preparar y purificar un extracto de planta enriquecido a
partir de Solanum glaucophyllum tal como se definié anteriormente, es decir, obtenido u obtenible por el método de
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la invencion tal como se definié anteriormente. Un extracto de planta enriquecido de este tipo se caracteriza
especificamente por su composicién especifica y ventajosa, que solo se puede obtener utilizando las caracteristicas
especificas segun el método anterior de la invencidén. Mas particularmente, un extracto de planta enriquecido de este
tipo obtenido directamente u obtenible utilizando el método anterior de la invencién, preferiblemente muestra la
siguiente composicion:

» Como ingredientes activos:

e Metabolitos de vitamina D3 en una concentracién de preferiblemente al menos 300 pg/g, preferiblemente
superior a 500 pjg/g, incluso mas preferiblemente superior a 2000 pg/g de vitamina Ds activa,
preferiblemente determinada analiticamente como 1,25-dihidroxivitamina D3 total, preferiblemente presente
como un glucésido o una mezcla de diferentes glucosidos de 1,25-dihidroxivitamina D3 o mas
preferiblemente un 1B-glucopiranésido de 1,25-dihidroxivitamina Ds con la siguiente formula ():

OH

. HO
HO" 0 OH
OH
CHyOH

y

*  Glucésidos de quercetina activos de al menos 100 mg/g, preferiblemente al menos 150 mg/g, y de manera
mas preferida de al menos 200 mg/g, determinados como quercetina después de hidrélisis acida.

» Componentes inactivos

Opcionalmente, el extracto de planta enriquecido de la invencion obtenido por el método de la invencién se puede
caracterizar ademas por los siguientes contenidos:

- Materia | preferiblemente un maximo de un 6% (que comprende los elementos Ca, K, Mg y S en el intervalo
inorganica: de un 0,1 aun 1% y los elementos Br, Cl, P, Si, Al, Na, Cu, Fe, Zn en el intervalo de menos de un
0,1%);

- Carbohidratos: |preferiblemente entre un 50-75%;
- Proteinas: preferiblemente menos de un 2% (lo que reduce significativamente la aparicion de alergias);

- Grasa: preferiblemente menos de un 2%;

» Componentes toxicos

El extracto de planta enriquecido de la invencién obtenido por el método de la invencion se puede caracterizar
adicionalmente por un nivel bajo de alcaloides. Esto es particularmente notable y ventajoso, porque las plantas del
género Solanum se conocen por contener alcaloides toxicos, particularmente solasodina en Solanum glaucophyilum:
Por consiguiente, el extracto de planta enriquecido de la invencién obtenido por el método de la invencién se puede
caracterizar adicionalmente por alcaloides por debajo de un limite de deteccion de 10 upg/g (particularmente
solasodina);

Un extracto de planta enriquecido de este tipo obtenido por el método de la invencién para preparar y purificar un
extracto de planta enriquecido a partir de Solanum glaucophyllum tal como se definié anteriormente proporciona,
entre otras, las siguientes propiedades quimicas superiores a extractos de la técnica:

e La aparicién de contenido enriquecido de ambos principios activos, que representan dos clases de

componentes 6seos activos: 1,25-dihidroxivitamina Ds y el flavonol quercetina, ambos en forma ligada
glucosidica;
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Una solubilidad en agua intrinseca, que permite una formulacion simple, no complicada, donde no es
necesaria la adicion de detergente;

Bajo pardeamiento/decoloracién (ya que se ha encontrado que las reacciones de
pardeamiento/decoloracion son indeseables porque reducen el contenido de fenoles vegetales tales como
flavonoles).

El extracto de planta enriquecido obtenido por el método de la invencién proporciona también, entre otras, las
siguientes propiedades bioldgicas superiores a extractos de la técnica:

Una actividad alta de vitamina D, debido Unicamente al principio méas activo 1,25-dihidroxivitamina Ds;

Una tolerancia biolégica superior del 1B-glucopiranésido de 1,25-dihidroxivitamina D3 de la férmula (I) sobre
el compuesto original 1,25-dihidroxivitamina Ds debido a su estructura glucésida (que actua como una
forma profarmaco del metabolito enddgeno de vitamina D activo 1,25-dihidroxivitamina) Ds;

Un acceso mas rapido del efecto terapéutico en comparacion con la vitamina D3 sola;

Una apertura significativa del margen terapéutico debido a la presencia de un contenido enriquecido de los
dos principios 0seos activos, los glucésidos de 1,25-dihidroxivitamina D3 y flavonoles, particularmente
glucosidos de quercetina en el extracto de planta de la invencién, que reduce el riesgo de hipercalcemia;

El extracto de planta de la invencién muestra propiedades superiores para aliviar la cojera y mejorar la
resistencia ésea en animales productores de carne;

El extracto de planta de la invencion es altamente activo en la mejora de la calidad de la cascara de huevo;

El extracto de planta de la invencién es también altamente activo en la prevencién de un descenso del
calcio en sangre durante el parto (fiebre de la leche);

Ademas, el extracto de planta de la invencion en altamente activo en un modelo preclinico de rata aceptado
por la FDA para osteoporosis humana. En un experimento, en el cual se aplicd un extracto no purificado de
Solanum glaucophyllum a ratas hembra ovariectomizadas (un modelo animal que estimula la osteoporosis
posmenopasica humana), mostré efectos antiosteoporéticos pero también depoésitos en tejidos blandos,
donde el extracto purificado del mismo contenido de vitamina D y obtenido por el método de la invencion,
tal como se describi6 anteriormente, mostré un efecto antiosteoporético pero no calcificacion del tejido
blando.

Con base en los sorprendentes resultados anteriores, una realizacion de la presente invencion se dirige también a
una composicion (sintética) de extracto de planta, preferiblemente que comprende los siguientes componentes:

a) Un componente de vitamina D activo, preferiblemente un metabolito de vitamina D 1-alfa-hidroxi sustituido o mas
preferiblemente 1,25-dihidroxivitamina Ds en forma libre o ligada glucosidica de una fuente natural o sintética,
preferiblemente determinada como 1,25-dihidroxivitamina Ds total, més preferiblemente presenta un glucésido o una
mezcla de diferentes glucésidos de 1,25-dihydroxyvitamin D3, o més preferiblemente un 1B-glucopiranésido de 1,25-
dihidroxivitamina D3 con la siguiente férmula (l):

HO"

OH
HO
o OH
o OH
CH,OH

preferiblemente en una concentraciéon de al menos 300 ug/g, preferiblemente superior a 500 pg/g, incluso mas
preferiblemente superior a 2000 ug/g de vitamina D3 activa, y

b) al menos un flavonol (activo) en una concentracion de al menos 100 mg/g, mas preferiblemente de al menos 150
mg/g, y de manera mas preferida de al menos 200 mg/g.
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En el contexto de la presente invencién, los flavonoles, contenidos en la composicién de extracto de planta
(sintética) de la invencion, se pueden seleccionar de entre cualquier flavonol o sus glucésidos conocidos en la
técnica, preferiblemente de entre flavonoles o sus glucésidos conocidos que tienen un efecto terapéutico beneficioso
en el crecimiento éseo. Los flavonoles de este tipo se pueden seleccionar de entre compuestos que incluyen
miricetina, quercetina, kaempferol, fisetina, isorhamnetina, paquipodol, rhamanazina, patuletina, eupalitina,
eupatolitina, 5-hidroxiflavona, 6-hidroxiflavona, 7-hidroxiflavona, 5-hidroxi-7-metoxiflavona, 7-hidroxi-5-metilflavona, o
sus glucésidos, etc. Mas preferiblemente, los flavonoles, contenidos en la composicion (sintética) de extracto de
planta de la invencion, se pueden seleccionar de entre glucésidos de los flavonoles anteriores, por ejemplo, de
glucosidos de miricetina, quercetina, kaempferol, fisetina, isorhamnetina, paquipodol, rhamanazina, patuletina,
eupalitina, eupatolitina, 5-hidroxiflavona, 6-hidroxiflavona, 7-hidroxiflavona, 5-hidroxi-7-metoxiflavona, 7-hidroxi-5-
metilflavona, etc., en particular, preferiblemente de entre quercetina y sus glucésidos.

Composiciones farmacéuticas

Segun otra realizacién especifica, la presente invencion se dirige también a una composicion farmacéutica que
comprende:

a) un extracto de planta enriquecido de la invencion tal como se definié anteriormente de una composicién de planta
(sintética) tal como se definié anteriormente (o componentes del extracto de planta, particularmente glucésidos de
1,25-dihidroxivitamina Ds y flavonoles, méas particularmente gluc6sidos de quercetina, tal como se definié
anteriormente);

b) opcionalmente un portador y/o vehiculo farmacéuticamente aceptable.

La composicién farmacéutica de la invencién puede comprender a) una composicion de planta (sintética), o sus
componentes, tal como se definidé anteriormente, preferiblemente en las concentraciones anteriores.

La composicién farmacéutica de la invencion puede comprender ademas b) un portador y/o vehiculo
farmacéuticamente aceptable. En el contexto de la presente invencién, el portador o vehiculo farmacéuticamente
aceptable de la composicion farmacéutica de la invencion se refiere tipicamente a un portador o vehiculo no téxico
que no destruye la actividad farmacol6gica de los componentes del extracto de planta, particularmente de los
glucésidos de 1,25-dihidroxivitamina Ds y flavonoles, més particularmente glucésidos de quercetina, con los que se
formula.

Los portadores o vehiculos farmacéuticamente adecuados, que se pueden utilizar en la composicién farmacéutica
de la invencién, se pueden distinguir tipicamente en portadores o vehiculos sélidos o liquidos, donde una
determinacion especifica puede depender de la viscosidad del portador o vehiculo respectivo que se va a utilizar.

En este contexto, los portadores o vehiculos sélidos incluyen tipicamente, por ejemplo, pero no se limitan a,
intercambiadores de iones, alumina, estearato de aluminio, lecitina, y sales, si se proporcionan en forma sélida, tal
como sulfato de protamina, hidrogenofosfato de disodio, hidrogenofosfato de potasio, cloruro de sodio, sales de zinc,
silice coloidal, trisilicato de magnesio, o polivinilpirrolidona , ceras, polimeros en bloque de polietileno-
polioxipropileno, lanolina, azucares, tales como, por ejemplo, lactosa, glucosa y sacarosa, excipientes tales como
maltodextrina, xilitol, almidén, incluidos, por ejemplo, almidén de maiz o fécula de patata, o sustancias basadas en
celulosa, por ejemplo, celulosa y sus derivados, tales como, por ejemplo, carboximetilcelulosa de sodio, etilcelulosa,
acetato de celulosa, tragacanto, malta, gelatina, sebo, lubricantes (sélidos), tales como, por ejemplo, acido estearico,
estearato de magnesio, sulfato de calcio, agentes humectantes, tales como, por ejemplo, lauril sulfato sédico,
agentes colorantes, agentes aromatizantes, portadores (de agente activo) de farmaco, agentes formadores de
comprimidos, estabilizadores, antioxidantes, conservantes, recubrimientos.

Los portadores o vehiculos liquidos , por ejemplo, suspensiones acuosas u oleaginosas, incluyen tipicamente, pero
no se limitan a, por ejemplo, agua, agua libre de pirégenos, disoluciones de intercambiadores de iones, alimina,
estearato de aluminio, lecitina, o proteinas séricas, tales como albumina de suero humano, acido alginico,
disoluciones salinas isoténicas o disoluciones tamponadas con fosfato, soluciones de Ringer, disoluciones de cloruro
de sodio isotonicas, etc. o sales o electrolitos, si se proporcionan en forma solubilizada, tales como sulfato de
protamina, fosfatos, por ejemplo, hidrogenofosfato de disodio, hidrogenofosfato de potasio, cloruro sédico, sales de
zinc, u (otras) sustancias tamponadoras, incluidos, por ejemplo, glicina, acido sorbico, sorbato de potasio,
disoluciones liquidas de polioles, tales como, por ejemplo, polietilenglicol, polipropilenglicol, glicerol, 1,3-butanodiol,
sorbitol, manitol, aceites fijos estériles, cualquier aceite fijo suave adecuado, por ejemplo, incluidos mono o
diglicéridos sintéticos, mezclas de glicéridos parciales de &cidos grasos vegetales saturados, acidos grasos, tales
como &cido oleico y sus derivados glicéricos, aceites farmacéuticamente aceptables naturales, por ejemplo, aceites
de plantas, tales como, por ejemplo, aceite de cacahuete, aceite de semilla de algodén, aceite de sésamo, aceite de
maiz, aceite de Theobroma, aceite de oliva o aceite de ricino, especialmente en sus versiones polioxietiladas. Estos
portadores o vehiculos liquidos pueden contener o comprender también diluyentes o dispersantes de alcoholes de
cadena larga, tales como carboximetilcelulosa o agentes dispersantes similares, o tensoactivos o emulsionantes
comunmente utilizados, tales como Tween®, Span u otros agentes emulsionantes o potenciadores de la
biodisponibilidad, etc., si se proporcionan en forma liquida.
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La composicién farmacéutica de la invenciéon se puede administrar por via oral, rectal, o por medio de un deposito
implantado u opcionalmente por via parenteral.

Preferiblemente, la composicion farmacéutica de la invencion, tal como se definié anteriormente, se puede
administrar por via oral (o rectal) en cualquier forma de dosis oral (o rectal) aceptable incluidos, pero no se limitan a,
capsulas, comprimidos, suspensiones o disoluciones acuosas. En el caso de los comprimidos para uso oral, los
portadores comiUnmente utilizados incluyen lactosa y almidén de maiz. Tipicamente, se afiaden también agentes
lubricantes, tales como estearato de magnesio. Si se desea, se pueden anadir también ciertos agentes edulcorantes,
aromatizantes o colorantes. Para administracion por via oral en forma de céapsula, los diluyentes Utiles incluyen
lactosa y almiddn de maiz seco. Para preparar capsulas, particularmente los portadores y vehiculos que se pueden
utilizar preferiblemente se seleccionan de entre excipientes tales como maltodextrina, xilitol, almiddn, incluidos, por
ejemplo, almidén de maiz o fécula de patata, etc. Para preparar comprimidos, particularmente los portadores y
vehiculos que se pueden utilizar preferiblemente se seleccionan de entre lubricantes, incluidos, por ejemplo, acido
estedrico, estearato de magnesio, excipientes tales como maltodextrina, xilitol, almidén, incluidos, por ejemplo,
almidén de maiz o fécula de patata; y recubrimientos adecuados para comprimidos, etc. Se conciben también
formas retardadas de estos comprimidos y capsulas, es decir, una forma de liberacion retardada, donde la forma
retardada preferiblemente comprende los principios activos, tal como se menciond anteriormente, incrustados en un
biopolimero biodegradable o donde los principios activos, tal como se menciond anteriormente, se envuelven con un
recubrimiento (para liberacion lenta), que permite una difusion controlada de los principios activos. Cuando se
requieren suspensiones acuosas para uso oral, el ingrediente activo puede, por ejemplo, combinarse con agentes
emulsionantes o de suspensién. Las formulaciones de este tipo se pueden utilizar también para administraciéon por
via rectal o para administracion por medio de un depdsito implantado.

La composicion farmacéutica de la invencién comprende tipicamente una "cantidad segura y eficaz" de al menos
uno de ambos principios principales, los glucésidos de 1,25-dihidroxivitamina D3 y flavonoles, mas particularmente
glucosidos de quercetina, tal como se define en este documento. Tal como se utiliza en este documento, una
"cantidad segura y eficaz" significa una cantidad de estos principios principales que es suficiente para inducir
significativamente una modificacién positiva de una enfermedad o trastorno tal como se define en este documento.
Al mismo tiempo, sin embargo, una "cantidad segura y eficaz" es suficientemente pequefa para evitar efectos
secundarios graves, es decir, para permitir una relacién razonable entre ventaja y riego. La determinacién de estos
limites se encuentra tipicamente dentro del alcance de un criterio médico razonable. Una "cantidad segura y eficaz"
de ambos principios principales, los glucésidos de 1,25-dihidroxivitamina D3 y flavonoles, mas particularmente
glucésidos de quercetina, tal como se define en este documento, variardn ademéas en relacion con el estado
particular que se va a tratar y también con la edad y el estado fisico del paciente que se va a tratar, el peso corporal,
salud general, sexo, dieta, tiempo de administracion, tasa de excrecién, combinacion farmacolégica, la gravedad del
estado, la actividad de la proteina y/o anticuerpo autoantigénico especifico utilizado, la duracién del tratamiento, la
naturaleza de la terapia de acompariamiento, el portador farmacéuticamente aceptable particular utilizado, dentro del
conocimiento y experiencia del médico acompafante. La composicién farmacéutica de la invencion se puede utilizar
para usos médicos humanos y también veterinarios.

Aplicaciones del extracto de planta de la invencién de Solanum glaucophyllum de la composicion farmacéutica de la
invencion

La composicion farmacéutica de la invencion, el extracto de planta enriquecido de la invencién, obtenido u obtenible
por el método de la invencién para preparar y purificar un extracto de planta enriquecido a partir de Solanum
glaucophyllum tal como se definié anteriormente, la composicién de extracto de planta (sintética) de la invencién, o
ambos principales componentes del extracto de planta enriquecido de la invencidén o de la composicion de extracto
de planta (sintética) de la invencion, es decir, ambos glucésidos de 1,25-dihidroxivitamina D3 y flavonoles,
particularmente glucésidos de quercetina, tal como se definié anteriormente, se pueden administrar a un ser humano
0 a un animal que los necesite parar tratar cualquier enfermedad tal como se define en este documento, en
particular:

* enfermedades relacionadas con la reduccién de masa 6sea, por ejemplo, osteopenia u osteoporosis (senil
0 posmenopausica), particularmente en seres humanos;

* discondroplasia tibial u otros problemas de las patas relacionados con mineralizacién 6sea, preferiblemente
en aves de corral, mas preferiblemente en pollos, pavos, gansos y patos;

* paresia hipocalcémica relacionada con la paricién, también conocida como paresia puerperal en animales
productores de leche o fiebre de la leche, particularmente en ganado y otros animales productores de
leche. Esto implica también cualquier enfermedad relacionada con un descenso del calcio en plasma
durante el parto en ganado y otros animales productores de leche. En este contexto, la fiebre de la leche es
una enfermedad metabdlica en animales productores de leche relacionada con la pariciéon, cuando
reconstituir la produccién de leche agota el calcio circulante en la sangre de la madre. La homeostasis del
calcio enddégeno no es capaz de movilizar suficiente calcio del alimento o hueso para prevenir una caida del
calcio en sangre. En ciertos casos, la concentracion baja de calcio induce paresia muscular. Los
tratamientos actuales consisten en aplicar grandes dosis de calcio alrededor del parto (véase The Merck
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Veterinary Manual, Parturient Paresis in Cows), que es inferior a la aplicacién de los extractos de planta de
la invencién.

La administraciéon para cualquiera de las enfermedades tal como se define en este documento puede suceder tal
como se describié anteriormente para la composicién farmacéutica de la invencion, particularmente los modos de
administracion y la cantidad segura y eficaz que se va a administrar.

Por consiguiente, otra realizacion de la presente invencion se dirige también al uso de un extracto de planta
enriquecido de la invencion, obtenido u obtenible por el método de la invencion para preparar y purificar un extracto
de planta enriquecido a partir de Solanum glaucophyllum, tal como se definid anteriormente, el uso de una
composicion de extracto de planta (sintética) de la invencién, o el uso de ambos componentes principales del
extracto de planta enriquecido de la invencién o de la composicion de extracto de planta (sintética) de la invencién,
es decir, ambos glucésidos de 1,25-dihidroxivitamina D3 y flavonoles, particularmente glucosidos de quercetina, tal
como se definié anteriormente, para preparar una composicion farmacéutica (de la invencion) para la prevencién o
tratamiento de una enfermedad o estado tal como se define en este documento, particularmente prevencion y
tratamiento de enfermedades relacionadas con la reduccion de masa 6sea, es decir, osteopenia u osteoporosis
(senil o posmenopausica), particularmente en seres humanos, particularmente prevenciéon o tratamiento de
osteopenia durante la edad adulta en seres humanos, o prevencién y tratamiento de osteopenia en animales de
compania, prevencion y tratamiento de discondroplasia tibial y otros problemas de las patas relacionados con la
mineralizacion 6sea, incluidos mejora de la masa dsea y resistencia a la rotura, preferiblemente en aves de corral,
mas preferiblemente en pollos, pavos, gansos y patos; mejora de la resistencia de la cascara de huevo y grosor en
aves de corral, potenciacion de la absorcidon de calcio y fosfato en aves de corral y cerdos y, por lo tanto, reduccion o
prevencion de descarga (aumentada) de fosforo a la orina y estiércol, paresia hipocalcémica alrededor de la
paricién, también conocida como paresia puerperal en animales productores de leche o fiebre de la leche,
particularmente en ganado y animales productores de leche. Esto implica también cualquier enfermedad relacionada
con un descenso del calcio en plasma durante el parto en ganado y otros animales productores de leche, etc.

Otra realizacién de la presente invencion se dirige al uso del extracto de planta enriquecido de la invencion, obtenido
u obtenible por el método de la invencion para preparar y purificar un extracto de planta enriquecido a partir de
Solanum glaucophyllum tal como se definié anteriormente, el uso de la composicion de extracto de planta (sintética)
de la invencion, o el uso de ambos principales componentes del extracto de planta enriquecido de la invencién o de
la composicion de extracto de planta (sintética) de la invencién, es decir, tanto glucésidos de 1,25-dihidroxivitamina
D3 como flavonoles, particularmente glucosidos de quercetina, tal como se definié anteriormente, como suplemento
dietético para uso humano o veterinario. Un suplemento dietético de este tipo se puede administrar sin aparicién o
deteccion de un estado patolégico de cualquiera de las enfermedades mencionadas anteriormente, tales como
osteopenia u osteoporosis, discondroplasia tibial, paresia puerperal en animales productores de leche o fiebre de la
leche, etc., es decir, por razones no terapéuticas o como profilaxis para las enfermedades anteriores.

Finalmente, la presente divulgacién se refiere también a un equipo, particularmente a un equipo de partes, que
comprende el extracto de planta enriquecido de la invencion, obtenido u obtenible por el método de la invencion para
preparar y purificar un extracto de planta enriquecido a partir de Solanum glaucophyllum tal como se definid
anteriormente, la composicién de extracto de planta (sintética) de la invencién, o ambos principales componentes del
extracto de planta enriquecido de la invencidon, es decir, tanto glucésidos de 1,25-dihidroxivitamina D3z como
flavonoles, particularmente glucdsidos de quercetina, tal como se defini6 anteriormente, y/o la composicion
farmacéutica de la invencion, y opcionalmente instrucciones técnicas o un manual de instrucciones, preferiblemente
para cualquiera de los usos, tratamientos o terapias mencionados anteriormente.

Ventajas de la presente invencién

La presente invencién proporciona de manera ventajosa un método para para preparar y purificar un extracto de
planta enriquecido a partir de Solanum glaucophyllum tal como se definié anteriormente, que permite la provision
enriquecida de dos principios activos separados, glucésidos de 1,25-dihidroxivitamina D3 (incluidos los 1pB-
glucopiranésidos de 1,25-dihidroxivitamina D3) y flavonoles, particularmente glucésidos de quercetina. El extracto de
planta enriquecido de la invenciéon a partir de Solanum glaucophyllum, tal como se definié anteriormente, es
sorprendentemente activo, tal como se prob6 en un modelo preclinico cientificamente aceptado para osteoporosis
posmenopausica humana. Esto también es capaz de mantener la concentracion de metabolito de vitamina D activo
esencial y, por lo tanto, es adecuada para sujetos con insuficiencia renal. El extracto de planta enriquecido de la
invencion es también sorprendentemente activo para potenciar la absorcion de calcio y fésforo en animales,
mejorando la masa ésea y la resistencia a la rotura, previniendo discondroplasia tibial en aves de corral y
previniendo un descenso en la concentracién de calcio en plasma durante el parto en ganado, conocido como
paresia puerperal en animales productores de leche. En particular, la composicién de extracto de planta enriquecido
de la invencién es ventajosa debido a un contenido enriquecido de los dos principios activos, glucésidos de 1,25-
dihidroxivitamina Ds (incluidos los 1B-glucopiranésidos de 1,25-dihidroxivitamina Ds) y flavonoles, particularmente
glucosidos de quercetina., que amplian sorprendentemente el margen terapéutico que antes era extremadamente
pequefio conocido para 1,25-dihidroxivitamina Ds. Esto da al extracto de planta enriquecido una tolerancia
sorprendentemente mejor que la del metabolito de vitamina Ds libre solo. Ademés, reduce el riesgo de hipercalcemia
en comparacion al compuesto 1,25-dihidroxivitamina D3 (mostrado en modelos animales) utilizado solo en pequenas
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concentraciones en uso clinico y permite asi que sea mas seguro en seres humanos que lo mostrado para el
compuesto original solo. También se ha encontrado que el inicio de la respuesta biolégica de ambos principios
activos de la presente composicion es mas rapido en comparacién con la vitamina D sola, lo que se puede deber a
la presencia de 1,25-dihidroxivitamina D3 y 1B-glucopirandsidos de 1,25-dihidroxivitamina D3 en el extracto de planta
enriquecido de la invencion, tal como se ha encontrado. Finalmente, no hay componentes téxicos detectables unidos
a la materia prima vegetal contenidos en la composicion vegetal enriquecida de la invencion. El extracto de planta
enriquecido de la invencién a partir de Solanum glaucophyllum, tal como se definié anteriormente, tiene también un
bajo grado de decoloracion, y un bajo potencial alérgeno debido al bajo contenido de proteinas.

Figuras:

Se pretende que las siguientes figuras ilustren la invencién adicionalmente. No se pretende que limiten la materia de
la invencién a estas.

La Figura 1 muestra las medidas que influyen en la masa 6sea en el contexto de osteoporosis entre hombres y
mujeres. Como se puede ver, la nutricion es el factor mas importante a lo largo de toda la vida. La medicacion
especifica tiene un papel importante en pacientes con una edad superior a 45 afos.

La Figura 2 muestra la caracterizaciéon del extracto de planta enriquecido de la invencioén, utilizando una separacion
cromatografica del extracto purificado en una columna de Sephadex G25 analitica. Se aplicaron partes alicuotas de
la fraccién a la hidrdlisis y se evaluaron para 1,25-dihidroxivitamina Ds. Se utiliz6 poliestireno soluble en agua con
1400, 4300 y 6800 Dalton como marcador de masa. Como se puede ver en la Figura 2, la 1,25-dihidroxivitamina D3
representa un componente principal del extracto de planta enriquecido de la invencion.

La Figura 3 muestra la caracterizaciéon del extracto de planta enriquecido de la invencioén, utilizando una separacion
cromatografica diferente del extracto purificado en una columna de Superdex-30 analitica. Se aplicaron partes
alicuotas de la fraccion a la hidrdlisis y se evaluaron para 1,25-dihidroxivitamina Ds. Se utilizé cobalamina con una
masa molecular de 1355 Dalton como marcador de masa. Como se puede ver en la Figura 3, la 1,25-
dihidroxivitamina D3 representa un componente principal del extracto de planta enriquecido de la invencion.

La Figura 4 muestra la eficacia de la extraccion calculada por la siguiente formula:
yf = VDM(extracto) * [QU(extraCto)/1 000] * ef

Como resultado de los experimentos en laboratorio, el factor de bondad obtuvo dos 6ptimos, que son aplicables
también a procesos a escala industrial.

La Figura 5 muestra la estructura del componente 1,25-dihidroxivitamina D3 tal como se revel6 por espectros UV, 'H-
NMR y 13C-NMR.

La Figura 6 muestra una caracterizacién cromatografica de capa fina de alto rendimiento de la preparacién obtenida
y una comparacién con estandares y con un gingko y un extracto de espino (véase el Ejemplo 3 (lll). Las
condiciones son las siguientes:

placas: gel de silice G con indicador UV 10x10cm Merck (Camag AG, Muttenz Suiza)

Disolvente: |acetato de etilo/acido férmico/acido acético/agua (100+11+11+26). preacondicionamiento de 45
minutos, duracion del ensayo 45 minutos

Deteccion: |reactivo Naturstoff (Camag AG, Muttenz Suiza)
Aplicacién:
Linea |quercetina (rf 0,88; 0,56 ug); hiperosido (rf 0,55; 1,25 ug); acido clorogénico (rf 0,42; 1,2 ug);
1: rutina (rf 0,37; 0,73 ug)
Linea |kaempferol (rf 0,90; 0,25 ug); isoquercitrina (rf 0,57; 1,25 ug); hiperésido (rf 0,54; 1,25 ug);
Linea |é&cido cafeico (rf 0,82; 0,1 pg); isoquercitrina (rf 0,57; 1,25 pg)

Linea |extracto purificado (Tanda 1; 41 pg; se indican quercetina y glucésidos de quercetina)
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Linea |extracto purificado (Tanda 2; 41 pg; se indican quercetina y glucosidos de quercetina)

Linea |extracto de ginkgo biloba (producto comercial; 10 pl)

Linea |extracto de espino (producto comercial; 201 pug)

Linea |Estandares idénticos a la linea 1

Linea |extracto comparativo purificado segun la técnica (cromatografia en Sephadex G-10) (muestra

9: comparativa de un extracto purificado en una columna de Sephadex G10). A pesar de la alta
tasa de enriquecimiento de la actividad de la vitamina D (2000 pg/g), virtualmente, no hay
flavonoles presentes.

La Figura 7 muestra la progresion del calcio en plasma durante el parto (paresia puerperal). La primera columna
muestra el extracto de planta purificado de la invencion (extracto purificado), la segunda columna muestra el
tratamiento con una sal de calcio como una aplicaciéon en bolo (Bovicalc, Boehringer Ingelheim, Alemania, aplicada
segun las instrucciones de los fabricantes). Como se puede ver, ambos tratamientos pueden prevenir una caida del
calcio en plasma por igual (con niveles ligeramente mejores de calcio con el extracto de planta purificado de la
invencion (extracto purificado) que con el estandar de calcio). Una caida de calcio en plasma es inevitable sin
tratamiento tal como se puede ver en la Figura 7.

Las columnas representan:

a.p: 24 horas antes del parto,

pp: a la paricion (parto);

mas-12: 12 horas después del parto;
mas-72: 72 horas después del parto;

La Figura 8 representa el curso del calcio en plasma alrededor del parto en vacas no tratadas.
La Figura 9 muestra la masa 6sea de la tibia derecha después de 6 meses de tratamiento en un modelo de rata para
osteoporosis (véase también el Experimento 4). Como se puede ver, el tratamiento con la composicién de la
invencion no solo evitd pérdida ésea inducida por ovariectomia, sino que la composicién aumenté la masa ésea en
la tibia en comparacion con los controles operados de forma simulada.

Ejemplos

Se pretende que los siguientes Ejemplos ilustren la invencion adicionalmente. No se pretende que limiten la materia
de la invencion a estas.

Ejemplo 1 - Extraccion

De los métodos de extraccién publicados para Solanum glaucophyllum, la extraccion con cloroformo-metanol fue el
procedimiento mas eficaz, sin embargo, el método no es utilizable para volimenes mayores e implica reactivos
toxicos. El otro método de extraccion publicado con agua produce una actividad de vitamina D inferior y es, por lo
tanto, también inferior al método de la presente invencion. En contraste, la presente invenciéon proporciona un
proceso optimizado técnicamente y ecoldgico para la extraccion y purificacion, preferiblemente de hojas secas, de la
planta Solanum glaucophyllum sin el uso de reactivos toxicos tal como se describe en el Ejemplo 1

Ejemplo 1A - Extraccién a escala de laboratorio (Proceso L)

Se sometié 1 g de hojas secas molidas de Solanum glaucophyllum a una extraccién con disolventes automatizada
con un instrumento ASE-100 (Dionex, EE. UU.). Como disolventes, se utilizaron los siguientes disolventes basados
en alcohol y se obtuvieron las masas (véase la Tabla 1).
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EtOh/H20 100% | 23,1 88 1,3 1,0 1,3 14,5 12 1 0,2
EtOh/H20 85% 22,1 197 8,2 6,4 1,3 41,8 33 1 1,4
EtOh/H20 75% 21,8 247 20,1 8,5 2,4 81,1 34 1 2,8
EtOh/H20 65% 22,3 311 23,1 8,8 2,6 74,3 28 2 4.2
EtOh/H20 50% 22,1 352 20,7 9,1 2,3 58,7 26 2 3,0
EtOh/H20 35% 22,3 313 20,6 7,3 2,8 65,6 23 2 3,1
EtOh/H20 25% 24,0 371 24,6 8,8 2,8 66,3 24 2 3,4
EtOh/H20 0% 23,3 315 16,8 5,8 2,9 53,5 19 1 1,0
MeOH 100% | 23,0 189 16,6 6,2 2,7 88,0 33 1 2,9
MeOH 65% 17,9 340 19,1 9,9 1,9 56,2 29 2 3,3
MeOH 25% 18,6 354 19,8 9,1 2,2 55,8 26 1 1,4
2-Propanol 100% | 17,7 124 2,1 2,2 1,0 171 18 1 0,3
2-Propanol 65% 17,9 326 19,1 6,3 3,0 58,4 19 2 2,3
2-Propanol 25% 18,0 363 17,5 4.9 3,6 48,2 13 1 0,6
n-butanol 100% 70 1,4 3,6 0,4 19,9 51 1 1,0

extracciéon: 1) modelo ASE-100 de Diones Instruments, Olten

extraccién a una temperatura de 50°C

rendimiento: 2) mg de extracto seco por g de materia prima

Suiza en las siguientes condiciones: 5 ciclos de

VDM: 3) VDM tal como se determina analiticamente por ensayo de 1,25-dihidroxivitamina D3 después de hidrélisis

Qu: 4) Glucésidos de quercetina después de hidrdlisis acida segun la Ph.Eur.

ef 5) factor de proceso empirico

yf 6) bondad ponderada del proceso, formula yf = VDM * [Qu/1000] * ef

La eficacia de la extraccion se calcul6 con la siguiente formula:

yf = VDM(extraCto) * [QU(extracto)/1 000] * ef

donde los términos [VDM] y [Qu] se calculan por g de extracto. El factor [ef] pondera factores empiricos tales como
costes, ecologia y calidad del extracto (por ejemplo, solubilidad). Como resultado de los experimentos en laboratorio,
el factor de bondad obtenido se presenta como una grafica en la Figura 4.

Los dos picos obtenidos a partir de la grafica en la Figura 4 segun la funcién anterior describen los méritos del
proceso, los cuales cumplen los criterios de la presente invencion y son satisfactorios y superiores a los métodos de
extraccién conocidos. La extraccién con otros disolventes adecuados y utilizados ampliamente es menos favorable
para obtener la composicion éptima de producto.
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El pico a una mezcla de disolvente de etanol/agua de 25/75 es de especial interés, porque el extracto seco posee
una excelente solubilidad en agua, lo que hace que un exiracto de este tipo sea adecuado para cualquier
administracion por via oral, por ejemplo, por medio de agua potable sin la necesidad de aplicar emulsionantes (como
es lo normal para las vitaminas liposolubles). El extracto obtenido con etanol/agua 65/35 tiene una solubilidad en
agua inferior y se puede utilizar en, por ejemplo, formulaciones no solubles en agua, por ejemplo, cuando se utilizan
emulsionantes, pero también en otras formas, tales como comprimidos, capsulas, etc., sin la necesidad de
emulsionantes.

Como resultado de los experimentos, la eficacia de la extraccion yf mayor que 3 es satisfactoria y superior a
métodos de extraccion conocidos y cumple los criterios de la presente invencion. La extraccion con otros disolventes
adecuados y utilizados ampliamente es menos favorable para obtener la composicion 6ptima de producto.

Los datos obtenidos de la purificacion del extracto obtenido del proceso en laboratorio EL son los siguientes:

Proceso EL |EtOH/H20:25/75

masa |contenido producto rendimiento de |factor de purificacion | %

g ppm [m*c] masa k/k VDM rendimiento
Materia 18
prima entrada |1 18 - -
Extracto salida 0,371 47 17 0,37 2,6 97%

Ejemplo 1B - Extraccion a escala industrial
1) Proceso EP

Se extrajeron 1000 kg de hojas secas de Solanum glaucophyllum (5-15% de contenido de agua) con 15-30'000 litros
(preferiblemente 25'000) de un 25/75 por ciento de una mezcla de etanol/agua (v/v), que contuvo un 0,1% de acido
ascorbico como estabilizador. Se realiz6 percolacion en 4 recipientes rellenados ciclicamente a 55°C durante 24
horas por ciclo en una planta del estado de la técnica a un caudal de 1000 litros/hora.

El pH de la fase liquida recibida se control6 y finalmente se ajusté a pH 5,5-6,5 mediante la adicién de acido acético.
Se recogi6 el extracto obtenido y se concentrd al vacio hasta un contenido de un 35% de materia no volatil. Se llevo
a cabo un tratamiento a temperatura alta tal como se describe anteriormente. Los datos obtenidos de la purificacién
del extracto obtenido del proceso EP son los siguientes:

Proceso EtOH/H20:25/75

EP
Masa |contenido producto rendimiento de |factor de | %
kg ppm [m*c] masa kg/kg purificacién VDM rendimiento
Materia
prima entrada |3308 |28 92'624 - -
Extracto salida |933 76 70'908 0,28 2,7 77%

II) Proceso EM

En vez de percolacion, también se puede utilizar un proceso de maceracién. Por lo tanto, se rellenaron 1000 kg de
hojas secas en un reactor de acero inoxidable apropiado con un mezclador y un sistema de calefaccion de doble
capa. Se afnadieron 9'000 litros de etanol-agua (40-80% p/p, que podia contener un 0,1% de acido ascérbico). La
mezcla se calent6 a 40-75°C (preferiblemente 55) durante 6-48 horas (preferiblemente 24) con agitacién seguido de
una separacion de liquido/sélido en un filtro prensa. Las hojas aisladas se extrajeron una segunda vez en el mismo
procedimiento utilizando 8'000 litros de mezcla de disolvente.
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Se filtr6 el extracto, se ajusto6 el pH a 5,5-6,5 con acido acético y se concentré en una unidad de evaporacién al vacio
en dos etapas hasta un contenido de un 25-50% de materia no volatil. Se llevd a cabo un tratamiento a temperatura
alta tal como se describié anteriormente. Los datos obtenidos del proceso EM son los siguientes:

Proceso EtOH/H20:25/75

EM
Masa |contenido producto rendimiento de |factor de | %
kg ppm [m*c] masa kg/kg purificacién VDM rendimiento
Materia
prima entrada | 200 26 5200 - -
Extracto salida (69,2 67 4'702 0,35 2,6 90%

IIl) Procesos EP+EM

Se sometieron ambos extractos concentrados de I) y Il) (Procesos EP y EM) a un tratamiento a temperatura alta tal
como se definié anteriormente y se utilizaron para la siguiente etapa directamente o se secaron por atomizacion, por
banda o liofilizaron.

Ejemplo 2 - Purificacion
Ejemplo 2A - Purificacién a escala de laboratorio (Proceso PL)

Se disolvieron aproximadamente 300 mg de extracto en bruto en 1 ml de agua (o una disolucion de
aproximadamente un 30% (p/v)) y se aplicaron en una columna de 9 ml de volumen de lecho, rellenada con la resina
que se iba a probar (la columna se preacondicioné segun sus especificaciones). Todas las disoluciones se aplicaron
con un caudal de aproximadamente 0,3 volimenes de lecho por minuto. La columna se lavé con 3 volumenes de
lecho de agua. Se realizd la eluciéon con 3 volumenes de lecho de etanol/agua 95/05 (v/v) y se recogieron los
eluyentes para andlisis. Las columnas se regeneraron con 3 volimenes de lecho de acetona. Las tres fracciones,
lavado con agua (D105/1A), elucion con etanol (D105/1B) y regeneracion con acetona (D105/1C), se recogieron,
evaporaron hasta secarse y se analizaron. La columna se acondiciond con 2 volumenes de lecho de etanol, seguido
de 2 volumenes de lecho de etanol al 50% y 4 volimenes de lecho antes de reutilizacion.

Purificacion de proceso en laboratorio (PL), la tabla describe todos los datos experimentales obtenidos en cuatro
ensayos:

* Ensayo 1: un extracto obtenido con disolvente etanol/agua 25/75 (v/v) y columna de Amberlite XAD1180
* Ensayo 2: un extracto obtenido con disolvente etanol/agua 25/75 (v/v) y columna de Amberlite XAD7HP
* Ensayo 3: un extracto obtenido con disolvente etanol/agua 65/35 (v/v) y columna de Amberlite XAD1180

* Ensayo 4: un extracto obtenido con disolvente etanol/agua 65/35 (v/v) y columna de Amberlite XAD7HP
Todos los ensayos se recogieron en las 3 fracciones: lavado con agua (A), eluato (B) y regenerado (C) segun la
descripcion del método anterior.

Los datos obtenidos del proceso PL son los siguientes:
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5 . 3 g g e g_ 8 ® g

c o |5 | D o < |7 | B Jag| T |2_|2 |€ |a=
S 5= |2 | E £ < El= ES| _~|£=/2 | £3|9%=
: £213 |3 |83 B2 . % 2i|B%|EB|5. 85 8¢
g s5|< | £ |F38 EE|SE|GCE| 28|55 |ca |G| 8 |SL
1A (lavado) 25/75 | 329 Amberlite | 235 | 0,8 0,02 | 71% | 3 0,1

XAD1180
1B (eluato) “ 54 143 | 5,36 | 16% | 266 | 78% | 99,7 | 99% | 2,67
1C “ 21 1,5 0,02 | 6% |73 1,0
(regenerado)
2A (lavado) 25/75 | 354 Amberlite | 251 | 0,9 0,01 | 71% | 4 0,0

XAD7HP
2B (eluato) “ 88 19,5 | 7,35 | 25% | 221 | 97% | 83,3 | 95 2,65
2C “ 36 0,1 0,16 | 10% | 3 4,6
(regenerado)
3A (lavado) 65/35 | 313 | 35 Amberlite | 193 | 0,9 0,05 | 69% | 5 0,2

XAD1180
3B (eluato) “ 66 19 6,69 | 24% | 287 | 77% | 101 | 93% | 2,84
3C “ 18 1,5 0,13 | 7% | 82 6,8
(regenerado)
4A (lavado) 65/35 | 349 | 29 Amberlite | 195 | 0,4 0,01 | 61% | 2 0,0

XAD7HP
4B (eluato) “ 87 21,8 | 6,55 | 25% | 250 | 98% | 75,1 | 86% | 3,33
4C “ 23 0,1 029 | 7% | 4 12,4
(regenerado)

1) Extracto en bruto obtenido con mezcla de disolvente etanol/agua
2) Cantidad de extracto disuelto en 1 ml de agua aplicado en columna

3) el extracto en bruto de etanol/agua 65/25 no es completamente soluble en 1 ml de agua, la parte no soluble
remanente se ponderd de nuevo

4) masa del extracto como mg por gramo de materia prima (hojas de Solanum glaucophyllum secas)

5) VDM como 1,25-dihidroxivitamina D total determinada analiticamente

6) Qu como quercetina determinada analiticamente después de hidrolisis

7) VDM en ppm (ug/mg) de extracto purificado obtenido

8) Rendimiento de VDM en eluato por material aplicado a columna

9) Quercetina en mg/mg de extracto purificado obtenido

10) Rendimiento de quercetina en eluato por material aplicado a columna

11) Cociente VDM/Qu en ug de 1,25-dihidroxivitamina D por mg de quercetina determinada analiticamente
Discusion:

La purificacion en Amberlite XAD-1180 y Amberlite XAD-7HP es superior a cromatografia en gel de silice y material
de Sephadex tal como se describe en la bibliografia (datos no mostrados).
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La cromatografia del extracto en bruto de Solanum glaucophyllum en Amberlite XAD-1180 produce un producto de
mayor solubilidad y de color mas claro. Sin embargo, la cromatografia en Amberlite XAD-7PH produce una masa
mayor y un VDM mayor, mientras que el rendimiento de quercetina fue ligeramente inferior. La pureza fue igual con
ambas resinas.

El cociente VDM/Quercetina es mayor cuando la extraccion se realiza con etanol/agua 65/35 que con 25/75 pero el
rendimiento de masa fue inferior.

El eluato, obtenido en las condiciones aplicadas, contiene Unicamente glucésidos de 1,25-dihidroxivitamina D3 y
glucosidos de quercetina (tal como se evidencia por HPTLC (Figura 6, linea 4)).

En la presente condicién para elucion con etanol/agua 96/04 (v/v), se obtuvo un rendimiento 6ptimo para VDE.
Ejemplo 2B - Purificacién a escala industrial
1) Proceso industrial (Ejemplo PF)

Se aplicaron 0,4 kg de un extracto en bruto (derivado del proceso EP (Ejemplo 1B 1))) en una columna de Amberlite
XAD-7HP de 4 | de volumen. Se obtuvieron 64 g de producto purificado con un contenido de 229 ppm de metabolito
de vitamina D (VDM, determinada analiticamente como 1,25-dihidroxivitamina D3) y un 17,7% de flavonoles
(determinados como quercetina después de hidrolisis acida). El producto purificado contuvo Unicamente quercetina
como componente de flavonol después de hidrdlisis.

Los datos obtenidos del proceso PF son los siguientes:

Proceso Amberlite XAD-7HP

PF
masa |VDM |Qu |producto |rendimiento factor de | factor de |Rendimiento
de masa purificacién purificacion Qu | 1)
VDM
kg ppm |mg/g |[m*c] kg/kg %

Extracto en
bruto 2) entrada | 0,400 |46 17 18,4 - - -

176.
Extracto 1) |salida 0,064 229 |8 15 0,48 5,0 10,4 80%

1) rendimiento de masa después de secado

2) se aplico extracto en bruto como una disolucion acuosa al 10% en la columna.

II) Industrial (Ejemplo PS)

Se aplicaron 9 | de una disolucién de extracto en bruto al 30% (derivada del proceso EM (Ejemplo 1B 1l))) en una
columna de Amberlite XAD-1180 de 35 | de volumen. Se obtuvieron 575 g de producto purificado con un contenido
de 322 ppm de metabolito de vitamina D (VDM, determinada analiticamente como 1,25-dihidroxivitamina D3) y un
15,9% de flavonoles (determinados como quercetina después de hidrélisis acida). El producto purificado contuvo
Unicamente quercetina como componente de flavonol después de hidrdlisis.

Los datos obtenidos del proceso PS son los siguientes:

Proceso Amberlite XAD-1180, media de 6 experimentos

PS
masa | VDM |Qu |producto |rendimiento factor de |factor de |Rendimiento
de masa purificacién purificacién Qu | 1)
VDM
kg ppm |mg/g |[m*c] kg/kg %
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Proceso Amberlite XAD-1180, media de 6 experimentos

PS
masa |VDM |Qu |producto |rendimiento factor de |factor de |Rendimiento
de masa purificacién purificacién Qu | 1)
VDM
kg ppm |mg/g |[m*c] kg/kg %

Extracto en
bruto 2) entrada |9 29 17 261 - - -

158
Extracto 1) |salida [0,575 322 |9 185 0,19 11,1 9,3 71%

1) Después de secado

2) Se aplicé una disolucion de 9 | que contiene un 30% de materia seca en 35 | de resina.

El extracto de planta enriquecido de la invencién obtenido con la etapa de purificacion 1) o Il) es una composicion
con un contenido estandarizado del metabolito de vitamina Ds activo 1,25-dihidroxivitamina Ds en una forma ligada
glucosidicamente y un contenido 6ptimo y uniforme del flavonol quercetina en el hueso, también presente en la
forma ligada glucosidicamente.

Ejemplo 3 - Caracterizacion de las propiedades del extracto de planta enriquecido
I) Caracterizacion del extracto de planta enriquecido en general:

La preparacion obtenida se analiz6 y se caracterizd en términos de sus componentes activos, ingredientes inactivos
y la ausencia de componentes téxicos, donde el producto se optimizé para un contenido minimo de componentes
téxicos y un minimo de pardeamiento/decoloracién durante las etapas de produccién. Particularmente, el extracto de
planta enriquecido, es decir, el producto obtenido por la preparacion descrita anteriormente (Ejemplos 1 y 2) se
caracterizé por las siguientes propiedades:

Contenido activo como 1,25-dihidroxivitamina Ds > 300 ug/g "
Contenido activo como quercetina > 150 mg/g
Contenido inactivo como carbohidratos (después de hidrdlisis acida)? < 750 mg/g
Contenido inactivo como proteina® < 20 mg/g
Contenido inactivo como grasa® < 20 mg/g
Contenido inactivo como acidos de planta, pigmentos y fitoesteroles <20 mg/g
Contenido inactivo como materia inorganica < 60 mg/g
Contenido inactivo como alcaloides < 0,5mg/g
Contenido téxico como residuos de metales pesados y pesticidas Segun la Ph.Eur.
T_iepe un cpciente de vitamir_1a D activa (expresada _como 1,25- 1-5*103
dihidroxivitamina D3) a flavonol activo (expresado como quercetina)

> mayor a 2ldeterminacion de carbohidratos
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< inferior a reductores (bibliografia)

Dal menos 15 veces superior al contenido en material en bruto S)precipitacion en 10% de &cido
tricloroacético

Yextraccion con hexano

II) Caracterizacion por componentes activos de vitamina Ds

La composicion, es decir, el extracto de planta enriquecido de la invencion preparado anteriormente, se caracterizd
ademas por la presencia de los componentes activos de vitamina D glucésidos de 1,25-dihidroxivitamina D con una
distribucion de la masa molar de 596,8 (416,6+180,2) a 4500 Dalton (una separacién cromatografica del extracto
purificado en una columna de Sephadex G25 analitica se muestra en la Figura 2). Se aplicaron partes alicuotas de la
fraccion a la hidrolisis y se evaluaron para 1,25-dihidroxivitamina Ds. Se utiliz6 poliestireno soluble en agua con
1400, 4300 y 6800 Dalton como marcador de masa. Una separacion cromatografica del extracto purificado en una
columna de Superdex-30 analitica se muestra en la Figura 3. Se aplicaron partes alicuotas de la fraccion a la
hidrélisis y se evaluaron para 1,25-dihidroxivitamina Ds. Se utiliz6 cobalamina con una masa molecular de 1355
Dalton como marcador de masa. Ademas, la composicion se caracteriz6 por la presencia de 13-glucopiranésido de

1,25-dihidroxivitamina D3 (véase la figura 5) tal como revelaron los espectros LC-MS, UV, 'H-NMR y 3C-NMR
21 2 24 2
20 23

HO 3

HO' I oI\ T OH
o—\——\¢-OH

CH,OH

ps
Una caracteristica adicional del extracto de planta enriquecido de la invencion es la ausencia de 1,25-
dihidroxivitamina D3 libre y 25-hidroxivitamina D3

Los datos analiticos del compuesto principal 1B-glucopiranésido de 1,25-dihidroxivitamina D3z son los siguientes:
Espectro LC-MS (POS, TIEMPO= 7,787:8,041):

m/z = 543 [M+H - 2 H20]*, 399[M + H - Glu]*, 381 [M + H - H20 - Glu]*, 363 [M+H - 2 H20 - Glu]*,
(véase; CTL: m/z = 399 [M+H - H20]*, 381 [M + H - 2 H20]*, 363[M + H - 3 H20]*,
(CTL = calcitriol);

Masa molecular (ESI-TOF):

Ca3Hs408 m/z [M+Na*]: calc. 601,3736

encontrada: 601,3711 Diferencia: 4,2ppm
CesH108016 m/z [M+Na*]: calc. 1179,7530

encontrada: 1179,7520 Diferencia: -0,8 ppm

Espectro UV:
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Los espectros UV mostraron dos maximos que solo se observan en compuestos CTL con grupo en la posicion C1-O.
UV [MeOH/H20 (9:1)]: Amax = 244,71.

Espectro ' H-NMR (400 MHz. CDCls, 40°C):

5[ppm] = 0,55 (s, 3H, 18), 0,94 (d, 3J(21,20) = 6,4 Hz, 3H, 21), 1,22 (s, 6H, 26/27), 3,30 (dd, 3J(2', 3) = 9,2 Hz, 3J(2',
1) = 7,6 Hz, 1H, 2), 3,38 (m, 1H, 5'), 3,48 (dd, 3J(4", 3) = 9,2Hz, 3J(4', 5') = 8,8 Hz, 1H, 4' 0 3'), 3,59 (dd, 3J(3", 2 =
9,2 Hz; 3J(3', 4') = 9,2 Hz; 1H, 3' 0 4'), 3,83 (dd, 2J(6b', 6a") = 12,0 Hz, 3J(6b, 5') = 4,8 Hz, 1H, 6b'), 3,93 (dd, 2J(6a’,
6b) = 11,6 Hz, 3J(6a', 5') = 3,6 Hz, 1H, 6a’), 4,17 (m, 3J(3a, 4B) = 5,6 Hz, 3J(3a, 4a) = 3,6 Hz, 1H, 3a), 4,36 (d, 3J(1",
2) = 7,6 Hz, 1H, 1), 4,45 (t, 3J(1B, 2) = 4,0 Hz, 1H, 1p), 5,15 (d, 2J(19E, 192) = 2,0 Hz, 1H, 19E), 5,30 (d, 2J(19Z,
19E) = 1,6 Hz, 1H, 192), 5,98 (d, 3J(7, 6) = 11,6 Hz, 1H, 7), 6,40 (d, 3J(6, 7) = 11,2 Hz, 1H, 6).

Espectro '3C-NMR (CDCls):

3[ppm]=12,1 (18), 18,8 (21), 29,2 (26/27), 62,5 (6'), 99,1 (1B), 117,1 (19E), 117,1 (192).

Asi, la presencia de 1B-glucopiranésido de 1,25-dihidroxivitamina D3 se identificé inequivocamente.

Ill) Caracterizacién de flavonoles vegetales

La composicion, es decir, el extracto de planta enriquecido de la invencion preparado anteriormente, se caracteriza
adicionalmente por la presencia de solo un flavonoide bioactivo, el flavonol quercetina en forma glucosidica. La
composicion de los glucésidos de quercetina se da en la Tabla 2 y se caracteriza como huella después de
cromatografia de capa fina de alto rendimiento segun la Figura 6. Se llevd a cabo caracterizacion cromatografica de
capa fina de alto rendimiento utilizando la preparacion obtenida y una comparaciéon con estandares y con un gingko
y un extracto de espino (véase el Ejemplo 3 (lll). Las condiciones son las siguientes:

placas: gel de silice G con indicador UV 10x10cm Merck (Camag AG, Muttenz Suiza)

Disolvente: |acetato de etilo/acido férmico/acido acético/agua (100+11+11+26). preacondicionamiento de 45
minutos, duracion del ensayo 45 minutos;

Deteccion: |reactivo Naturstoff (Camag AG, Muttenz Suiza)

Aplicacion: |Linea
1
Linea

Linea

Linea

Linea

Linea

Linea

Linea

quercetina (rf 0,88; 0,56 pg); hiperésido (rf 0,55; 1,25 ug); acido clorogénico (rf 0,42; 1,2 ug);
rutina (rf 0,37; 0,73 ug) (la linea contiene estandar de referencia de Fluka AG, Buchs Suiza)

kaempferol (rf 0,90; 0,25 pg); isoquercitrina (rf 0,57; 1,25 ug); hiperosido (rf 0,54; 1,25 ug); (la
linea contiene estandar de referencia de Fluka AG, Buchs Suiza)

acido cafeico (rf 0,82; 0,1 ug); isoquercitrina (rf 0,57; 0,125 ug); (la linea contiene estandar de
referencia de Fluka AG, Buchs Suiza)

extracto purificado (Tanda 1; 41 ug), se aplicaron 41 pg de extracto de planta enriquecido
purificado de la presente invencién. Se pueden separar quercetina, glucésidos de quercetina y
extractos de planta secundarios ubicuos, incluidos &cido cafeico y acido clorogénico (véase la
Figura 6).

extracto purificado (Tanda 2; 41 ug), se aplicaron 41 ug de extracto de planta enriquecido
purificado de la presente invencion. Se pueden separar quercetina, glucésidos de quercetina y
extractos de planta secundarios ubicuos, incluidos acido cafeico y acido clorogénico (véase la
Figura 6). Las lineas 4 y 5 muestran una ligera diferencia entre tanda y tanda.

extracto de ginkgo biloba (producto comercial, 10 pl) (extracto de ginkgo biloba comercial (Ceres
AG, Suiza));

extracto de espino (producto comercial, 201 pg) (extracto de espino comercial (Zeller AG,
Romanshorn, Suiza). Ambos extractos de la lineas 6 y 7 son de una composicién diferente);

Estandares idénticos a la linea 1 (Fluka AG, Buchs Suiza);
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Linea |extracto comparativo purificado segln la técnica (cromatografia en Sephadex G-10) (muestra

9 comparativa de un extracto purificado en una columna Sephadex G10). A pesar de la alta tasa
de enriquecimiento de la actividad de la vitamina D (2000 pg/g), virtualmente, no hay flavonoles
presentes.

El andlisis de la caracterizacién cromatogréafica de capa fina de alto rendimiento llevé a los siguientes resultados
(véase la Tabla 2):

Tabla 2: Contenido de flavonol del extracto de planta enriquecido de la invencion

Glucésidos de quercetina mg/g
Apiosil rutina 50 - 100
Rutina 120 - 200
Otros oligosacaridos de quercetina 5-50
Hiperdésido 5-20
Otros monoglucésidos de quercetina 10-50
Quercetina 2-50
Kaempherol <20

Debe mencionarse que la purificacién por cromatografia en resinas de Sephadex produce un producto de alto
contenido de 1,25-dihidroxivitamina Ds, sin embargo, por la ausencia virtual de flavonoles como se vio en la linea 9
de la Figura 5.

Ejemplo 3 - Experimentos que prueban la accion bioldgica del extracto de planta enriquecido de la invencién
1) Evaluacién de la actividad de vitamina D por medio de un bioensayo en codornices japonesas (Experimento 1)

De Rambeck et al. (véase Rambeck et al, Ann. Nutr. Metab. 30, 9-14, (1986)) se conoce que el ensayo de cascara
de huevo de codorniz se utiliza como un bioensayo simple para evaluar la actividad de vitamina D. Segun este
ensayo, las codornices japonesas (Coturnix japonica) en edad de poner huevos y seleccionadas para un rendimiento
de puesta de >80% se establecieron en una dieta deficiente en vitamina D que contiene todos los otros nutrientes en
cantidades 6ptimas. Después de aproximadamente 8 dias, el rendimiento de puesta como el marcador méas sensible
baj6 por debajo de un 10% Entonces, los animales de prueba se dividieron aleatoriamente en grupos de 10 animales
y se cambi6 la dieta a la misma dieta, pero suplementada con la sustancia que se iba a probar. El rendimiento de
puesta se controlé durante 21 dias junto con otros marcadores del metabolismo de la vitamina D, tales como
fosfatasa alcalina y calcio en plasma.

En el Experimento 1, tres grupos de codornices recibieron 100, 200 y 400 unidades internacionales de vitamina D3
por kg de alimento, 5 grupos recibieron 2, 8, 32, 128 y 514 mg / kg de extracto vegetal purificado y a un grupo se le
dio 1,25-dihidroxivitamina Ds sintética (1 pg / kg de alimento) y otro grupo recibi6é hojas secas molidas de Solanum
glaucophyllum (1000 mg / kg de alimento).

Tabla 3: Peso de la cascara de huevo (ESW) en g por dia y animal como parametro para la actividad de la vitamina
D en el bioensayo de codorniz japonesa

Sustancia de prueba y dosis dada dosis | Unidades por kg de alimento ESW [g] dias 5 - 21 +SD %
Vitamina D3 100 IUD 0,231 0,133
Vitamina D3 200 " 0,434 0,183
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Sustancia de prueba y dosis dada dosis | Unidades por kg de alimento ESW [g] dias 5 - 21 +SD %
Vitamina D3 400 |" 0,738 0,169
Extracto purificado 2 mg 0,017 0,029
Extracto purificado 8 " 0,187 0,164
Extracto purificado 32 " 0,687 0,152
Extracto purificado 128 " 0,802 0,071
Extracto purificado 512 |" 0,782 0,176
1,25(0OH)2Ds sintética 1 Hg 0,502 0,170
Hojas de Solanum glaucophyllum 1000 'mg 0,361 0,156

La evaluacién por analisis de probit de los pesos de la cascara de huevo mostré una actividad de vitamina D3 del
extracto purificado de aproximadamente 10,000 IUD/g, mientras que, en las hojas de Solanum glaucophyllum, se
encontré una actividad de vitamina D3 de aproximadamente 200 IUD/g (1 Unidad Internacional (IU) de vitamina D
(IUD) es el equivalente biolégico de 0,025 pg de colecalciferol/ergocalciferol). Por lo tanto, la composicién obtenida
tiene una actividad de vitamina D 50 veces mayor a la del material en bruto basico.

En adicion a la determinacion de la actividad de la vitamina D, el experimento revel6 una buena aceptaciéon del
extracto purificado en un amplio intervalo de dosificacion. Para la 1,25-dihidroxivitamina Ds sintética, se encontré un
margen terapéutico de 2 a 5 en pollos (véase Rambeck et al., supra), mientras que el extracto purificado se tolerd
bien en un intervalo de dosificacion de 32 mg/kg de alimento (comienzo del efecto) hasta 512 mg/kg de alimento sin
mostrar un descenso del rendimiento de puesta de huevos (ESW en la Tabla 3).

Ademas, el inicio de la puesta de huevos después del comienzo del tratamiento con el extracto purificado de
Solanum glaucophyllum fue mas rapido que con vitamina D3 tal como se puede estimar por el periodo de tiempo en
el que el rendimiento de puesta pasé del 50%. Por medio de tratamiento con extracto purificado, el periodo de
tiempo es de 24-48 horas, mientras que por medio de tratamiento con vitamina D3 es 48-72 horas.

Un hallazgo adicional es el aumento significativo del peso de los huevos en los grupos a los que se les dio el
extracto purificado en comparacién con el grupo estandar que recibié 400 IUD/kg de alimento tal como se muestra
en la Tabla 4 a continuacion.

Tabla 4: El peso medio del huevo recogido entre los dias 1 y 21 en el ensayo con codornices japonesas

Sustancia de prueba y dosis dada Peso del huevo g SD* g % p**
Vitamina D3 100 IUD/kg de alimento 9,61 0,74 90%

Vitamina D3 200 IUD/kg de alimento 10,40 0,60 97% ns***
Vitamina D3 400 IUD/kg de alimento 10,70 0,71 1,00 -
Extracto purificado 32 mg/kg de alimento 11,23 0,77 105% 0,034
Extracto purificado 128 mg/kg de alimento 11,27 0,67 105% 0,007
Extracto purificado 512 mg/kg de alimento 11,39 0,81 106% 0,007
1,25(OH)2Ds sintética ns***
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Sustancia de prueba y dosis dada Peso del huevo g SD* g % p**
1,0 pg/kg de alimento 10,58 0,80 99%

Hojas de Solanum glaucophyllum

*kk

ns
1000 mg/kg de alimento 10,50 0,56 98%

* desviacion estandar

** significacion obtenida por andlisis de varianza de una sola via

*kk

no significativo

II) Experimento con pollos de engorde para anomalias en las patas (Experimento 2)

En el experimento 2, pollos de engorde macho de un dia de edad se alimentaron con una dieta comercial que
contenia 1,000 IUD/kg de alimento de vitamina Dz a voluntad. Un grupo de control recibi6 una dieta no
suplementada, mientras en otros dos grupos la dieta se suplementd con 32 mg/kg y, respectivamente, 128 mg/kg del
extracto purificado correspondiente a 4,3 resp. 76.8 pg de 1,25-dihidroxivitamina D3 (determinado después de
hidrolisis in vitro del extracto). La Tabla 5 muestra la reduccién de discondroplasia tibial (DT) y otras anomalias en
las patas en pollos de engorde comerciales después de tratamiento con el extracto de planta enriquecido purificado
de la invencion de Solanum glaucophyllum.

Tabla 5: Tratamiento de discondroplasia tibial (DT) y otras anomalias en las patas en pollos de engorde comerciales
después del dia 14 de tratamiento

Sustancia de prueba y dosis dada Aparicién de DT |Apariciéon de otras anomalias en las |Animales sanos

(%) patas (%) (%)
Grupo de control 30,8 a 269 a 423 a
Extracto purificado 16 mg/kg 6,9 *b Ob 93,1b
Extracto purificado 64 mg/kg 0*b 3.2b 929b
1,25-Dihidroxivitamina D3 5 pg/kg (control 3.55 *b 3.55b 92.9b

positivo)

* significacion de tratamiento frente ab p < 0,05

IIl) Actividad en prevencién de un descenso en calcio en sangre durante el parto (Experimento 3)

La fiebre de la leche es una enfermedad metabdlica en animales productores de leche relacionada con la paricion,
cuando reconstituir la produccién de leche agota el calcio circulante en la sangre de la madre. La homeostasis del
calcio enddgeno no es capaz de movilizar suficiente calcio del alimento o hueso para prevenir una disminucion del
calcio en sangre. En ciertos casos, la concentracion baja de calcio induce paresia muscular. El tratamiento actual
consiste en aplicar grandes dosis de calcio alrededor del parto (véase The Merck Veterinary Manual, Parturient
Paresis in Cows).

En el experimento, se distribuyeron aleatoriamente vacas prefiadas a dos regimenes de tratamiento. Un grupo
recibié un producto comercial que contenia 42 g de sales de calcio por aplicacion en bolo. Se dieron cuatro bolos
alrededor del parto segun la recomendacién del fabricante. El producto de la presente invencién se dio en una dosis
Unica de 5 g entre 72 a 24 horas antes del parto. No se incluyé un grupo sin tratamiento por cuestiones éticas, una
disminucion peripartal en calcio en plasma esta bien documentada (véase la Figura 7, Goff JP, Horst RL. J Dairy Sci.
1997 Jan;80(1):176-86. Effects of the addition of potassium or sodium, but not calcium, to prepartum ratios on milk
fever in dairy cows.).
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Como resultado, una uUnica dosis de la composicion de la invencién fue capaz de prevenir un descenso en calcio en
plasma en la misma manera como cuatro aplicaciones de 43 g de calcio alrededor del parto tal como se ve en la
Figura 7.

IV) Actividad en un modelo animal para osteoporosis humana (Experimento 4)

La actividad del extracto de planta enriquecido de la invencién, que contenia ambos principios activos, 1,25-
dihidroxivitamina D3 (como 1B-glucopiranésido de 1,25-dihidroxivitamina Ds) y la quercetina flavonoide, en una matriz
natural se ha probado en un modelo de rata inducido por ovariectomia para osteoporosis menopausica humana, un
modelo preclinico para osteoporosis en ratas.

Se obtuvieron ratas hembra ovariectomizadas y comparieros de camada operados de forma simulada de 120 g de
peso (de Charles River Labs, L'Arbresle, Francia), y se separaron en grupos. Después de aclimatacion, se
alimentaron con una dieta de control (grupos simulados y ovariectomizados) o la misma dieta que contiene los
productos de prueba (sol y alendronato). El alendronato se probé como control positivo para validar el experimento.
El alendronato se introdujo en terapia antiosteoporosis humana. Durante el experimento, se recogio la sangre y orina
y se evaluaron los marcadores de recambio éseo y formacion. Después de 6 meses, se termind el experimento y se
midieron la ceniza de huesos y tomografia de rayos X.

Un experimento in vitro para demostrar la actividad del componente de quercetina de la presente composicion se
hizo en un cultivo de célula 6sea con libre de quercetina y libre de 1,25-dihidroxivitamina D3 como controles
positivos.

Como resultado global, se encontrdé un fuerte efecto inesperado para la composicién de planta enriquecida de la
invencion, que se puede explicar por una accién sinérgica de los dos principios activos, 1,25-dihidroxivitamina D3 y
quercetina. Asi, el tratamiento con la composicion de la invenciéon no solo evitd pérdida ésea inducida por
ovariectomia, sino que la composicién aumento la masa 6sea en la tibia en comparacién con los controles operados
de forma simulada en la Figura 9.
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REIVINDICACIONES

1. Método para preparar y purificar un extracto de planta a partir de la especie Solanum glaucophyllum que
comprende como componentes metabolitos de vitamina D3 presentes como glucoésidos de 1,25-dihidroxivitamina D3
en una concentracion de al menos 300 pg/g determinados analiticamente como 1,25-dihidroxivitamina D3 total y
glucosidos de quercetina en una concentracién de al menos 100 mg/g determinados como quercetina después de
hidroélisis acida, donde el método comprende las siguientes etapas:

a) extraer hojas a partir de la especie Solanum glaucophyllum utilizando un disolvente de mezcla de etanol/agua que
tiene una relacion (%) de etanol/agua de 80/20 a 50/50 o tiene una relacién (%) de etanol/agua de 35/65 a 20/80

(V)Y
b) purificar el extracto obtenido segun la etapa a), utilizando las etapas:

b1) aplicar el extracto de planta obtenido segln la etapa a) a una columna que comprende una resina polimérica no
i6nica, seleccionada de entre poliestireno, copolimeros de etireno divinilbenceno, polimeros de éter acrilico, y
resinas polifendlicas;

b2) lavar la columna con agua;
b3) eluir el extracto de planta de la columna;y
b4) concentrar y/o secar el extracto.

2. Método segun la reivindicacion 1, donde la etapa a) comprende la etapa de molido, percolacion y/o maceracion de
hojas secas a partir de la especie Solanum glaucophyllum.

3. Método segun cualquiera de las reivindicaciones 1 y 2, donde la mezcla de etanol/agua tiene una relacion (%) de
etanol/agua de 25/75 o de 75/25 (v/v) por extracciones de tipo percolacion o de 65/35 de etanol/agua (v/v) para
extracciones de tipo maceracién.

4. Método segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, donde la relacion (%) del disolvente de mezcla/farmaco es
de 9 (v/p) para extracciones de tipo percolacién o de 5 (v/p) para extracciones de tipo maceracion.

5. Método segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4, donde la etapa a) se lleva a cabo en un intervalo de
temperatura de 40°C a 60°C y donde la mezcla de disolvente en la etapa a) se ajusta a un valor de pH de 5,5 a 6,5.

6. Método segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5, donde el extracto obtenido segun la etapa a) y/o b) se
concentra o seca hasta un contenido de un 25-35% de materia no volatil.

7. Método segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 6, donde el extracto obtenido segun la etapa a) se somete a
tratamiento térmico comprendido entre un minimo de 100°C durante 30 a 40 segundos y un maximo de 145°C
durante 2 a 10 segundos.

8. Método segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 7, donde la resina polimérica no iénica se selecciona entre
resinas de Amberlite XAD incluidas Amberlite XAD-1, XAD-2, XAD-4, XAD-5, XAD-7, XAD-7HP, XAD-8 o XAD-1180.

9. Método segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 8, donde el extracto obtenido segun la etapa a) y/o b) se
seca por atomizacién, se seca por banda o se liofiliza.

10. Extracto de planta a partir de Solanum glaucophyllum obtenido u obtenible por el método segun cualquiera de las
reivindicaciones 1 a 9 que comprende como componentes:

metabolitos de vitamina D3 presentes como glucésidos de 1,25-dihidroxivitamina D3 en una concentracion de al
menos 300 pg/g determinados analiticamente como 1,25-dihidroxivitamina Ds total; y

glucosidos de quercetina en una concentracién de al menos 100 mg/g determinados como quercetina después de
hidrélisis &acida.

11. Extracto de planta segun la reivindicacion 10, que se caracteriza adicionalmente por un contenido de alcaloides
por debajo de 10 pg/g.
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Osteoporosis, profilaxis y tratamiento
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