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DESCRIPCION
Composicién farmacéutica para uso en el tratamiento de enfermedad inducida por virus
Campo técnico

La divulgacién se refiere a una composicién farmacéutica adecuada para el tratamiento o la prevencién de una
enfermedad causada por un virus, en particular el SARS COVID-19 en cualquiera de sus variantes. La prevencién de
la enfermedad incluye la administracién de la composicién farmacéutica al paciente antes o después del contacto con
una persona infectada.

Antecedentes

La mayoria de los coronavirus causan resfriados comunes o infecciones leves de las vias respiratorias. Sin embargo,
en el 2003 surgid un subgrupo del coronavirus como la variante SARS-CoV, que dio lugar a la epidemia de SARS en
2003. La epidemia supuso un brote de unos 8000 infectados, 800 de los cuales murieron en el periodo comprendido
entre 2002 y 2003. Desde el 2004 no se han notificado nuevos casos de infeccién por el virus del SARS-CoV.

En el 2012 se detectd un nuevo tipo de coronavirus al que se denominé MERS-CoV. EIl MERS-CoV pertenece al mismo
subgrupo de coronavirus que el SARS-CoV, pero se distingue genéticamente. Se han notificado més de 2.500 casos
hasta enero de 2021, incluidos 45 casos en el afio 2020. Alrededor del 35 % de las personas a las que se diagnostica
la enfermedad mueren a causa de ella.

La enfermedad por coronavirus 2019 (COVID-19) se identificéd por primera vez en Wuhan, China, en diciembre de
2019. El coronavirus 2 del sindrome respiratorio agudo severo (SARS-CoV-2) es una cepa de coronavirus causante
de la COVID-19 (enfermedad por coronavirus 2019), la enfermedad respiratoria responsable de la actual pandemia de
COVID-19. ElI SARS-CoV-2 es un virus de la especie coronavirus relacionado con el sindrome respiratorio agudo
severo (SARSr-CoV), relacionado con el virus SARS-CoV-1 que causé el brote de SARS de 2002-2004. Es de origen
zoonético y presenta una estrecha similitud genética con los coronavirus de murciélago, lo que sugiere que surgié de
un virus transmitido por murciélagos. El SARS-CoV-2 pertenece a la amplia familia de virus conocidos como
coronavirus. Es un virus de ARN monocatenario de sentido positivo (+ARNss), con un Unico segmento lineal de ARN
y una envoltura de membrana lipidica.

Los coronavirus infectan a los seres humanos, a otros mamiferos, incluidos el ganado y los animales de compafiia, y
a las especies aviares.

Los coronavirus humanos son capaces de causar enfermedades que van desde el resfriado comun hasta
enfermedades mas graves como el sindrome respiratorio de Oriente Medio (MERS, tasa de letalidad ~34 %). El SARS-
CoV-2 es el séptimo coronavirus conocido que infecta a las personas, después del 229E, NL63, OC43, HKU1, MERS-
CoV y el SARS-CoV original.

Una envoltura virica es la capa mas externa de muchos tipos de virus. Protege el material genético en su ciclo vital
cuando viaja entre células hospederas.

Habitualmente, las envolturas viricas suelen derivar de porciones de las membranas de las células hospederas
(fosfolipidos y proteinas), pero incluyen algunas glicoproteinas viricas. Las envolturas pueden ayudar a los virus a
evitar el sistema inmunitario del hospedero. Las glicoproteinas de la superficie de la envoltura sirven para identificar y
unirse a los sitios receptores de la membrana del hospedero. A continuacién, la envoltura virica se fusiona con la
membrana del hospedero permitiendo que la capside y el genoma virico entren e infecten al hospedero. Todos los
virus con envoltura tienen también una cépside, otra capa de proteinas, entre la envoltura y el genoma.

Los virus con envoltura poseen una gran adaptabilidad y pueden cambiar en poco tiempo para eludir el sistema
inmunitario. Los virus con envoltura pueden causar infecciones persistentes.

Muchos otros virus con envoltura, tal como VHB, VHC, VIH y los virus de la influenza, son patégenos para el ser
humano y tienen importancia clinica. Por lo tanto, existe la necesidad de desarrollar métodos de tratamiento adecuados
contra las enfermedades inducidas por virus con envoltura.

Los virus de la gripe A'y B son miembros del género Influenzavirus clasificado dentro de la familia de virus con envoltura
Orthomyxoviridae. Las cepas del virus de la influenza A infectan a una gran variedad de especies animales, incluidos
los seres humanos, los caballos, los cerdos, los mamiferos marinos y las aves, mientras que las cepas del virus de la
influenza B sélo parecen infectar a las personas.

En los seres humanos, las infecciones por los virus de la influenza A y B pueden causar enfermedades respiratorias
agudas y a veces graves en personas inmunocompetentes e inmunodeprimidas. La infeccién virica por influenza Ay
B se produce en epidemias anuales, a menudo con un rapido desarrollo de la enfermedad y propagacién de la
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infeccién. Estas epidemias pueden producirse en pequefios brotes localizados o como epidemias mundiales,
dependiendo del tipo de cepa prevalente. Periédicamente, como resultado de la continua evolucién de los virus de la
influenza A, se producen epidemias de la enfermedad que pueden tener un impacto significativo en la salud mundial.

La transmisién de la infeccién por el virus de la influenza se produce por inhalacién de gotitas que contienen virus
procedentes de portadores sintométicos o de secreciones respiratorias de portadores asintométicos. Las condiciones
del entorno, como la multitud, favorecen la transmisién de la infeccién. La replicacién del virus tiene lugar en las células
epiteliales cilindricas portadoras de cilios de las vias respiratorias superiores e inferiores y provoca la necrosis y el
rechazo de las células.

La mayor liberacién de virus tiene lugar entre 1 dia antes y 3-4 dias después del inicio de la enfermedad.

En el transcurso de una epidemia de influenza, la cepa virica prevalente puede estar presente en el 15-50 % de las
infecciones respiratorias que se producen en adultos y nifios. El espectro de la enfermedad puede variar desde una
enfermedad leve de las vias respiratorias superiores hasta una neumonia grave. La neumonia aguda debida a los
virus de la gripe A o B puede ser mortal, especialmente cuando se produce concomitantemente con infecciones
microbianas secundarias en pacientes de edad avanzada o inmunocomprometidos.

Los virus de la influenza se han asociado a brotes nosocomiales de infecciones respiratorias en salas de pediatria y
geriatria ("ancianos") y han provocado hospitalizaciones prolongadas y un aumento de la morbilidad y la mortalidad.

Los sintomas de la COVID-19 son variados, pero suelen incluir fiebre, tos, fatiga, dificultades respiratorias y pérdida
del olfato y el gusto. Los sintomas comienzan entre uno y catorce dias después de la exposicidén al virus. De las
personas que desarrollan sintomas perceptibles, la mayoria (81 %) desarrolla sintomas de leves a moderados (hasta
neumonia leve), mientras que el 14 % desarrolla sintomas graves (disnea, hipoxia o méas del 50 % de afectacion
pulmonar en la imagenologia) y el 5 % sufre sintomas criticos (insuficiencia respiratoria, shock o disfuncién
multiorganica). Al menos un tercio de las personas infectadas por el virus son asintomaticas y no desarrollan sintomas
perceptibles en ninglin momento, pero aun asi pueden propagar la enfermedad.

El virus que causa la COVID-19 se propaga principalmente cuando una persona infectada esta en estrecho contacto
con otra. Las pequefias gotas y aerosoles que contienen el virus pueden propagarse desde la nariz y la boca de una
persona infectada al respirar, toser, estornudar, cantar o hablar. Otras personas se infectan si el virus entra en su boca,
nariz u ojos. El virus también puede propagarse a través de superficies contaminadas, aunque no se cree que ésta
sea la principal via de transmisidn. La via exacta de transmisidn rara vez se demuestra de forma concluyente, pero la
infeccién se produce principalmente cuando las personas estédn cerca unas de otras durante el tiempo suficiente. Las
personas infectadas pueden transmitir el virus a otra persona hasta dos dias antes de que ellas mismas presenten
sintomas, al igual que las personas que no experimentan sintomas. Las personas siguen siendo infecciosas hasta
diez dias después de la aparicidn de los sintomas en los casos moderados y hasta 20 dias en los casos graves.

La COVID-19 deja a los individuos en la incertidumbre sobre si estan infectados, ya que el periodo de latencia puede
ser de hasta 14 dias. Ademas, muchas personas infectadas son asintomaticas. Asi, el individuo puede estar
propagando el virus a otras personas sin ser consciente de ello. Ademés, algunas personas no estan dispuestas a
vacunarse o a vacunar a sus hijos. Por ello, las autoridades sanitarias necesitan una alternativa a la vacunacion,
utilizada habitualmente para controlar la pandemia.

Los virus del herpes simple 1y 2 (VHS-1 y VHS-2), también conocidos por sus hombres taxondmicos alfaherpesvirus
humano 1 y alfaherpesvirus humano 2, son dos miembros de la familia Herpesviridae humana, un conjunto de nuevos
virus con envoltura que producen infecciones viricas en la mayoria de los seres humanos. Tanto el VHS-1 (que produce
la mayoria de los herpes labiales) como el VHS-2 (que produce la mayoria de los herpes genitales) son comunes y
contagiosos. Se pueden propagar cuando una persona infectada empieza a excretar el virus.

Aproximadamente 67 % de la poblacién mundial menor de 50 afios tiene el VHS-1. Se cree que aproximadamente el
47,8 % y el 11,9 % tienen VHS-1 y VHS-2, respectivamente. Dado que puede transmitirse a través de cualquier
contacto intimo, es una de las infecciones de transmision sexual mas comunes.

Los virus de la inmunodeficiencia humana (VIH) son dos especies con envoltura de lentivirus (un subgrupo de
retrovirus) que infectan a los humanos. Con el tiempo, causan el sindrome de inmunodeficiencia adquirida (SIDA), una
condicién en la que el fallo progresivo del sistema inmunitario permite que prosperen infecciones oportunistas y
canceres potencialmente mortales. Sin tratamiento, el tiempo medio de supervivencia tras la infecciéon por VIH se
estima entre 9 y 11 afios, dependiendo del subtipo de VIH.

Ademas, los enfoques vacunales contra el VIH y el VHS han fracasado hasta ahora y los elevados costes del
tratamiento antiviral excluyen del tratamiento a una gran parte de la poblacién mundial. Necesitamos formas de
restringir la propagacion del virus, incluidas formas de que las mujeres se protejan del VIH-1 y del VHS. La infeccidn
por VHS-2 es un cofactor de la transmisidén y adquisiciéon del VIH-1, por lo que se sugiere el control del VHS-2 como
medio para reducir la transmisién del VIH-1.
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Una etapa muy temprana de la infeccién virica es la entrada virica, cuando el virus se adhiere a la célula hospedera y
entra en ella. Se estan desarrollando varios farmacos "inhibidores de la entrada" o "bloqueadores de la entrada"” para
luchar contra el VIH. El VIH se dirige principalmente a los leucocitos del sistema inmunitario conocidos como "células
T auxiliares" e identifica estos objetivos a través de los receptores de superficie de las células T denominados "CD4"
y "CCRSY". Los intentos de interferir en la unién del VIH con el receptor CD4 no han conseguido impedir que el VIH
infecte a los linfocitos T auxiliares, pero se sigue investigando para intentar interferir en la unién del VIH con el receptor
CCRS5 con la esperanza de que sea mas eficaz.

El citomegalovirus (CMV) es un género de virus con envoltura del orden Herpesvirales, en la familia Herpesviridae, en
la subfamilia Betaherpesvirinae. Los humanos y los monos son sus hospederos naturales. Las 11 especies de este
género incluyen el betaherpesvirus humano 5 (HCMV, citomegalovirus humano, HHV-5), que es la especie que infecta
a los humanos. Entre las enfermedades asociadas al VHH-5 se encuentran la mononucleosis y la neumonia. En la
literatura médica, la mayoria de las menciones del CMV sin més especificacién se refieren implicitamente al CMV
humano.

Roodabeth B. et al. "An evaluation of Traditional Persian Medicine", publicado el 25 de nov. de 2020, ofrece una revisiéon
de un efecto médico de las plantas tradicionales persas, entre ellas el fenogreco (es decir, Trigonella foenum-graecum)
y su uso para tratar una enfermedad inducida por virus. Sen Debanjan et al.: "ldentification of potential inhibitors of
SARS-CoV-2 main protease and spike receptor from 10 important spices through structure-based virtual screening and
molecular dynamic study"', JOURNAL OF BIOMOLECULAR STRUCTURE & DYNAMICS, vol. 40, no. 2, 18 de
septiembre de 2020 (2020-09-18), divulga que los compuestos encontrados en el fenogreco han demostrado poseer
un efecto inhibidor sobre la proteasa principal y el receptor espiga del SARS-CoV-2 en ensayos in vitro.

Breve descripcion
La presente invencién se define mediante las reivindicaciones.

Es un objetivo proporcionar una composicién farmacéutica para uso en un método de tratamiento de una enfermedad
inducida por virus, en donde la composicién comprende un extracto de Trigonella foenum-graecum y opcionalmente
aditivos farmacéuticamente aceptables, en donde el método comprende la administraciéon de entre 20 mg y 250 mg
de extracto de Trigonella foenum-graecum al menos una vez al dia.

La Trigonella foenum-graecum (también denominada en la presente fenogreco o TFG) es una hierba anual
perteneciente a la familia de las leguminosas. La semilla de TFG es uno de los principales componentes del curry y
forma parte de la cocina tradicional india y asiatica. La TFG se considera seguro como componente alimentario
humano, potenciador del sabor y agente colorante. La semilla de TFG es rica en fitoquimicos, como proteinas,
saponina esteroidal, flavonoides, acidos tanicos, &cido estearico, aceites vegetales, alcaloide trigonelina y 4-
hidroxiisoleucina.

El extracto de TFG utilizado en la composicién farmacéutica de la presente invencién también se considera seguro y
puede utilizarse como componente alimentario humano. Por lo tanto, la composiciéon farmacéutica de la presente
invencién puede ser administrada libremente al paciente sin preocupaciones de riesgo. Como ocurre con todos los
compuestos quimicos, existe un nivel téxico, pero aln no se ha detectado.

La presente invencion ofrece ventajosamente a las personas que aln no se han vacunado, 0 son reacias a vacunarse
contra enfermedades para las que existen actualmente vacunas, una alternativa a las vacunas tradicionales. La
prevencién o el tratamiento de, por ejemplo, la COVID-19 permite a las personas asintomaticas participar de forma
ventajosa y segura en actividades sociales y laborales en grupos formados por individuos vulnerables a la enfermedad
sin temor a propagar el virus.

Las caracteristicas de las reivindicaciones independientes permiten alcanzar los objetivos anteriores y otros. Otras
formas de implementacién se desprenden de las reivindicaciones dependientes y de la descripcion.

Segun un primer aspecto, se proporciona una composicién farmacéutica para su uso en un método para el tratamiento
de enfermedades inducidas por virus, que comprende un extracto de Trigonella foenum-graecum y opcionalmente
aditivos farmacéuticamente aceptables.

En una posible realizacién del primer aspecto, el virus es un virus con envoltura, un Coronavirus, un Simplexvirus, un
Citomegalovirus, un Orthomixovirus y/o un Retrovirus. Estos géneros son virus con envoltura, es decir, virus que tienen
una membrana lipidica.

En una posible realizacién del primer aspecto, el virus es un Coronavirus relacionado con el Sindrome Respiratorio
Agudo Severo (SARSr-CoV), como SARS-CoV-1 0 SARS-CoV-2, un Virus del Herpes Simple 1 0 2, un Betaherpesvirus
Humano 5 (HCMV, citomegalovirus humano, HHV-5), un virus de la influenza A, B, C o D y/o un Virus de la
Inmunodeficiencia Humana 1 o 2 (VIH-1, VIH-2).
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En una posible realizacién del primer aspecto, dicho SARSr-CoV es una variante de linaje genético de preocupacion
(VOC), una variante bajo vigilancia o una variante de interés (VOI) segln la definicién de la Organizacién Mundial de
la Salud. Se conoce como VOC a una variante del SRAS-CoV-2 que cumple la definiciéon de VOI (véase mas adelante)
y que, mediante una valoracién comparativa, se ha demostrado que estd asociada a uno o mas de los siguientes
cambios en un grado de importancia para la salud publica mundial:

Aumento de la transmisibilidad o cambio perjudicial en la epidemiologia de la COVID-19; O
Aumento de la virulencia o cambio en la presentacién clinica de la enfermedad; O

Disminucién de la eficacia de las medidas sociales y de salud publica o de los diagnésticos, vacunas y terapias
disponibles.

Una VOI se conoce como variante del SARS-CoV-2:

. con cambios genéticos que se predice o se sabe que afectan a las caracteristicas del virus, como la
transmisibilidad, la gravedad de la enfermedad, el escape inmunitario o el escape diagnéstico o terapéutico; y

. Identificado como causante de una transmisién comunitaria significativa o de multiples conglomerados de la
COVID-19, en multiples paises con un aumento de la prevalencia relativa junto con un aumento del nimero de casos
a lo largo del tiempo, u otros impactos epidemiolégicos aparentes que sugieran un riesgo emergente para la salud
publica mundial.

Se conoce como VUM una variante del SARS-CoV-2 con cambios genéticos que se sospecha que afectan a las
caracteristicas del virus, con algunos indicios de que puede suponer un riesgo en el futuro, pero las pruebas de su
impacto fenotipico o epidemiolégico no estan claras en la actualidad, por lo que es necesario reforzar la vigilancia y
repetir la valoracién a la espera de nuevas pruebas.

Se espera que la comprension de los impactos de las variantes pueda evolucionar rapidamente, y que las Variantes
bajo Vigilancia designadas puedan ser facilmente afladidas/eliminadas.
Véase https://www.who.int/en/activities/tracking-SARS-CoV-2-
variants/?msclkid=6740ed46b67611ec92afe7354be42af5 para mayor detalles.

En una posible realizacidén del primer aspecto, el virus SARSr-CoV es un SARS-CoV-2 de tipo silvestre o una variante
de linaje genético Alpha (B.1.1.7), Beta (B.1.351), Gamma (P.1), Delta (B.1.617.2), Mink (variante de grupo
N439K/Y453F), y/u Omicron (B.1.1.529), Epsilon (B.1.427/B.1.429), Zeta (P2), Eta (B.1.525), Theta (P.3), lota
(B.1.526), Kappa (B.1.617.1), Lambda (C.37) o Mu (B.1.621).

En una posible realizacidén del primer aspecto, la enfermedad es un sindrome respiratorio agudo grave causado por el
SARS-CoV-1 o el SARS-CoV-2, como la COVID-19, herpes labial, causado por el virus del herpes simple 1, herpes
genital, causado por el virus del herpes simple 2 mononucleosis, neumonia, ambas causadas por el Betaherpesvirus
Humano 5, influenza (gripe), causada por los virus de la Influenza A, B, C y/o D, y/o sindrome de inmunodeficiencia
adquirida (SIDA), causado por el Virus de la Inmunodeficiencia Humana 1 o 2.

En una posible realizacién del primer aspecto, la composicién farmacéutica comprende ademas bentonita. En algunas
formulaciones de la composicién farmacéutica, la mezcla del extracto de Trigonella foenum-graecum y la bentonita se
comporta de forma sinérgica, es decir, el efecto del extracto se potencia con la presencia de la bentonita.

En una posible realizacién del primer aspecto de la composicién farmacéutica, la bentonita comprende 50 % en peso
0 mas de esmectita.

En una posible realizacién del primer aspecto, la composicién farmacéutica comprende de 1:10 a 10:1 en peso de
materia seca de extracto de Trigonella foenum-graecum en relacién con la bentonita.

En una realizacién de la invencién, el peso del extracto de Trigonella foenum-graecum en la composicién farmacéutica
es de al menos 0,01 % en peso de la composicién farmacéutica.

En una posible realizacién del primer aspecto, el peso del extracto de Trigonella foenum-graecum es a lo sumo
aproximadamente el 30 % en peso de la composicién farmacéutica, como a lo sumo aproximadamente el 25 % en
peso de la composicién farmacéutica, como a lo sumo aproximadamente el 15% en peso de la composicién
farmacéutica, como a lo sumo aproximadamente el 5% en peso de la composicién farmacéutica, como a lo sumo
aproximadamente el 1 % en peso de la composicidn farmacéutica, como a lo sumo aproximadamente el 0,5 % en peso
de la composicién farmacéutica, como a lo sumo aproximadamente el 0,25 % en peso de la composicién farmacéutica,
como a lo sumo aproximadamente el 0,15 % en peso de la composicién farmacéutica.
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La composicion farmacéutica de la invenciéon puede formularse de cualquier forma adecuada para la via de
administracién. En una determinada realizacién de la composicién farmacéutica, se formula como una disolucién para
pulverizar, un medicamento tépico, como una crema o una locién, una gragea para la garganta o un comprimido.
Cuando la composicién farmacéutica se administra a una membrana mucosa, suele ser en forma de aerosol o de
gragea. Por lo general, se prefiere un aerosol para la administracién a la membrana mucosa del pulmdn y las regiones
nasales, mientras que una gragea para la garganta o un comprimido bucodispersable son formas de administracién
adecuadas para las infecciones presentes en la garganta. Generalmente, la disolucién para pulverizaciéon es para
administracién nasal o pulmonar.

De acuerdo con una realizacién de la composicién farmacéutica, la gragea o comprimido es un comprimido
bucodispersable.

En una determinada forma de aplicacién del primer aspecto, el comprimido bucodispersable, la gragea o el comprimido
se administran por via sublingual o bucal. Convenientemente, cualquiera de estas formas administradas
sublingualmente se disuelve durante un periodo de tiempo de 1 a 20 minutos.

En una posible forma de realizacién del primer aspecto, la composicién farmacéutica comprende al menos 20 mg de
extracto de Trigonella foenum-graecum, como al menos 30 mg de extracto de Trigonella foenum-graecum, como al
menos 40 mg de extracto de Trigonella foenum-graecum, como al menos 50 mg de extracto de Trigonella foenum-
graecum, como al menos 60 mg de extracto de Trigonella foenum-graescum, como minimo 70 mg de extracto de
Trigonella foenum-graecum, como al menos 80 mg de extracto de Trigonella foenum-graecum, como al menos 900 mg
de extracto de Trigonella foenum-graecum, como al menos 100 mg de extracto de Trigonella foenum-graecum, como
al menos 110 mg de extracto de Trigonella foenum-graecum, como al menos 120 mg de extracto de Trigonella foenum-
graecum, como al menos 130 mg de extracto de Trigonella foenum-graecum, como al menos 140 mg de extracto de
Trigonella foenum-graecum, como al menos 150 mg de extracto de Trigonella foenum-graecum, como al menos 160
mg de extracto de Trigonella foenum-graecum, como al menos 170 mg de extracto de Trigonella foenum-graecum,
como al menos 180 mg de extracto de Trigonella foenum-graecum, como al menos 190 mg de extracto de Trigonella
foenum-graecum, como al menos 200 mg de extracto de Trigonella foenum-graecum, como al menos 210 mg de
extracto de Trigonella foenum-graecum, como al menos 220 mg de extracto de Trigonella foenum-graecum, como al
menos 230 mg de extracto de Trigonella foenum-graecum, como al menos 240 mg de extracto de Trigonella foenum-
graecum, como 250 mg de extracto de Trigonella foenum-graecum.

En una posible realizacién del primer aspecto, la composicién farmacéutica se administra al menos una vez al dia,
como dos veces al dia, como tres veces al dia, como cuatro veces al dia, como cinco veces al dia.

En una posible realizacién del primer aspecto, la composicién farmacéutica disminuye ventajosamente la capacidad
de replicacidn del virus. Dicho mecanismo podria incluir uno o méas de los siguientes: disminucién de la capacidad del
virus para adherirse a una célula hospedera, penetracion en la célula hospedera, inhibiciéon de la transcripcion del
acido nucleico en la célula hospedera y/o liberacién del virus y, por tanto, propagacién de célula a célula.

En una posible realizacién del primer aspecto, la composicién farmacéutica disminuye ventajosamente la capacidad
del virus para adherirse a una célula hospedera. Dicha estrategia es una de las estrategias antivirales que se basan
en la interferencia con la capacidad de un virus para infiltrarse en una célula objetivo. El virus debe pasar por una
secuencia de pasos para penetrar en una célula hospedera, empezando por unirse o adherirse a una molécula
"receptora" especifica de la superficie de la célula hospedera y terminando con el virus "desencapsulandose” dentro
de la célula y liberando su contenido. Los virus que tienen una envoltura lipidica también deben fusionar su envoltura
con la célula objetivo, o con una vesicula que los transporte al interior de la célula antes de que puedan
desencapsularse.

La etapa de fijacién de la replicacién virica puede inhibirse de dos maneras:

1. Uso de agentes que imitan la proteina asociada al virus (VAP) y se unen a un receptor celular. Esto puede incluir
componentes de extracto de Trigonella foenum-graescum de acuerdo con la invencién, que pueden actuar
ventajosamente como ligandos naturales del receptor.

2. Uso de agentes que imitan el receptor celular y se unen a la VAP. Esto puede incluir componentes de extracto de
Trigonella foenum-graecum de acuerdo con la invencién, que pueden actuar ventajosamente como miméticos de
receptores extrafios.

En una posible forma de implementacién del primer aspecto, la composicién farmacéutica disminuye ventajosamente
la capacidad del virus para penetrar en una célula hospedera. Una etapa muy temprana de la infeccién virica es la
entrada virica, cuando el virus se adhiere a la célula hospedera y entra en ella. El VIH, por ejemplo, infecta una célula
a través de la fusién con la membrana celular, lo que requiere dos participantes moleculares celulares diferentes, CD4
y un receptor de quimiocinas (que difiere segln el tipo de célula). Potencialmente, uno de los beneficios del uso de un
agente eficaz de bloqueo o inhibicién de la entrada es que potencialmente no solo puede prevenir la propagacién del
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virus dentro de un individuo infectado, sino también la propagacién de un individuo infectado a uno no infectado. Otra
posible ventaja del enfoque terapéutico de bloquear la entrada virica (a diferencia del enfoque actualmente dominante
de la inhibicién enzimatica virica) es que puede resultar mas dificil para el virus desarrollar resistencia a esta terapia
que para el virus mutar o desarrollar sus protocolos enzimaticos.

Los agentes antipenetracién actian bloqueando una bolsa en la superficie del virus que controla el proceso de
desprendimiento/penetracién. Este bolsillo es similar en la mayoria de las cepas de influenza, por ejemplo.

En una posible forma de implementacién del primer aspecto, la composiciéon farmacéutica disminuye ventajosamente
la capacidad de la membrana lipidica para permanecer intacta. En tal caso, la disminucién de la integridad de la
envoltura virica puede conducir a la apariciéon de agujeros y/o reduccioén de la capacidad de fusién con la membrana
celular de una célula hospedera, lo que puede disminuir ventajosamente la capacidad de unirse y penetrar en una
célula hospedera. Ademas, las envolturas pueden ayudar a los virus a evitar el sistema inmunitario del huésped, por
lo tanto, y sin el deseo de limitarse a ninguna hipétesis particular, la disminucién de la integridad de la envoltura virica
puede conducir a una disminucién de la capacidad del virus para evadir el sistema inmunitario, lo que conduce a la
remision de la enfermedad.

En una posible forma de implementacién del primer aspecto, la composiciéon farmacéutica disminuye ventajosamente
la capacidad del virus para replicarse y/o transcribir su material genético dentro de la célula hospedera. Los
componentes de extracto de Trigonella foenum-graecum de acuerdo con la invencién pueden actuar como anélogos
de nucleétidos o nucleésidos, que pueden desactivar ventajosamente las enzimas que sintetizan el ARN o ADN una
vez que se incorpora el anélogo, y/o inhibir las enzimas integrasa que integran el ADN sintetizado en el genoma de la
célula hospedera.

En una posible forma de implementacién del primer aspecto, la composicién farmacéutica disminuye ventajosamente
la capacidad del virus para traducir y procesar correctamente los péptidos nacientes dentro de la célula hospedera.
En una posible forma de implementacién del primer aspecto, la composicién farmacéutica se dirige ventajosamente a
hélices de ARNcd largas.

En una posible forma de implementacién del primer aspecto, la composiciéon farmacéutica disminuye ventajosamente
la capacidad del virus para liberar virus completos de la célula hospedera. De manera adecuada, el bloqueo de una
molécula llamada neuraminidasa que se encuentra en la superficie de los virus de la gripe, y también parece ser
constante en un amplio intervalo de cepas de gripe, puede prevenir ventajosamente la liberacién de particulas virales.

En una posible forma de implementacién del primer aspecto, la composicion farmacéutica efectlia ventajosamente un
cambio en una membrana celular de una célula hospedera. Este cambio puede comprender un cambio conformacional
de un componente de membrana proteica, un cambio en el potencial de membrana de esta membrana o un aumento
en la permeabilidad de esta membrana a iones y/o moléculas. Estos cambios pueden conducir a una disminucién en
la unién, penetracién y/o liberacion de virus.

El extracto de Trigonella foenum-graecum se puede obtener mediante cualquier método conocido por el experto en la
técnica para extraer componentes de materiales vegetales. En un segundo aspecto de la invencién, el extracto se
puede obtener mediante los pasos de:

a) poner en contacto semillas de Trigonella foenum-graecum y un solvente en una mezcla,

b) incubar esta mezcla durante al menos 2 horas, tal como durante al menos 3 horas, hasta que el embrién se libere
de las semillas

¢) opcionalmente calentar esta mezcla, y

d) recuperar un extracto liquido de esta mezcla mediante la separacién del material vegetal restante de la mezcla.

De manera adecuada, la incubacidn en el paso b) puede continuar hasta que el brote sea visible.

El método para preparar el extracto puede comprender ademas el paso de retirar el disolvente mediante secado por
pulverizacién. Por lo tanto, el extracto de Trigonella foenum-graecum en la composicién farmacéutica puede ser
particulas secadas por pulverizacién.

En una posible forma de implementacién del segundo aspecto, el método comprende ademas

f) congelar antes o después del calentamiento en ¢) durante al menos 3 horas, preferiblemente méas de 6 horas, tal
como 12 horas, y

g) opcionalmente, calentar la mezcla antes de la recuperacién del extracto.
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Descripcidn detallada
Extracto

Un método para la preparacién de un extracto de Trigonella foenum-graecum se puede encontrar en WO 08/125120.
De acuerdo con la descripcidn de la publicacién de la técnica anterior, las semillas de Trigonella foenum-graecum se
sumergen en agua para iniciar el brote antes de la extraccién. WO 17/207010 describe una composicidon que
comprende una mezcla de extracto de Trigonella foenum-graecum y bentonita. Los documentos WO 08/125120 y WO
17/207010 se incorporan a la presente mediante esta referencia.

En un aspecto de la invencién, el extracto de Trigonella foenum-graecum se deriva de material vegetal, tal como hojas,
ramas, flores, semillas, etc. En una realizacién adecuada, este material vegetal es semillas obtenidas de Trigonella
foenum-graecum.

El método para preparar este extracto puede comprender los siguientes pasos:
a) poner en contacto material vegetal de Trigonella foenum-graecum y un solvente en una mezcla,

b) incubar esta mezcla durante al menos 2 horas, tal como durante al menos 3 horas, hasta que el embrién se libere
de las semillas

¢) opcionalmente calentar esta mezcla, y
d) recuperar un extracto liquido de esta mezcla mediante la separaciéon del material vegetal restante de la mezcla.

El material vegetal puede ser fresco, congelado, seco o combinaciones de los mismos. En la realizacién preferida, el
material vegetal es semillas de Trigonella foenum-graecum, més preferentemente semillas secas de esta planta.

Con el fin de facilitar la extraccién de los ingredientes activos del material vegetal, este material vegetal se empapa en
un solvente, preferentemente agua. La mezcla de liquido y material vegetal se incuba durante al menos 2 horas, méas
preferentemente al menos 3 horas, preferentemente al menos 6 horas, incluso mas preferentemente al menos 12
horas, tal como al menos 24 horas. La incubacién usualmente se realiza a temperaturas entre 0 y 45 °C,
adecuadamente a temperaturas entre 10 y 40 °C. La incubacién debe continuar preferiblemente al menos hasta que
el brote sea visible.

Posteriormente, la mezcla que comprende el material vegetal empapado en un liquido se calienta, preferentemente a
una temperatura por encima de la coagulacién de proteinas. En un determinado aspecto, la mezcla se hierve.

La mezcla comprende material vegetal y un solvente fluido. La relacién en peso de este material vegetal y este liquido
en esta mezcla es adecuadamente de 1 a 1, o preferentemente menos material vegetal en peso tal como 1a 2, o
menos material vegetal en peso tal como 1 a 3, 0 menos material vegetal en peso tal como 1 a 4, o0 menos material
vegetal en peso tal como 1 a 5, 0 menos material vegetal en peso tal como 1 a 6, 0 menos material vegetal en peso
tal como 1 a 7, 0 menos material vegetal en peso tal como 1 a 8, 0 menos material vegetal en pesotalcomo1a9, o
menos material vegetal en peso tal como 1 a 10. En una realizacién preferida, la relaciéon en peso de este material
vegetal y este liquido es de 1 a 6.

Durante el calentamiento de la mezcla, se puede agregar fluido adicional al menos una vez para compensar el liquido
evaporado y el liquido absorbido por el material vegetal. El liquido se calienta preferentemente. El calentamiento puede
terminarse cuando el embrién se libera de las semillas, lo que se asocia con un aumento de la viscosidad de la mezcla.
De manera adecuada, el calentamiento no se continda mas de 10 minutos después de que el embrién haya sido
liberado.

Opcionalmente, la mezcla se congela (preferentemente a -18 °C) antes o después del paso de calentamiento durante
al menos 3 horas, preferentemente mas de 6 horas, tal como 12 horas 0 mas de 12 horas. Posteriormente, la mezcla
se puede someter a una segunda ronda de calentamiento antes de la recuperacion del extracto, por ejemplo, mediante
el retiro del material vegetal restante. Se espera que el paso de congelacién mejore aln més la liberaciéon de los
ingredientes activos del material vegetal.

El volumen de un extracto concentrado final que se origina a partir de %2 kg de material vegetal, tal como semillas, es
de aproximadamente 2 litros.

Para su conservacion, el extracto puede refrigerarse. Dependiendo de la aplicacion, el extracto puede diluirse en agua
o usarse tal cual. El extracto se puede concentrar adicionalmente mediante el retiro del solvente. El solvente se puede
retirar o reducir mediante cualquier medio adecuado, tal como filtracion por membrana, evaporacién, precipitacién,
extraccion, destilacion azeotrédpica, liofilizacion, secado por pulverizacidén y combinaciones de los mismos. Las
particulas secadas por pulverizacién pueden secarse posteriormente en un aparato de lecho fluido.
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El extracto acuoso de Trigonella foenum-graecum tiene tendencia a oler a sotolon. El olor puede ser considerado
desagradable por algunos usuarios y, por lo tanto, puede restringir la aplicacién del extracto. Los presentes inventores
han descubierto sorprendentemente que la cantidad de sotolon puede reducirse drasticamente mediante el secado
por pulverizaciéon del extracto. Por lo tanto, el extracto acuoso se seca preferentemente mediante secado por
pulverizacién para formar un polvo de fenogreco.

El extracto utilizado en la invencién se puede purificar para aislar el o los ingredientes activos mediante cualquier
método apropiado. Por lo tanto, el extracto se puede fraccionar mediante el uso de filtracién en gel, HPCL, extraccién,
precipitacion, etc. En un método actualmente Util, el extracto se fracciona usando HPLC. En un método especifico, el
o los ingredientes activos se incluyen en una fracciéon de extracto que se puede obtener mediante la realizacién de
cromatografia de fase inversa en un Lichroprep RP-18 de tamafio B (40-63um) (Merck) del extracto base utilizando el
siguiente gradiente: 0-1 min H>O/AcN 98:2, luego usando un gradiente constante de 1-40 min yendo al 100% y
recolectando la fraccion en el intervalo de tiempo entre 5y 10 min. El solvente del extracto purificado se puede retirar
o reducir mediante cualquiera de los métodos descritos anteriormente. En un aspecto de la invencién, el extracto
purificado se seca por pulverizacién.

En otro método de purificacién especifico, el extracto acuoso se puede tratar inicialmente con etanol para precipitar la
mayoria de los residuos vegetales y polisacaridos del extracto. El precipitado se puede retirar mediante sedimentacion
o centrifugacién. Para un almacenamiento més facil, el solvente se puede evaporar o retirar de otro modo para producir
un polvo. De manera alternativa, el extracto tratado con etanol se puede usar directamente en el proceso posterior. El
polvo se puede suspender posteriormente en agua y acidificar a pH 1-4, preferentemente pH 2, con un é&cido fuerte tal
como acido clorhidrico. El extracto acidificado se extrae con un solvente organico inmiscible en agua como el heptano.
Después de la agitacién, la capa orgénica y la capa acuosa se separan y la capa acuosa se trata con un agente
alcalino para obtener un pH superior a pH 9, preferiblemente aproximadamente pH 10. La fase acuosa alcalina se
extrae nuevamente con un solvente orgénico inmiscible en agua y se agita. Se obtiene un polvo sélido a partir de la
fase orgénica recuperada mediante el retiro del solvente mediante evaporacién, tal como mediante evaporacién a
presién reducida o secado por pulverizacion.

Bentonita

La bentonita es una arcilla de filosilicato de aluminio absorbente. La bentonita usualmente se forma a partir de la
intemperie o la diagénesis de la ceniza volcanica. Los diferentes tipos de bentonita generalmente llevan el nombre del
ion dominante, es decir, bentonita de sodio, bentonita de potasio, bentonita de aluminio, bentonita de hierro y bentonita
de calcio. En general, se prefiere la bentonita de sodio y calcio.

La bentonita de sodio se caracteriza por un alto poder de hinchamiento, a menudo absorbiendo hasta varias veces su
masa seca en agua. La bentonita de calcio es un adsorbente de iones y otros componentes y se caracteriza por un
poder de hinchamiento algo menor. La bentonita de calcio puede tener el ion de calcio intercambiado con el ion de
sodio para convertirlo en bentonita de sodio (denominado beneficio de sodio o activacién de sodio) para exhibir muchas
de las propiedades de la bentonita de sodio mediante un proceso de intercambio i6nico. Esta transformacién se puede
lograr agregando un compuesto de sodio soluble a la Ca-bentonita.

Como la bentonita es una arcilla natural, puede contener una mezcla compleja de componentes. En general, la
bentonita de la presente invencién comprende arcilla de esmectita. La esmectita se puede seleccionar, por ejemplo,
entre montmorillonita, beidelita, sauconita, hectorita de estevensita, saponita, nontronita, vermiculita y mezclas de las
mismas. También puede estar presente en la arcilla de bentonita caolin, ilita y/o clorita. La cantidad de esmectita en la
bentonita es generalmente superior al 50% en peso, tal como superior al 70 % en peso, y adecuadamente superior al
80 % en peso.

La esmectita se define en la mineralogia de arcilla como una arcilla 2:1, que consiste en una lamina octaédrica
intercalada entre dos laminas tetraédricas. Las esmectitas se componen de capas de ldminas de aluminosilicato
cargadas negativamente unidas por contraiones de equilibrio de carga tal como Na*y Ca?*. En presencia de agua,
estos cationes tienden a hidratarse, lo que obliga a las capas de arcilla a separarse en una serie de pasos discretos.
Esto hace que la esmectita se hinche.

Se entendera que la bentonita utilizada en la composicién de la presente invencién puede ser bentonita de origen
natural y no modificada, o cualquier fraccién de la misma enriquecida en un cierto componente y opcionalmente
modificada quimicamente, especialmente por intercambio de iones. La montmorillonita es hidréxido de silicato de
sodio, calcio, aluminio y magnesio hidratado que tiene la formula (Na,Ca)0,33(Al,Mg)2(Si4010)(OH)2:nH20. En una
realizacién, la arcilla de bentonita es montmorillonita.

En entornos acuosos, cada particula de esmectita se compone de una multitud de plaquetas submicroscépicas
apiladas en forma de sandwich con una capa de agua entre cada una. Una sola plaqueta tiene aproximadamente un
nanémetro de espesor y hasta varios cientos de nanémetros de diametro. Una vez que la arcilla esta hidratada, los
bordes de las plaquetas débilmente positivos se unen a las caras de las plaquetas cargadas negativamente. Se forma
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una estructura coloidal tridimensional, que explica la reologia caracteristica impartida por estas arcillas, es decir, un
aumento en la viscosidad.

La cantidad de esmectita en la composiciéon generalmente no es superior al 50% en peso. Para la mayoria de los
propésitos practicos, se utiliza una cantidad de aproximadamente 30% en peso o0 menos de arcilla de bentonita para
evitar una viscosidad, que no es deseable desde el punto de vista del usuario final. De manera adecuada, la cantidad
de esmectita es 10% en peso o menos, tal como 5% en peso o menos. Para obtener un efecto reductor de
microorganismos, incluso una pequefia cantidad de bentonita es adecuada. En general, la cantidad de esmectita es
0.0001% en peso o superior, tal como 0,001% en peso, 0,01% en peso, 0,1% o superior y preferiblemente 0,3% en
peso y superior.

Las arcillas de bentonita estan disponibles comercialmente bajo varios hombres comerciales, incluidos Van Gel B,
Veegum, Veegum F, Veegum HV, VeegumK, Veegum HS, Veegum Ultra, Veegum D, Veegum Pure, Veegum Ultra,
Veegum PRO, Veegum plus, Veegum T, Van Gel B, Van Gel C, Van Gel ES, Van Gel O, todas las marcas comerciales
de R.T. Compafiia Vandebilt. Las arcillas de bentonita también estan disponibles en Amcol International.

La arcilla de esmectita también se puede proporcionar sintéticamente, por ejemplo, siguiendo el método de Nakazawa,
H., Yamada, H. y Fujita, T. (1992): Sintesis cristalina de esmectita aplicando presidén y temperatura muy altas, Applied
Clay Science, 6, 395-401.

La bentonita se encuentra en muchas areas geoldgicas del mundo. Segun el Servicio Geoldgico Britanico, la bentonita
se produce en al menos 44 paises. Por lo tanto, la bentonita de sodio se produce, entre otros, en EUA en Dakota del
Sury en Wyoming. La bentonita de sodio también se produce en Turquia en la regién de Tokat Resadiye. La bentonita
mixta de sodio/calcio se extrae en Grecia, Australia, India, Rusia y Ucrania. La bentonita de calcio se extrae en
Mississippi y Alabama, Alemania, Grecia, Turquia, India y China. En un cierto aspecto de la invencidn, se prefiere una
bentonita producida en Dinamarca cerca de Rgdby.

El extracto de Trigonella foenum-graecum y la bentonita se pueden mezclar en cualquier proporcién que proporcione
el efecto deseado. En un cierto aspecto de la invencién, el extracto de Trigonella foenum-grascum a bentonita se
mezcla en una relacién en peso entre 1:10 a 10:1. De manera adecuada, la relacién en peso entre el extracto de
Trigonella foenum-graecum y la bentonita es de al menos 2:10, tal como 3:10. De manera similar, la relacién en peso
de bentonita a extracto de Trigonella foenum-graecum es preferiblemente al menos 2:10, tal como 3:10. En un aspecto
preferido, la relacién en peso entre el extracto de Trigonella foenum-graecum y la bentonita esta entre 4:10y 10:4.

Formulacién

La composicién puede comprender una variedad de componentes adicionales ademés del extracto de Trigonella
foenum-graecum. De acuerdo con un cierto aspecto de la invencién, cuando la composicién farmacéutica comprende
bentonita, el peso de la mezcla de extracto de Trigonella foenum-graecum y bentonita es de al menos 0,01% en peso
de la formulacién final, tal como al menos 0,05% en peso y adecuadamente al menos 0,1% en peso.

La composicién farmacéutica de acuerdo con la invencién se puede formular de varias maneras diferentes,
dependiendo del propésito del medicamento particular y el tipo de administracién. Esta dentro del alcance de un
experto en la técnica formular composiciones que estén de acuerdo con el tipo de administracién preferido.

La composicién que comprende el extracto y opcionalmente bentonita de acuerdo con la invencién se puede preparar
mediante cualquier técnica convencional, por ejemplo, como se describe en Remington: The Science and Practice of
Pharmacy 1995, editado por E. W. Martin, Mack Publishing Company, 192 edicién, Easton, Pa.

La composicién puede comprender aditivos farmacéuticamente aceptables tal como cualquier aditivo
farmacéuticamente aceptable usado convencionalmente, que debe seleccionarse de acuerdo con la formulacién
especifica, la via de administracién prevista, etc. Por ejemplo, los aditivos farmacéuticamente aceptables pueden ser
cualquiera de los aditivos mencionados en Nema et al, 1997. Ademas, el aditivo farmacéuticamente aceptable puede
ser cualquier aditivo aceptado dela "lista de ingredientes inactivos" de la FDA, que se puede descargar de
https:/iwww.fda.gov/drugs/drug-approvals-and-databases/inactive-ingredients-database-download.

Una realizacién preferida de la presente invencidn es proporcionar una composicién farmacéutica formulada para su
aplicaciéon en un area mucosa, tal como la mucosa presente en la cavidad nasal, cavidad bucal, laringe, traquea y
cavidad toracica.

Las composiciones para administracién tdpica pueden incluir componentes farmacéuticamente aceptables tal como
portadores, agentes tensioactivos, conservantes, agentes estabilizantes, amortiguadores, excipientes y emulsionantes
adecuados para este tipo de administracién. Los componentes adecuados para los sistemas de administracién tépica
se eligen preferiblemente de componentes que no causan irritacién o dolor excesivo o inevitable al receptor. Los
portadores incluyen diluyentes y proporcionan el medio en el que se disuelven, dispersan o distribuyen los
constituyentes farmacéuticos.
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La composiciéon de acuerdo con la invencién puede comprender, pero no se limita a, un portador tal como una base
liquida acuosa, emulsién o suspensién de particulas sélidas en un liquido.

La composicién de la invencién se puede aplicar a un area mucosa y el o los componentes activos pueden ejercer su
accién sobre la mucosa o después de la penetracion de la mucosa. La disponibilidad tépica de los compuestos activos
depende de varios factores, incluida su capacidad para disolverse en el portador (gel, crema - hidréfilo) y su capacidad
para penetrar en la mucosa, lo que requiere un cierto equilibrio hidréfobo-hidréfilo. Las formulaciones pueden requerir
la adicién de excipientes, tal como potenciadores de la permeacion y solubilizantes para facilitar cualquiera o ambos
de los procesos de transporte (disolucién en el vehiculo y difusién a través de la mucosa). Se ha descrito que los
aditivos, tal como alcoholes, alcoholes grasos, &cidos grasos, mono- di- o tri-glicéridos, monoéteres de glicerol,
ciclodextrina y derivados, polimeros, bioadhesivos, terpenos, agentes quelantes y agentes tensioactivos aumentan la
administracién transmucosa de fAdrmacos. Los alcoholes incluyen, pero no se limitan a, etanol, 2-propanol y polioles
tal como polietilenglicol (PEG), propilenglicol, glicerol, propanodiol. Esta dentro de la presente invencidn hacer uso de
estos excipientes.

Cualquier método, no limitado a lo mencionado anteriormente, para aumentar la administraciéon transmucosa esta
dentro del alcance de la presente invencién. Por lo tanto, el medicamento de acuerdo con la presente invencidén puede
comprender agentes tensioactivos tal como agentes tensioactivos idnicos y/o no ibnicos. Los agentes tensioactivos no
ibnicos adecuados incluyen, por ejemplo: etoxilatos de alcoholes grasos (alquilpolietilenglicoles); alquilfenol
polietilenglicoles; alquil mercaptano polietilenglicoles; etoxilatos de aminas grasas (alquilaminopolietilenglicoles);
etoxilatos de acidos grasos (acilpolietilenglicoles); etoxilatos de polipropilenglicol (Pluronic); polimero de carboxivinilo
(Polygel® HP), alquilolamidas de acidos grasos (polietilenglicoles de amida de acido graso); alquil poliglicésidos, N-
alquil-, N-alcoxipolihidroxi amida de acido graso, en particular N-metil-glucamida de acido graso, ésteres de sacarosa;
ésteres de sorbitol, ésteres de éteres de poliglicol de sorbitol y lecitina. Los agntes tensioactivos iénicos incluyen, por
ejemplo, lauril sulfato de sodio, laurato de sodio, polioxietilen-20-éter etilico, Laureth-9, dodecilsulfato de sodio (SDS)
y dioctil sulfosuccinato de sodio.

Los métodos para mejorar la administraciéon de farmacos a través de la administracién mucosa se pueden aplicar con
la presente invencién e incluyen cualquier medio para aumentar la absorcién, minimizar el metabolismo y/o prolongar
la vida media del ingrediente activo del medicamento tal como el extracto de Trigonella foenum-graecum. Estos medios
pueden incluir el uso de transportadores del tipo liposomas, ISCOM, nanoparticulas, microesferas, hidrogeles,
organogeles, polimeros u otras técnicas de microencapsulacion.

Comprimidos bucodispersables:

Los comprimidos bucodispersables han mejorado el cumplimiento del paciente y tienen algunas ventajas adicionales
en comparacién con otras formulaciones orales. También son formas de dosificacién unitaria sélidas, que se
desintegran en la boca en un minuto en presencia de saliva debido a los sUper desintegrantes en la formulacién. Por
lo tanto, este tipo de administracién de medicamentos ayuda a una administracién peroral adecuada en la poblacién
pedidtrica y geriatrica donde la deglucién es un problema. Varios cientificos han preparado comprimidos
bucodispersables siguiendo varios métodos.

Sin embargo, el método de preparacién més comuln es el método de compresidén. Otros métodos especiales son el
moldeo, la granulacién en estado fundido, proceso de transicidon de fase, sublimacién, liofilizacién, secado por
pulverizacién y método efervescente. Dado que estos comprimidos se disuelven directamente en la boca, su sabor
también es un factor importante. Se han tomado varios enfoques para enmascarar el sabor amargo de un farmaco.
Un numero de cientificos han explorado varios medicamentos en este campo. Al igual que todas las demés formas de
dosificacién sélidas, también se evalian en el campo de la dureza, friabilidad, tiempo de humectacién, absorcién de
humedad, prueba de desintegracién y prueba de disolucién.

Los métodos para la preparacion de comprimidos bucodispersables incluyen: Métodos de moldeo: Los comprimidos
formados por el proceso de moldeo son de estructura altamente porosa, lo que resulta en una alta tasa de
desintegracién y disolucidén. Este proceso incluye humedecer, disolver o dispersar los farmacos con un solvente y
luego moldear la mezcla humeda en comprimidos aplicando una presién mas baja en el moldeo por compresién, pero
siempre mas baja que la compresién convencional del comprimido. La mezcla en polvo se puede tamizar antes de la
preparacion para aumentar la disolucion. Los comprimidos moldeados tienen baja resistencia mecanica, lo que resulta
en erosién y rotura durante la manipulacion.

Métodos de compactacion: También existen métodos convencionales para la preparacién de comprimidos tal como
granulacién en seco, granulacién en himedo y compresion directa para la preparacién de tabletas bucodispersables.
Algunos super desintegrantes importantes, que se usan durante la preparaciéon de comprimidos bucodispersables, son
crospovidona, croscarmelosa de sodio, alginato de sodio, derivados del acido acrilico. El glicolato de almidén de sodio
se puede usar como sUper desintegrantes, asi como celulosa microcristalina y crosspovidona. al 2%-10%. Se ha
encontrado que la preparacién por método de compresién junto con la adicidén de suUper desintegrantes en la
concentracién correcta obedece a todas las propiedades de los comprimidos bucodispersables.
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Método de secado por pulverizaciéon: Los comprimidos bucodispersables estan hechos de gelatina hidrolizada o no
hidrolizada como agente de soporte para la matriz, manitol como agente a granel y glicolato de almidén de sodio o
croscarmelosa de sodio como agente desintegrante. Para mejorar la desintegracién y disolucién, se utilizan acido
citrico y bicarbonato de sodio. Finalmente, la formulacién se seca por pulverizacién en un secador por pulverizacién.
Los comprimidos bucodispersables preparados a través de este método se desintegran en menos de 20 segundos.

Método de liofilizacién: Este es un proceso muy popular para la preparacién de comprimidos bucodispersables. Los
comprimidos preparados por este proceso tienen baja resistencia mecanica, poca estabilidad a mayor temperatura y
humedad, pero una estructura amorfa brillante que resulta en un producto altamente poroso y liviano. Hay varias
patentes sobre esta tecnologia en particular.

En la medida en que la composicién farmacéutica se formula como una solucién para pulverizacién o una pastilla, se
pueden usar uno o mas de los siguientes aditivos en la formulacién: etanol, alantoina, solucién de amoniaco, &cido
citrico anhidro, acido ascoérbico, cloruro de benzalconio, acido benzoico, alcohol bencilico, betadex, acido bbérico,
hidroxianisol butilado, isoparafina C13-14/laureth-7/poliacrilamida, copolimero de arbdmero tipo b (alil pentaeritritol
reticulado), homopolimero de carbémero, homopolimero de carbdmero tipo a (alil pentaeritritol reticulado),
homopolimero de carbémero tipo b (alil pentaeritritol reticulado), homopolimero de carbémero tipo b (alil sacarosa
reticulada), homopolimero de carbémero tipo ¢ (alil pentaeritritol reticulado), carboximetilcelulosa de sodio, aceite de
ricino, monohidrato de 4cido citrico, caprilocaprato de cocoilo, colageno, copoliol de ciclometicona/dimeticona, amarillo
d&c no. 10, benzoato de denatonio, éter monoetilico de dietilenglicol, diisopropanolamina, adipato de diisopropilo,
dimeticona 100, laureth sulfosuccinato disddico, laurilsulfosuccinato disédico, docusato de sodio, edetato de disodio,
acido edético, fd&c verde no. 3, fd&c amarillo no. 6, glicerina, oleato de glicerilo, hexilenglicol, polietileno de alta
densidad, hialuronato de sodio, acido clorhidrico, hidroxietilcelulosa, hidroxipropilcelulosa, hipromelosa, alcohol
isopropilico, miristato de isopropilo, palmitato de isopropilo, acido isoestearico, acido lactico, laureth-4, aceite de
lavanda, lecitina, aceite de limén, mineral ligero aceite, limoneno, manitol, triglicéridos de cadena media, mentol,
laurato de metilo, salicilato de metilo, metilparabeno, cera microcristalina, aceite mineral, niacinamida, octoxinol-9,
octildodecanol, alcohol oleilico, parfum creme 45/3, PEG/ppg-18/18 dimeticona, aceite de ricino hidrogenado PEG-60,
éter metilico de peg-7, pentadecalactona, phenonip, fenoxietanol, acido fosférico, poloxamero, policarbofilo,
polietilenglicol, polioxil 20 cetoestearil éter, polipropilenglicol, polisorbato, hidréxido de potasio, ppg-15 estearil éter,
diestearato de éter de metilglucosa ppg-20, galato de propilo, propilenglicol, monolaurato de propilenglicol,
propilparabeno, &cido ricinoleico, sacarina de sodio, sd alcohol 40-2, sepineo p 600, diéxido de silicio, benzoato de
sodio, cloruro de sodio, hidréxido de sodio, lactato de sodio, lauril sulfato de sodio, fosfato de sodio, acido sérbico,
monolaurato de sorbitan, acido succinico, alcohol terc-butilico, diéxido de titanio, citrato trisédico dihidrato, trolamina,
trometamina, tiloxapol, goma xantana, etanol, hidroxitolueno butilado, copolimero de carbémero tipo c (alil pentaeritritol
reticulado), homopolimero de carbdmero tipo c (alil pentaeritritol reticulado), miristato de isopropilo, acido oleico,
propilenglicol, e hidréxido de sodio.

Las pastillas para la garganta son composiciones farmacéuticas disefiadas para disolverse en la cavidad bucal,
habitualmente por administracién sublingual o bucal. Preferiblemente, el extracto de fenogreco se administra junto con
bentonita para potenciar el efecto farmacéutico.

Los aditivos farmacéuticos aceptables para la pastilla para la garganta pueden incluir una o0 més de las siguientes
sustancias: acacia, acesulfamo de potasio, acido citrico, aspartamo, policarbofil de calcio, monohidrato de acido citrico,
dextratos, dextrosa, sabor a canela, falvor de menta, hidroxipropilcelulosa, estearato de magnesio, maltodextrina,
manitol, salicilato de metilo, aceite de menta, bicarbonato de potasio, povidona K30, diéxido de silicio, alginato de
sodio, bicarbonato de sodio, carbonato de sodio, fosfato de sodio, estearil fumarato de sodio, almidén pregelatinizado,
sorbitol, sucralosa, sacarosa, talco, goma de xantano.

Preferentemente, cuando la bentonita esté presente en la composicion, la mezcla del extracto de Trigonella foenum-
graecum y la bentonita esta presente en la misma composicién. Alternativamente, pueden suministrarse en un kit de
partes, es decir, una parte comprende el extracto de Trigonella foenum-graecumy la otra parte comprende la bentonita.

La solucién para rociar se administra como un aerosol (o niebla) en el area relevante del cuerpo. La pulverizacion
puede realizarse mediante un denominado nebulizador cominmente utilizado en el tratamiento de enfermedades o
trastornos respiratorios. Los nebulizadores utilizan oxigeno, aire comprimido o energia ultrasénica para descomponer
las soluciones y suspensiones en pequefias gotas de aerosol que se inhalan desde la boquilla del dispositivo. Un
ejemplo de un nebulizador Util es el nebulizador Philips InnoSpire Essence y el inhalador Beurer.

La pulverizacién también puede realizarse mediante un inhalador, tal como un inhalador de dosis medida (MDI), un
inhalador de polvo seco o un inhalador de niebla suave. Los inhaladores estan disefiados para administrar
medicamentos directamente a los pulmones a través de la propia respiracién de una persona. Esto puede beneficiar
a un paciente al proporcionar el extracto directamente a las areas de la enfermedad, permitiendo que la medicacién
tenga un mayor efecto sobre su objetivo previsto y limitando los efectos secundarios de los medicamentos debido al
tratamiento localizado. Los aerosoles generalmente estan por debajo de un tamafio de 6 micrémetros para permitir
que se administren a los alvéolos.
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Los aerosoles nasales incluyen una composicién farmacéutica liquida, que se insufla a través de la nariz. Los
dispositivos adecuados son bombas mecanicas de pulverizacién de liquido e inhaladores de dosis medidas (pMDI)
presurizados para uso nasal. Puede desearse limitar la fraccion de particulas respirables por debajo de 9 um para
evitar la inhalacién pulmonar de la composicién farmacéutica.

Los varios aspectos e implementaciones se han descrito junto con diversas realizaciones en la presente. Sin embargo,
los expertos en la técnica pueden entender y efectuar otras variaciones a las realizaciones descritas al practicar la
materia reivindicada, a partir de un estudio de los dibujos, la descripcién y las reivindicaciones adjuntas. En las
reivindicaciones, la palabra "que comprende" no excluye otros elementos o pasos, y el articulo indefinido "un" o "una"
no excluye una pluralidad.

Ejemplos
Ejemplo 1

Preparacién de un aerosol para administracion oral Se prepara una solucién acuosa del polvo de fenogreco
proporcionando 1962g de agua medida en un vaso de precipitados. Durante la agitacién suave, se agregaron 20,0g
de Versatil PC obtenido de Evonik Dr. Straetmans GmbH junto con 5,00g de extracto de fenogreco en el ejemplo 3.

La solucién acuosa se administrd a pacientes con Covid-19 mediante un nebulizador Philips InnoSpire Essence.
Ejemplo 2
Preparacién de pastillas para la garganta

Se agregaron los siguientes componentes a un recipiente durante la agitacién para obtener una mezcla en polvo:

iGeI de silice micronizado * :
Menta 19,50 kg

iEstearato de magnesio 511,00 kg

§Sorbitol (granular)

" Siloide AL-1

La mezcla de potencia se transport6é a una prensa de comprimidos y se obtuvieron comprimidos con un peso promedio
de 1044 mg.

Ejemplo 3
Preparacién de fenogreco en polvo

La preparacién de un extracto en polvo de semillas de Trigonella foenum-graecum (fenogreco) se realiz6 de la siguiente
manera: Se remojaron 500 g de semillas de Trigonella foenum-graecum en 2,5 | de agua durante aproximadamente
24 horas. Después del remojo previo, las semillas se cocinaron durante 20 minutos y los restos de las semillas se
retiraron de la mezcla.

El extracto acuoso se secd por pulverizaciéon para obtener un polvo de acuerdo con ISO9001:2008. El extracto acuoso
tenia un contenido de materia seca de 1,2-2,0 % en peso y una temperatura de 5 ° C. En un calentador de concentrado,
el extracto se calent6 a una temperatura de 62 ° C antes de la pulverizacién mediante un atomizador centrifugo (GEA
Niro) que funciona a 12.500 rpm. La temperatura de entrada del secador fue de 170 ° C y la temperatura de salida del
secador fue de 87 ° C. El polvo secado por pulverizacién se secé posteriormente en un lecho fluido a una temperatura
de 24 °C. El contenido de humedad en polvo del producto seco fue de 3,58% en peso y el tamafio de las particulas
estuvo principalmente en el intervalo de 5-30 um.

Debido a la baja materia seca del extracto de alimentacién, la densidad aparente del polvo fue baja, es decir, en el
intervalo de 0,08 a 0,1 kg/l. Un mayor contenido de materia seca de, por ejemplo, 15 % en peso podria haber producido
una mayor densidad aparente y particulas mas grandes.

Se observd que durante el secado por pulverizaciéon se evaporé una cantidad importante del sotolon presente en el
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extracto acuoso, lo que produjo un producto secado por pulverizacién con menos sabor desagradable a sotolon.
Ejemplo 4
Aislamiento viral y condiciones de crecimiento

Todo el trabajo con SARS-CoV-2 viable se realizé en un laboratorio BSL-3 aprobado. Se recuperaron aislados de
cepas ancestrales de SARS-CoV-2 (en lo sucesivo denominadas cepas de tipo silvestre) y variantes (Tabla 2) de
muestras de hisopo orofaringeo de pacientes y se propagaron. Se agregaron 500 pL de muestra faringea suspendida
con 4.5 mL de DMEM precalentado a 37 ° C con GlutaMAX, 2% de HI FBS, 1% de PS y 1% de anfotericina B (en lo
sucesivo, infeccion DMEM (iDMEM)) a células Vero E6 sembradas 24 h antes y cultivadas hasta confluencia en
matraces de cultivo T75. Los matraces de cultivo se incubaron durante 1 h en una mesa oscilante seguido de la adicién
de 15 mL adicionales de IDMEM. Los matraces de cultivo se incubaron durante tres a cinco dias o hasta que aparecié
un efecto citopatico (CPE) distinto y todas las células se separaron del matraz. Se aspird todo el contenido de los
matraces de cultivo, se transfirié a un tubo de centrifuga de 50 mL y se centrifugd 5 min. a 450 x g para depurar los
desechos celulares de la solucién concentrada. El sobrenadante se transfirié a un nuevo tubo y desde aqui se dividié
en alicuotas en porciones de 500 L y se almacend a -80 ° C. Ademas, 200 uL de sobrenadante se diluyeron 1073
veces en iDMEM y se sometieron a RT-PCR en tiempo real por duplicado.

Tabla 1 - Virus utilizados en los experimentos a lo largo de la tesis. El asterisco (*) implica que la cepa se aisl6 de
muestras de hisopado orofaringeo del paciente.

Tabla 1

Nombre | Cepa Referencia
§Tipo silvestre ESARS—COV—2 (cepa ancestral) gEste estudio*

éAlfa Variante del grupo B.1.1.7 del SARS-CoV-2 gEste estudio*

§Beta Evariante del grupo B.1.351 del SARS.CoV-2 gEste estudio*

§Delta EVariante del grupo B.1.617.2 del SARS-CoV-2 gEste estudio*

ﬁMink EVariante del grupo N439K/Y453F del SARS-CoV-2 gEste estudio*
iémicron Variante del grupo B.1.1.529 del SARS-CoV-2 gEste estudio*

Ensayo en placa

La cuantificacién del SARS-CoV-2 viable se realizd en ensayos de placas de alta sensibilidad utilizando células Vero
E6. Se sembraron aproximadamente 1x10"6 células Vero E6 por pocillo en placas de microtitulacién de 6 pocillos y
se incubaron durante la noche para permitir el establecimiento de una monocapa confluente de acuerdo con la seccién
3.1. Después de casi 24 h, la monocapa de células Vero E6 estaba lista para la infeccion con muestras que contenian
SARS-CoV-2.

Antes de la infeccion, se prepararon muestras que contenian virus y se diluyeron, si era necesario, en iDMEM,
asegurandose de que fuera posible contar las unidades formadoras de placa (UFP) en una de las diluciones. La
preparacién de las varias muestras del SARS-CoV-2 se explica en secciones separadas. Si se utiliza una solucién
concentrada de SARS-CoV-2 o0 muestras que contienen virus almacenadas a -80 ° C, las muestras se descongelaron
en un bafio de agua a 37 ° C antes de su uso.

Se retir6 cDMEM de las células Vero E6 y se colocaron 300 pL de suspensién de virus en la capa celular. La placa de
microtitulacion de 6 pocillos se incubd durante 1h en una mesa oscilante para evitar que las células se sequen.
Mientras tanto, se preparé el medio de recubrimiento. Se calenté DMEM con GlutaMAX, HI FBS al 3%, PS al 1% y
anfotericina B al 1% (en lo sucesivo, gel DMEM (gDMEM)) a 48 °C en un bafio de agua. Se licué agarosa al 3% en
DMEM con GlutaMAX en el horno de microondas durante 1-2min. Se mezcld una parte de agarosa al 3% licuada con
tres partes de gDMEM a 48 °C. A menos que se especifique lo contrario, la solucién de infeccién permanecié en los
pocillos cuando se aplicé la capa de gel. Se colocaron suavemente 3mL de recubrimiento de gel sobre las células Vero
E6 infectadas y se dejaron enfriar durante aproximadamente 5min antes de incubar la placa de microtitulaciéon durante
48-52h, a menos que se especifique lo contrario. 800 pL de solucién de formalina amortiguada neutra al 10%
(formaldehido) (Sigma-Aldrich Cat. No. HT5011) se colocé en el recubrimiento de gel para fijar la capa de células
infectadas durante al menos 1 h y un maximo de 24 h. Posteriormente, se aspird y descartd el exceso de formaldehido,
y se retiré suavemente el recubrimiento de gel utilizando un elevador de células. 1mL de solucién de cristal violeta de
Gram al 10% (Sigma-Aldrich Cat. No. 94448) a las células fijadas y se dejaron durante 2min antes de que las células
se enjuagaran con 3mL de solucién salina al 0.9% y se dejaran secar. Se examiné la placa de microtitulacién con
capas de células tefiidas, se fotografié y se contaron las UFP como se muestra en la Figura 1, que es una ilustracién
del método de ensayo de placa de alta sensibilidad. Con base en el valor Cq de las muestras que contienen SARS-
CoV-2, se diluyeron a una concentracién adecuada. Se retir6 cDMEM de las placas de 6 pocillos y se agregaron 300
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pL de muestra a cada pocillo. Las placas se incubaron durante 1h en una mesa oscilante. Se aplicaron 3mL de
recubrimiento de gel a cada pocillo y las placas se incubaron durante 48-50h antes de la fijacién con 800pL de
formaldehido durante 1h. Después, se retir6 el exceso de formaldehido junto con el recubrimiento de gel. La capa de
células infectadas se tiié con 1mL de violeta cristal durante 10min, seguido de enjuague con 3mL de solucidn salina
al 0,9% y examen.

Ejemplo 5
Inactivacién del virus SARS Covid-19

El polvo de extracto de fenogreco utilizado se extrajo especificamente de semillas de plantas de fenogreco de acuerdo
con un método patentado por Jens Steen Olsen en la patente DK2155222T3. La extraccién se realizé en otro lugar y
fue proporcionada por QUR Medical ApS. La disolucién del fenogreco siempre tuvo lugar aproximadamente 24 horas
antes del experimento y se almacend a 4 ° C a menos que se indique lo contrario.

Se disolvid polvo de extracto de fenogreco en iDMEM a una concentracién de 13,33 mg/mL. La solucién concentrada
de tipo silvestre de SARS-CoV-2 con una concentracién de 2x10"6 PFU/mL se mezcld 1:9 con extracto de fenogreco
disuelto y se incubé. En los momentos 10, 20, 30 y 40min después de la incubacién, se aspiraron 100uL de suspensién
de virus y se diluyeron en iDMEM precalentado a 37°C a una concentraciéon de 200 PFU/mL. Se agregaron 300uL de
muestra diluida a la capa de células Vero E6 en placas de microtitulaciéon de 6 pocillos por duplicado. Las placas de
microtitulacion se incubaron durante 1 h antes de aplicar un recubrimiento de gel, se incubaron durante 48-50h, se
fijaron y se tifieron como se describe en el Ejemplo 4. Se estableci6é un control positivo con virus y fenogreco, un control
negativo con fenogreco y sin virus, y un control negativo sin fenogreco y virus en el tiempo 0 después de la incubacién
junto con el experimento. La Figura 2 ilustra los resultados del ensayo de placa duplicado, en donde el control positivo
se diluye 10”5 veces (A1), el control positivo se diluye 10°4 veces (A2), el SARS-CoV-2 se trata con fenogreco durante
10min. (B), el SARS-CoV-2 se trata con fenogreco durante 20min. (C), el SARS-CoV-2 se trata con fenogreco durante
30min. (D), el SARS-CoV-2 se trata con fenogreco durante 40 min. (E), control negativo sin fenogreco o virus (F1), y
control negativo con fenogreco y sin virus (F2). Las puntas de flecha blancas muestran dafio en la capa de células
causado por el levantador de células al retirar el recubrimiento de gel, y no son placas.

En un segundo ejemplo de inactivacion del virus SARS Covid-19, el polvo de acuerdo con el ejemplo 3 se us6 en una
solucién acuosa al 0,25% en un estudio de unidad formadora de placa (PFU). El estudio se utiliza para describir el
namero de particulas de virus capaces de formar placas por unidad de volumen después del tratamiento con la solucién
acuosa durante un tiempo determinado.

Los nimeros de unidades formadoras de placa se miden en mezclas de reaccidn in vitro mediante métodos estandar
(Methods Enzymol. 1981;78(Pt A):315-25. Autores. R R Rueckert, M A Pallansch). Mas especificamente, el polvo de
extracto se disolvi6 al 2,5% en DMEM + 2% de FBS el mismo dia del experimento. Se agregaron 100pI de solucién
concentrada de virus (concentracién 2x10% PFU/mL) a la solucién en polvo y se mezclaron. Cada 10 minutos durante
40 minutos, se extrajeron 100yl de suspensiéon de virus y se diluyeron 10*4 veces en DMEM + FBS al 2%. Se
agregaron 300pl de la solucién de virus diluida a las células Vero E6 y se cultivaron en un ensayo de placa. En paralelo,
se realizaron ensayos de placa de control en los que la solucién en polvo sin virus se prueba con las células Vero EB6.
El ensayo de control no mostré efectos tdxicos en las células VERO E3.

Después del cultivo, se estima el nimero de particulas de virus sobrevivientes. Los resultados se muestran en la
Figura 18.

La Figura 18 muestra que la cantidad de PFU disminuye drasticamente cuando se trata durante 10 minutos con la
solucién acuosa al 0,25%. Después del tratamiento durante 40 minutos, la capacidad del virus SARS-CoV-2 para
formar PFU se redujo en un 99,6%.

Ejemplo 6
Prueba de extracto de fenogreco centrifugado

Se disolvid polvo de extracto de fenogreco en iDMEM a una concentraciéon de 13,33 mg/mL. A partir de la solucién de
fenogreco, una porcién se centrifugd a 2,000 xg durante 10 min. El sobrenadante se aspird a un nuevo tubo y el
sedimento se descartd. La solucidn concentrada de tipo silvestre de SARS-CoV-2 con una concentracién de 3,5x1075
PFU/mL se mezcl6 1:9 con solucidén de fenogreco y solucién de sobrenadante de fenogreco y se incubé durante 30
min. Después de la incubacién, las mezclas de tratamiento se diluyeron 1072 veces en iDMEM precalentado a 37°C y
se agregaron 300pL a la capa de células Vero E6 en placas de microtitulacién de 6 pocillos en cuatro réplicas. Las
placas de microtitulacién se incubaron durante 1 h antes de aplicar el recubrimiento de gel, incubar, fijar y tefiir como
se describe en el Ejemplo 4. La Figura 3 ilustra los resultados del ensayo de placa de las cuatro réplicas en las que el
control positivo se diluye 103 veces (A), el SARS-CoV-2 se trata con solucién sobrenadante de fenogreco después
de la centrifugacién (B) y el SARS-CoV-2 se trata con fenogreco para (C).
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Ejemplo 7
Pastillas de prueba que contienen extracto de fenogreco

Tanto las pastillas con extracto de fenogreco (pastilla activa) como las pastillas sin fenogreco (pastilla de placebo)
fueron hechas y proporcionadas por QUR Medical ApS. La composicidn de cada pastilla se enumera en la Tabla 2.

Tabla 2

? ‘ éPastiIIa activa gPastiIIa de placebo
Ingrediente Especificacién mg/pastilla mg/pastilla

§Extracto de fenogreco en polvo éJens Olsen 324,00 §0,00

iMentoI §T3764 51,33 §1,33

Menta 74603 9,50 9,50

M AL-1 E 551 §4,00 §4,00

iEstearato de magnesio, vegetal. E 470b §11,00 §11,00

Granulado de sorbitol E4200 100000 100000

Se disolvié una pastilla en 1 mL de iIDMEM. Se mezclaron 200uL de iDMEM con pastilla disuelta con 200uL de solucién
concentrada de tipo silvestre de SARS-CoV-2 con una concentracién de 8x10%6 PFU/mL. De esta manera, la mezcla
de tratamiento tenia una concentracién de fenogreco de 12mg de fenogreco en polvo por mL. La mezcla de tratamiento
se incubé durante 30min. Después de la incubacion, la mezcla de tratamiento se diluydé 5x102 veces en iDMEM
precalentado a 37 °C y se agregaron 300 pL a la capa de células Vero E6 en placas de microtitulacién de 6 pocillos.
Las placas de microtitulacién se incubaron durante 1h antes de aplicar el recubrimiento de gel, incubar, fijar y tefiir
como se describe en el Ejemplo 4. La Figura 4 ilustra uno de cada triplicado de cada concentracién de fenogreco en
el ensayo de placa, en donde las unidades formadoras de placa (PFU) de SARS-CoV-2 se tratan in vitro con las
pastillas activas y placebo. A-C ilustra el efecto de la solucién activa de pastillas con una concentracién de 12, 1,5y
0,75 mg/mL de fenogreco, respectivamente. D-F ilustra la pastilla de placebo sin fenogreco diluida 0, 8 y 16 veces,
correspondiente a las diluciones en A, By C, respectivamente. Las PFU se contaron a partir del ensayo de placa y se
ilustran en la Figura 5, en donde (A) es una grafica que ilustra la supervivencia del SARS-CoV-2 a diferentes
concentraciones de tratamiento con fenogreco. Se visualizan las pastillas activas comparadas con las pastillas de
placebo diluidas 0, 8 y 16 veces, respectivamente. (B) Muestra una disminucién significativa en la supervivencia del
SARS-CoV-2 al probar la pastilla activa contra el SARS-CoV-2 (x0: p=0,0023, x8: p=0,0049 y x16 p=0,0277). Los
resultados se analizaron mediante ANOVA bidireccional seguido de la prueba de comparacién multiple de Sidak. Los
datos se presentan como media + SD.

En un segundo ejemplo de inactivacién del virus SARS Covid-19 usando pastillas, se prepard una solucidén
concentrada disolviendo 209 mg de los comprimidos producidos en el ejemplo 2 en 400 mL de agua. La solucién
concentrada se diluy6 2 veces, 4 veces, 8 veces, 16 veces y 10° veces. La solucién concentrada y las diluciones se
probaron en virus SARS COVID-19 y placebo. Los resultados se indican en la siguiente tabla.

Tabla 3:

S Advo . Placbo
 Dilucien | PFU/B00ML | | PFUML | Dilucien PFU/00uL | PFUML
"""""" Nodilido 2 399600 | Nodiudo 20 | 3996000
o x 3 | 599400 | 2 o7 5394600
x4 5 999000 | x4 23 4595400
s i e— e S S G pErrie
— N e e TS . oo
.............. 5 O|UC|OnSO|UCIOn

concentrada 1075 14 4662000 concentrada 10° 14 4662000

La tabla muestra que est4 presente una infectividad dependiente de la respuesta a la dosis a medida que el nUmero
de PFU disminuye cuando aumenta la concentracion del extracto de fenogreco. Las pruebas de placebo o de control
no muestran la misma dependencia dosis-respuesta.
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Ejemplo 8
Prueba de viabilidad de células Vero E6
Linea celular humana y condiciones de crecimiento

Las células Vero E6 (clones de células de riién de mono verde africano) (ATCC® CRL-1586™) se mantuvieron en
matraces de cultivo de células T75 (Thermo Scientific™ Cat. No. 156499) con medio de Eagle modificado de Dulbecco
(DMEM) con GlutaMAX, suero bovino fetal inactivado por calor al 10% (HI FBS) y penicilina-estreptomicina (PS) al 1%
(10.000 unidades/mL de penicilina, 10.000 ug/mL de estreptomicina) (GibcoMR Cat. No. 15140122) (en adelante DMEM
completo (cDMEM)). Las células siempre se incubaron en una atmdésfera humidificada a 37°C que contenia CO2 al
5%, a menos que se indique lo contrario. Para los experimentos, las células Vero E6 se sembraron 24 h antes de
formar una monocapa en placas de & pocillos (Thermo Scientific™ Cat. No. 140675) o en matraces de cultivo T25
(Thermo Scientific™ Cat. No. 156367). cDMEM siempre se aspir6 antes del uso de placas de 6 pocillos y matraces de
cultivo T25.

Antes de la divisién celular, las células Vero E6 se lavaron tres veces con solucién salina amortiguada con fosfato
(PBS) estéril antes del tratamiento con 5mL de tripsina durante 5min, para romper la unién de las células Vero E6 a la
superficie del matraz de cultivo. Se agregaron SmL de cDMEM al matraz de cultivo celular para detener el efecto de la
tripsina. Las células se transfirieron a un tubo de centrifuga de 15 mL y se centrifugaron durante 2min. a 200 x g. El
sobrenadante se descarté y las células se resuspendieron en 6mL de cDMEM. Para las placas de 6 pocillos, se
sembraron 1 mL de células resuspendidas en cada uno de los 6 pocillos y se incubaron durante la noche (ON) para
formar una monocapa. Para los matraces de cultivo T25, se sembraron 2 mL de células resuspendidas en un matraz
de cultivo T25 con 3mL de cDMEM adicional y se incubaron para formar una monocapa.

Las capas de células Vero E6 en una placa de 24 pocillos se trataron con fenogreco a diferentes concentraciones para
evaluar los posibles efectos citotéxicos. El polvo de extracto de fenogreco se disolvié en iDMEM a una concentracion
de 12 mg/mL, a partir de la cual se realizé una fila de dilucién. Las diluciones de fenogreco que varian de 1 mg/mL a
12 mg/mL con un intervalo de 0,5 mg/mL se analizaron en la placa de 24 pocillos. Cada dia durante cuatro dias, las
capas de células se inspeccionaron manualmente utilizando un microscopio de campo claro y se tomaron fotografias
al cuarto dia después de que los pocillos se lavaron tres veces con PBS. La Figura 6 muestra imagenes representativas
capturadas en el cuarto dia. Las iméagenes de la Figura 6 muestran un extracto de las imagenes de microscopio de
campo claro de las capas de células Vero EB tratadas con diferentes concentraciones de fenogreco en el cuarto dia.
La concentracién minima mostrada es de 2 mg/mL, ya que las concentraciones méas bajas no mostraron efectos en la
capa de células. La concentracibn maxima mostrada es de 10 mg/mL, ya que las capas de células tratadas con
concentraciones mas altas mostraron un efecto citopatico. Por lo tanto, la interpretacién no se basa Unicamente en lo
que se muestra.

Ejemplo 9

Determinacién de la concentracidn inhibitoria del 50 % para la solucién concentrada de fenogreco de tipo silvestre del
SARS-CoV-2 con una concentracién de 4x10"5 PFU/mL se mezclé 1:9 con fenogreco disuelto en iDMEM,
obteniéndose concentraciones finales de fenogreco de 12, 6, 3, 1,5, 0,75, 0,375, 0,188, 0,0938, 0,0469 y 0,0234
mg/mL, respectivamente, y se incub6 durante 30 min. Las muestras de virus tratadas se diluyeron 10"2 veces en
iDMEM precalentado a 37 °C. Se colocaron 300 pL en células Vero E6 en placas de 6 pocillos por triplicado y se
incubaron durante 1 h en una mesa oscilante, antes de aplicar el recubrimiento de gel a cada pocillo. Los pocillos se
incubaron, se fijaron y se tifleron como se describe en el Ejemplo 4. Se produjeron triplicados de cada concentracion
en el ensayo de placas (Figura 7), en donde las células Vero EB se infectan con SARS-CoV-2 tratado con fenogreco.
Se realizaron diferentes concentraciones de extracto de fenogreco utilizado para el tratamiento por triplicado. Las
concentraciones de fenogreco utilizadas para tratar el SARS-CoV-2 durante 30 min. fueron: (A)=12 mg/mL, (B)=6
mg/mL, (C)=3 mg/mL, (D)=1,5 mg/mL, (E)=0,75 mg/mL, (F)=0,375 mg/mL, (G)=0,1875 mg/mL, (H)= 0,09375 mg/mL,
(1= 0,046875 mg/mL, (J)= 0,0234375 mg/mL, (K)= control positivo sin fenogreco, (L)= control negativo sin SARS-CoV-
2y fenogreco.

Los valores medios de las PFU contadas de la Figura 7 se muestran como una presentacién grafica en la Figura 8. La
linea roja y el asterisco indican la mitad de las PFU/mL para el control. La interseccién con el grafico y la linea roja
indica la concentracién teérica de fenogreco, que inhibiria el SARS-CoV-2 en un 50%. El experimento se realizd dos
veces, con diluciones adicionales entre 0,75y 0,375 mg/mL la segunda vez, Figura 9.

Ejemplo 10

Modo de unién de fenogreco

Se realizaron tres experimentos simultaneos en matraces de cultivo T25 con capas de células Vero E6 confluentes,
uno que sirve como control, uno con células tratadas con fenogreco y uno con virus tratado con fenogreco.
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Para la configuracién del control positivo (Figura 10A), la solucién concentrada de tipo silvestre de SARS-CoV-2 con
una concentracién de 4x10"5 PFU/mL se diluyé 10"4 veces en iDMEM precalentado a 37°C, lo que produjo una
concentracién de aproximadamente 40 PFU/mL. Se agregaron 700pL de SARS-CoV-2 diluido a la capa de células
Vero EB, se incubaron durante 1h en una mesa oscilante, seguido de la adicién de 10mL de iDMEM precalentado a
37°C adicional. Los matraces de cultivo se incubaron durante 6 dias.

Para los matraces de cultivo con una capa de células tratadas con fenogreco (Figura 10B), se disolvié fenogreco en
polvo en iDMEM para alcanzar una concentracién de 12 mg/mL aproximadamente 24h después del experimento. Se
agregaron 700uL de fenogreco disuelto a la capa de células Vero E6 y se incubaron durante 30min en una mesa
oscilante. Después de la incubacién, la capa de células se lavé cinco veces con IDMEM precalentado a 37°C, seguido
de la adicion de 700pL de SARS-CoV-2 de tipo silvestre diluido 10* veces (como se describe para el control positivo)
y la incubacién durante 1h en una mesa oscilante. A continuacién, se agregaron 10mL de iDMEM precalentado a 37°C
adicional a los matraces de cultivo y se incubaron durante 6 dias.

Para el matraz de cultivo donde la capa de células debe infectarse con SARS-CoV-2 tratado con fenogreco (Figura
10C), el extracto de fenogreco en polvo se disolvié en iDMEM para alcanzar una concentracién de 13,33 mg/mL. La
solucién concentrada de tipo silvestre de SARS-CoV-2 con una concentracién de 4x10*5 PFU/mL se mezclé 1:9 con
fenogreco disuelto, produciendo una concentracién final de fenogreco de 12 mg/mL y se incubd durante 30min.
Después de la incubacién, la mezcla de tratamiento se diluyd 103 veces adicionales en iDMEM precalentado a 37°C
y se agregaron 700pL a la capa de células Vero E6. Los matraces de cultivo se incubaron durante 1 h en una mesa
oscilante, seguido de la adicién de 10 mL de iDMEM precalentado a 37°C adicional. Los matraces de cultivo se
incubaron durante 6 dias. Para todos los matraces de cultivo, se aspiraron 650 yL de sobrenadante y se almacenaron
a -20°C antes de someterse a RT-PCR en tiempo real a las 0, 6, 22, 30, 45, 53, 69 y 144h después de la incubacién
(Figura 11). Ademas, se tomaron imagenes de las capas de células utilizando Moticam X (Motic ©) en un microscopio
de campo claro para observar el CPE (Figura 12).

Ejemplo 10

Microscopia electrénica de infeccion por SARS-CoV-2 tratada con fenogreco Se realizé microscopia electrénica (EM)
en dos tipos de capas de células Vero E6 infectadas con SARS-CoV-2 y se fijaron después de 1 y 16h de infeccién.
Para la primera configuracién, las células Vero E6 se sembraron en insertos de membrana en una placa de 6 pocillos
24h antes de la infeccién. La solucién concentrada de tipo silvestre de SARS-CoV-2 con una concentracién de 5x10"5
PFU/mL se traté en una proporcidén 1:9 con 13,33 mg/mL de fenogreco disuelto en iDMEM durante 30 min. Se retird
cDMEM de los pocillos y se agregaron 3 mL de solucién de SARS-CoV-2 tratada a cada pocillo, lo que resulté en una
concentracién final de 5x10%4 PFU/mL y se incubd durante 1h en una mesa oscilante. Los pocillos se incubaron
durante 1 y 16h adicionales, respectivamente, antes de vaciarse y fijarse con 1,5 mL de fijador de glutaraldehido (GA)
al 2% durante 1h a temperatura ambiente (RT). Los insertos de membrana se lavaron con solucién salina amortiguada
con tris (TBS) antes de tefiirse con tetréxido de osmio durante 1h. Después, los insertos de membrana tefiidos se
lavaron tres veces con PBS y se cortaron del inserto antes de que la membrana se enrollara alrededor de si misma y
se incrustara en una capsula de gelatina lista para EM.

Para la segunda configuracién, la solucién concentrada de tipo silvestre de SARS-CoV-2 con una concentracién de
5x10"5 PFU/mL se traté en una proporcién 1:9 con 13,33 mg/mL de fenogreco disuelto en iDMEM durante 30min. Las
células Vero E6 en matraces de cultivo T25 se infectaron con 5 mL de solucién concentrada de SARS-CoV-2 tratada
con fenogreco y se incubaron durante 1 h en una mesa oscilante. Los matraces de cultivo se incubaron durante 1y
16h adicionales, respectivamente, antes de aspirar el contenido, lavar las capas de células infectadas con PBS trice y
agregar 1mL de fijador de GA al 2%. Los matraces de cultivo se incubaron durante 1h a TA. Posteriormente, la capa
de células se raspd usando un elevador de células y todo el contenido de los matraces de cultivo se aspiré en un tubo
de centrifuga, se centrifugé a 200 x g durante 2min y se retiré el sobrenadante. Se agregaron 5mL de albumina de
suero bovino al 15% disuelto en TBS al sedimento celular, se mezclaron suavemente y se incubaron durante 30 min.
a TA. Después, las células resuspendidas se centrifugan a 1.000 x g durante 5min. El sobrenadante se aspiré y el
sedimento celular se recubrié cuidadosamente con fijador de GA al 2% en PBS y se incub6 durante la noche a 4°C.
Los granulos solidificados se recuperaron y procesaron para su incrustacién en epon antes de EM.

Para las infecciones fijadas 1h p.i., solo fue posible identificar algunas particulas de virus SARS-CoV-2 utilizando EM.
En la Figura 13A-B se muestran capas de células cultivadas en matraces de cultivo e infectadas con SARS-CoV-2 y
SARS-CoV-2 tratado con fenogreco, respectivamente. La Figura 13C-D muestra las capas de células cultivadas en
insertos de membrana e infectadas con SARS-CoV-2 y SARS-CoV-2 tratado con fenogreco, respectivamente. Las
puntas de flecha negras indican particulas de SARS-CoV-2 que infectan las células Vero EB6.

Las infecciones realizadas en insertos de membrana y fijadas 16h p.i. se muestran en la Figura 14. En las imagenes
del control positivo (Figura 14A-B), las puntas de flecha negras indican algunas de las particulas numéricas de SARS-
CoV-2, ya sea intracelular, extracelular o unidas a la membrana celular. Las células Vero E6 en insertos de membrana
tratados con fenogreco (Figura 14C-D) no mostraron signos de particulas de SARS-CoV-2.

En la Figura 15 se visualizan las infecciones realizadas en matraces de cultivo y fijadas 16h p.i. En las imagenes del
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control positivo (Figura 15A-B), las puntas de flecha negras muestran algunos de los nimeros de SARS-CoV-2, ya
sea intracelular o unido a la membrana celular. Las células Vero E6 tratadas con fenogreco (Figura 15C-E) no
mostraron signos de SARS-CoV-2. Sin embargo, las puntas de flecha blancas en la Figura 15E, que es una imagen
de primer plano de la Figura 15D, muestran posibles particulas de SARS-CoV-2. Sin embargo, la imagen de primer
plano no proporciona mas confirmacién de si se trata de particulas de virus.

Ejemplo 11
Aplicacién de fenogreco a la capa de células infectadas

El extracto de fenogreco se disolvié en iIDMEM a una concentraciéon de 60 mg/mL. Las células Vero E6 cultivadas en
una capa de células confluentes en 12 matraces de cultivo T25 se infectaron con 700 pL de solucién concentrada de
tipo silvestre de SARS-CoV-2 diluida 10"4 veces y se incubaron durante 1h en una mesa oscilante. Después, tres
matraces (denominados control) se llenaron con 5mL de iDMEM, tres matraces (denominados TO) se llenaron con 4
mL de iDMEM y 1 mL de solucién de fenogreco de 60 mg/mL, lo que produjo una concentracién de fenogreco de 12
mg/mL. Los seis matraces de cultivo restantes (tres denominados T20 y tres denominados T26, respectivamente) se
llenaron con 4mL de iDMEM. Se aspiraron 650 pL de sobrenadante de todos los matraces de cultivo y se almacenaron
a -20°C, lo que indica el punto de partida de la infeccién para todos los matraces de cultivo. Se agregaron 650 pL
adicionales de IDMEM a los matraces de cultivo T20 y T26 y todos los matraces de cultivo se incubaron durante 20h.
20h después de la infeccién (p.i.) Se agregé 1mL de solucién de fenogreco de 60 mg/mL a los matraces de cultivo
T20, lo que produjo una concentraciéon de fenogreco de 12 mg/mL. Se aspiraron 650 pL de sobrenadante de todos los
matraces de cultivo y se almacenaron a -20°C. Se agregaron 650pL adicionales de iDMEM a los matraces de cultivo
T26 y todos los matraces de cultivo se incubaron. 26 h p.i. Se agregé 1mL de solucién de fenogreco de 60 mg/mL a
los matraces de cultivo T26, lo que produjo una concentraciéon de fenogreco de 12 mg/mL. Se aspiraron 650pL de
sobrenadante de cada matraz de cultivo y se almacenaron a -20°C. Los matraces de cultivo se incubaron y a las 44 h
y 68 h p.i., respectivamente, se aspiraron 650pL de sobrenadante de cada matraz de cultivo y se almacenaron a -
20°C. Después, todas las muestras se descongelaron a TA. Las muestras que contenian fenogreco se centrifugaron
a 450 x g durante 5 min. y el sobrenadante se diluy6 2 veces en iDMEM. Todas las muestras se sometieron a RT-PCR
y se evaluaron los valores de Cq.

En la Figura 16 se ilustran matraces de cultivo que sirven como controles positivos, matraces de cultivo a los que se
agreg6 extracto de fenogreco inmediatamente después de la infeccién (T0), matraces de cultivo a los que se agregdé
extracto de fenogreco 20h p.i. (T20), y matraces de cultivo a los que se agregé extracto de fenogreco 26 h p.i., (T26).

Ejemplo 11
Fenogreco contra variantes de SARS-CoV-2

El extracto de fenogreco se disolvié en IDMEM a una concentracién de 13,33 mg/mL. Las variantes de SARS-CoV-2
y SARS-CoV-2 (ver Tabla 4 para las concentraciones de solucién concentrada) se mezclaron 1:9 con fenogreco
disuelto y se incubaron durante 30 min. Después, las muestras se diluyeron en iDMEM precalentado a 37 °C para
alcanzar el factor de dilucién final enumerado en la Tabla 4. Las muestras tratadas con SARS-CoV-2 se analizaron en
el ensayo de placas como se describe en la seccién 3.3, con excepcién del periodo de incubacién antes de la fijacién.
Para cada cepa de SARS-CoV-2, el periodo de incubacién antes de la fijacién se enumera en la Tabla 4. En la Figura
17, la disminucidn en las variantes de SARS-CoV-2 0 SARS-CoV-2 se ilustra en porcentaje.

B8 e
Nombre Cepa SARS-CoV-2 | Concentracién de solucion Factor de dilucién Incubacién
concentrada : :
Tipo 5 P
. SARS-CoV-2 : 4 x 10° PFU/mL : 1,000x : 2 dias
silvestre : : :
Alfa Variante del grupo B.1.1.7 8,21 x 104 PFU/mL 750x% 3 dias
Beta Variante del grupo B.1.351 5,58 x 10* PFU/mL 1,000x ‘ 3 dias
Delta Variante del grupo B.1.617.2 7,1 x 10* PFU/mL 2,500x 3 dias
Omicron Variante del grupo B.1.1.529 1 x 10% PFU/mL 5,000x 3 dias
Mink Variante del grupo N439K/Y453F ‘ 1,33 x 10° PFU/mL ‘ 2,500x 3 dias
Ejemplo 12

Anélisis estadistico para los Ejemplos 1 - 11

El anélisis estadistico se realiz6 utilizando GraphPad Prism versién 9.1.2 (GraphPad Software, EUA). Los métodos
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para evaluar la distribucién normal fueron la prueba de Anderson-Darling, la prueba de D'Agostino y Pearson, la prueba
de Shapiro-Wilk y la prueba de Kolmogorov-Smirnov. Si se aprobé la prueba de normalidad, se realiz6 ANOVA
unidireccional o bidireccional y la prueba de comparacién maltiple de Sidak. Todos los datos se presentaron como
media * desviacién estandar (SD). Los valores de P <0,05 se consideran estadisticamente significativos y se indican
como p<0,05 = * p<0,01 =**, p<0,001 = ***, p<0,0001 = ****,

Ejemplo 13
Estudio clinico exploratorio
Estrategia exploratoria

El estudio se bas6 en la prueba de pastillas con fenogreco producidas y proporcionadas por la empresa QUR Medical
ApS. El objetivo del estudio fue investigar el efecto de las pastillas de fenogreco en voluntarios inmediatamente o a
més tardar tres dias después de dar positivo en la prueba de COVID-19. Se probaron las siguientes pastillas en el
estudio: Pastilla activa que contiene 24 mg de extracto de fenogreco, pastilla activa que contiene 240 mg de extracto
de fenogreco y una pastilla de placebo.

Se recogié una muestra de hisopo orofaringeo, tomada por personal capacitado utilizando hisopos Universal Transport
MediumMR (UTM), y una muestra de saliva (min. 1 ml) tanto antes como después del consumo de las pastillas. Las
pastillas debian tomarse individualmente y durante un periodo de tiempo de 20 minutos después de recolectar el
hisopo orofaringeo inicial y la muestra de saliva. Todas las muestras se almacenaron en un refrigerador una vez
recolectadas y manejadas en bancos de flujo de aire laminar una vez en el laboratorio BSL-3.

Preparacién de muestras de hisopo orofaringeo y saliva

De las muestras de hisopo orofaringeo, 650 pL de muestra se sometieron a RT-PCR que sirvié como "valor Cq original".
Las muestras de saliva se diluyeron 4 veces en UTM para hacer las muestras menos viscosas para RT-PCR y para el
ensayo de placas. Se sometié una muestra de saliva diluida de 650 pL a RT-PCR que sirvié como valor de Cq original.
El material de muestra restante de las muestras orofaringeas y de saliva se almacend a -80 ° C hasta su anélisis
posterior.

Anélisis de muestras de hisopo orofaringeo y saliva

Con base en el valor de Cq original, la muestra se diluyé de acuerdo con la Tabla 1 en medio Eagle modificado de
Dulbecco precalentado a 37°C (DMEM) con GlutaMAX, suero bovino fetal inactivado por calor al 2% (HI FBS) y
penicilina-estreptomicina (PS) al 1% (10,000 unidades/ml de penicilina, 10,000 ug/ml de estreptomicina) (GibcoVR Cat.
No. 15140122) (en adelante, IDMEM completo). Las muestras y sus diluciones asociadas estaban listas para el ensayo
de placas.

Tabla 1 - Diluciéon de muestras de SARS-CoV-2 basadas en valores de Cq.

\Valor Cq original :100 1>29 :25-28,99 1<24,99
Dilucién :Sin dilucion 1100 1,000 110,000x
Resultados

Un total de 57 voluntarios participaron en el estudio clinico exploratorio. El resultado del estudio involucra los mismos
tipos de datos de dos grupos de prueba: 19 participantes que recibieron pastillas de fenogreco de 24 mg (grupo de
prueba 1) y 38 participantes que recibieron pastillas de fenogreco de 240 mg (grupo de prueba 2). Cuatro participantes
del grupo de prueba 1 recibieron pastillas de placebo ademés de pastillas activas. Los resultados de las pastillas de
placebo no mostraron ninguln efecto y, por lo tanto, los resultados especificos de las pastillas de placebo se excluyen
del siguiente procesamiento de datos y resultados.

Entre los participantes del grupo de prueba 1, el 68,42% fueron vacunados con al menos 2 dosis. Los participantes
completaron un cuestionario sobre los sintomas que habian experimentado durante la infeccién por SARS-CoV-2. No
se pudo observar ninguna relacién aparente entre el valor de Cq y el nimero o tipos de sintomas. No se realizé un
seguimiento de los sintomas de los participantes después del tratamiento.

Para tener en cuenta la variacién excesiva en los valores de Cq entre las muestras previas y posteriores, y para tener
en cuenta las unidades formadoras de placas (PFU) inciertas contadas en los ensayos de placas, se aplicaron los
siguientes criterios de exclusién:

El valor de Cq no debe diferir mas de 5 valores de Cq entre las muestras previas y posteriores al tratamiento
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Se debe contar un minimo de 33,33 PFU/mL en el ensayo de placas.
A continuacién, se muestran los resultados con y sin criterios de exclusién.

La Figura 19 muestra los resultados de las muestras de saliva antes y después del tratamiento con pastillas de
fenogreco de 24 mg. Se excluyeron cuatro participantes debido a muestras de saliva negativas de RT-PCR de SARS-
CoV-2 antes del tratamiento y, por lo tanto, el tamafio de la muestra de saliva fue de 15 participantes. Los valores
medios de ARN de PFU/SARS-CoV-2 en muestras posteriores al tratamiento fueron 170 mas bajos que en las
muestras previas al tratamiento. Al aplicar los criterios de exclusién, se observé una reduccién del 25% en los valores
medios de ARN de PFU/SARS-CoV-2 en las muestras después del tratamiento en comparacidn con el pretratamiento.

De los 38 participantes en el grupo de prueba 2, solo se han analizado 27. Entre todos los participantes del grupo de
prueba 2, 81,580 fueron vacunados con al menos 2 dosis. No se observé ninguna relacién aparente entre el valor de
Cqy el numero o tipos de sintomas.

La Figura 20 muestra los resultados de las muestras de hisopo orofaringeo antes y después del tratamiento con
pastillas de fenogreco de 240 mg. Se excluyeron seis participantes debido a muestras negativas de hisopo de RT-
PCR de SARS-CoV-2 antes deltratamiento y, por lo tanto, el tamafio de la muestra fue de 21 participantes. Se observd
una reduccién del 28% en los valores medios de ARN de PFU/SARS-CoV-2 en las muestras posteriores al tratamiento
en comparacién con las muestras tomadas antes del tratamiento. Si se aplican los criterios de exclusién, hubo una
reduccién del 27% en los valores medios de ARN de PFU/SARS-CoV-2 en muestras posteriores al tratamiento en
comparacién con las muestras tomadas antes del tratamiento.

La Figura 21 ilustra los resultados de la muestra de saliva antes y después del tratamiento. Se excluyeron cinco
participantes debido a muestras de saliva negativas de RT-PCR de SARS-CoV-2 antes del tratamiento y, por lo tanto,
el tamafio de la muestra fue de 20 participantes. Hubo una reduccién del 73% en los valores medios de ARN de
PFU/SARS-CoV-2 en muestras posteriores al tratamiento en comparacioén con el pretratamiento. Al aplicar los criterios,
la reduccidn posterior al tratamiento en ARN de PFU/SARS-CoV-2 fue de 240.

Los ejemplos de resultados para personas individuales que prueban la pastilla de fenogreco de 240 mg se muestran
en la Figura 22 A-B.

Ejemplo 14

Efecto anti-VHS y anti-VHS-| de extractos de plantas.

En la Figura 23, los extractos de semillas de plantas diluidos se incubaron durante 20 minutos con (A) HSV-2, (B) VIH-
1, Influenza A (C), CMV (D), Adenovirus (E) o RSV (F) antes de agregar el virus a las células diana. La cuantificacion
del virus se realizd en el dia 1-3 mediante ensayo de placa viral, ensayo indicador o inmunotincién. Datos
representativos de cuatro (A), tres (B 'y C) y dos experimentos independientes (D-F), media + /- SD de duplicados.
Ejemplo 15

Anélisis estadistico para los ejemplos 13 - 14

El analisis estadistico se realiz6 utilizando GraphPad Prism versién 9.1.2 (GraphPad Software, EUA). Se realizaron
pruebas de comparacion multiple de Sidadk y ANOVA unidireccional. Todos los datos se presentaron como media +

desviacion estandar (SD). Los valores de P <0,05 se consideran estadisticamente significativos y se indican como
p<0,05 =* p<0,01 =** p<0,001 = *** p<0,0001 = ****
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REIVINDICACIONES

1. Una composicién farmacéutica para usarse en un método para el tratamiento de una enfermedad inducida por virus,
en donde la composicibn comprende un extracto de Trigonella foenum-graecum y opcionalmente aditivos
farmacéuticamente aceptables, donde el método comprende la administracién de entre 20 mg y 250 mg de extracto
de Trigonella foenum-graecum al menos una vez al dia.

2. La composicidén farmacéutica de acuerdo con la reivindicacién 1, donde el virus es un virus envuelto, Coronavirus,
un Simplexvirus, un Citomegalovirus, un Orthomixovirus y/o un Retrovirus.

3. La composicién farmacéutica de acuerdo con la reivindicacidén 2, donde el virus es un Coronavirus relacionado con
el Sindrome Respiratorio Agudo Severo (SARSr-CoV), tal como SARS-CoV-1 o SARS-CoV-2, un Virus del Herpes
Simple 1 0 2, un Betaherpesvirus Humano 5 (HCMYV, citomegalovirus humano, HHV-5), un virus de la Influenza A, B,
C o D y/o un Virus de Inmunodeficiencia Humana 1 o 2 (VIH-1, VIH-2).

4. La composicion farmacéutica de acuerdo con la reivindicacién 3, donde este virus SARSr-CoV es un tipo silvestre
de SARS-CoV-2 o una variante de linaje genético Alfa (B.1.1.7), Beta (B.1.351), Gamma (P.1), Delta (B.1.617.2), Mink
(Grupo N439K/Y453F) y/u Omicron (B.1.1.529), Epsilon (B.1.427/B.1.429), Zeta (P.2), Eta (B.1.525), Theta (P.3), Ilota
(B.1.526), Kappa (B.1.617.1), Lambda (C.37) o Mu (B.1.621).

5. La composicidén farmacéutica de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones anteriores, donde la enfermedad
es COVID-19, herpes labial, herpes genital, mononucleosis, neumonia, influenza (gripe) y/o sindrome de
inmunodeficiencia adquirida (SIDA).

6. La composicién farmacéutica de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones anteriores, donde esta composicién
farmacéutica se formula como una solucién para rociar, como un medicamento tépico, como una pastilla para la
garganta o como un comprimido.

7. La composicién farmacéutica de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones anteriores, que comprende ademas
bentonita.

8. La composicién farmacéutica de acuerdo con la reivindicacién 7, donde la bentonita comprende 50% en peso o mas
de esmectita.

9. La composicién farmacéutica de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 7 u 8, que comprende 1:10 a 10:1
en peso de materia seca de extracto de Trigonella foenum-graecum a bentonita.

10. La composicién farmacéutica de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones anteriores, donde se inicia un
tratamiento preventivo para una persona antes del contacto con otra persona con sintomas tipicos de una enfermedad
de acuerdo con la reivindicacién 6 o con otra persona que ha dado positivo para un virus de acuerdo con cualquiera
de las reivindicaciones 1 a 5.

11. La composicién farmacéutica de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones anteriores, donde un componente
del extracto de Trigonella foenum-graecum disminuye la capacidad del virus para replicarse al disminuir su capacidad
para unirse a una célula hospedera, penetrar en una célula hospedera, replicar/transcribir su material genético y/o
liberarse de una célula hospedera.

12. La composicién farmacéutica de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones anteriores, donde el componente
del extracto de Trigonella foenum-graecum entra en contacto con un componente de la membrana lipidica del virus.

13. La composicién farmacéutica de acuerdo con la reivindicacién 12, donde el componente de extracto de Trigonella
foenum-graecum efectlia un cambio en la membrana lipidica viral, tal como una disminucién de la integridad estructural
de esta membrana.

14. La composicién farmacéutica de acuerdo con la reivindicacién 11, donde el componente de extracto de Trigonella
foenum-graecum efectlia un cambio en una membrana celular de una célula hospedera.
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