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At 411 PRESENTACION Foms.

FORMULARIO UNICO DE SOLICITUD DE PATENTE
‘ PCT
ENTRADA EN FASE NACIONAL

SOLICITUD DE: -
@ Patente de Invencion. [ Patente de Modelo de Utilidad.

Capitulo 1. {1 Capitulo ii.

Nombre: PHYTOPHARM PLC

sociedad constitulda y existents bajo las
leyes del Reino Unido.
e _ N IDENTIFICACION

Direccion: g%p;: Christi House, C.C. [ NIT n
Godmanchester C.E. O Otro O
Cambridgeshire PE29 2HY
Reino Unido Cual

Nimero
Domicillo: Godmanchester,
Cambridgeshire PE29 2HY

Reino Unido

Nombre: EMILIO FERRERO IDENTIFICACION
Direccion: Carrera 4%, No. 72-35 c.C. 5 NIT 0O
Teléfono: 347 38 11
Fax; 21168 50 CE. L Otro ]

E-mail: clientes@camyp.com. Cual ___
Domicilio: Bogota, Colombia. Numero 438.019 T.P 31.829

REPRESENTANTE
O APODERADO

1. Peter David TIFFIN
@ C/O Phytopharm plc
Corpus Christi House,
9 West Street, Godmanchester,
INVEN(;%R (ES) Cambridgeshire PE29 2HY
Reino Unido

PCT (86)
G Solicitud Intemacional No. PCT/GB2005/001635 Fecha: 28 de abril de 2005
Publicacién Internacional No. WO 2005/105825 A2 Fecha: 10 de noviembre de 2005

Titulo (54)
@ COMPUESTOS QUIMICOS

@ Clasificacion Internaclonal (51) C07J 71/00

Prioridad | (33) Pals de Origen (32) Fecha {31) Namero de Solicitud
siK noO GB 28 de abril de 200" 0409567.5

@ Comprobante de pago No.: 06-86,307 Fecha: 8 de noviembre de 2008
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Comprobante de pago de la tasa de presentacién de la solicitud por $ 483.000.00.
Comprobante de pago por reivindicacién de prioridad.

Documento que acredita la existencia y representacion legal cuando el solicitante sea persona
juridica.

Poderes, si fuere el caso.

Documento de cesion del inventor al solicitante o a su causante.

Declaraciones.

Copia de la solicitud intemacional. (Resumen, descripcion, reivindicaciones, dibujos)
Traduccidn de la solicitud intemacional al castellano. (Resumen, descripcion, reivindicaciones,
dibujos)

Copia del examen preliminar efectuado por la IPEA.

Traduccién del examen preliminar efectuado por la IPEA,

De ser el caso, copia del contrato de acceso.

De ser el caso, documento que acredite la licencia o autorizacién de uso de conocimientos
tradicionales de las comunidades indigenas.

De ser el caso, certificado de depésito del material biolégico.

Arte final 12x12

De ser el caso, informacién sobre otras solicitudes de patente o titulos obtenidos en el

extranjero por el mismo titular o su causante, relacionadas parcial o totalmente con la invencion
de esta solicitud.

Otros: VER HOJA DE DOCUMENTOS ANEXOS

JD»‘

-
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FIGURA CARACTERISTICA

@E O00 O000 .

@ Salicito la concesién de la patente,

NOMBRE: :: EMILIO FE'BRERO

C.C. 438.019 de Usaquén T.P. 31.829

JDF
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DOCUMENTOS ANEXOS

1. [X] Publicacién Internacional WO 2005/105825 A2
2. IJ Forma PCT/ISA/210. Informe de Basqueda Intemacional.
3. X Extracto de publicacion.

NO SE REALIZARON MODIFICACIONES EN
FASE INTERNACIONAL



NOTARIAL CERTIFICATE q _,}

TO ALL TO WHOM THESE PRESENTS SHALL COME J:A;\'ﬁ
q

. JOHN EDWARD FEW, Notary Public, of 8 The Meadow, Saint lves, Cambridge, PE27 4LG,

England duly authorised admitted and swom and practising within the United Kingdom of Great

Britain and Northem (reland DO HEREBY CERTIFY that:

1. | was present at Corpus Christi House, 9 Wast Street, Godmanchester, Cambridge, PE29
2HY, England and did see Daryt David Rees (identified by UK Passport No 018124123) and
Glap Wang Chong (identified by UK Passport No 102771343) the signatories named in the
document hereto annexed duly sign the same.

P
2. Phytopharm PLC is a company which exists under the laws of England and Wales.

The sald Daryl David Rees and Glap Wang Chong are directors of the said Phytopharm
PLC and as such-directors: (a) the signatures on the said document are In actual exercise of
their powers for company purposes; and, (b) as such directors are authorised to sign the
document annexed hereto being a Power of Attomey.

IN TESTIMONY WHEREOF | have hereunto subscribed my name and affixedys
this 29th day of November 2004,

Testimonium veritali perhibso

T)Jv‘-k @:‘:lbhn E Few . 2°

Notary Public

JOHN E FEW, NOTARY PUBLIC, 8 THE MEADOW, SAINT IVES, CAMBRIDGE, PEZT*4LQ, ENGLAND

TEL +44 1480 301558 .
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APOSTILLE
(Hague Convertion of 5 October 196] / Convention de La Haye du § octobre 1961)
UNITED KINGDOM OF GREAT BRITAIN AND NORTHERN IRELAND
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3 Actmg in the capacity of Notary Public
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-m_u&yrderm-ﬂﬂnlomhrmm
modeios de willided, disclios industriales, marcas de fitwien,
pombres comarciales, cuselise, lomnas comerciales, licencias

Represeatation and Power-of Attorney with consulsr
certificate for patewts, wiflity models, indusirisl designs,
trademarks, commercial sames, trude emblems, sloganz,
licensen,

REPRESENTACION Y PODER

REPRESENTATION AND POWER- OF- ATTORNEY

Yo (nosotros), sbajo firmads (s)/1 (we), the undemignad
PHYTOPEARM P1C

domiciliado ) enfof _00Tpus Christi Bouse, 9 West Street

Godmanchester, Cambridgeshire PE29 2HY, ENGLAND, hereby ratify the patent

o PRLication N eun (o mk St o s R O EOReL, 2L, 2008 by JRIILIQ IERUERO gud,,

PERDOMO, tpu. i31; LUZ CLEMENCIA DEPAEZ, tpa. 23555 y GERMAN
CAVELIER, . 212, domicilisdos en s Carrers & N° 72-35, Bogond,
Colarisia, en obedecimisnty s lo dispursio en ¢f perigrafh 1 del Articnla 343
del Cidigo do Comercio, el primero como prineipal y loa demils como
suplemes, en su orden, como mis (nuestros) reprusemtantes en indos loa
mﬁpq&dmhnllmmmmhﬂhd—y

repwescoiante suplanie Jaya do reamplazar al primero, o of lrcere ol sepmdn.
En tales canct, ¢] representante principal. o ¢ primemn, o segundo suplmnts, ot
s enno, 0 mbos, declarsnin gu immcidn de no ajercer In repressfincidn
medits dechiraciin autenticads por Notario Piblico en Colombia, o por
Notgrio u otro Funcionario Péblico, 0 Cénsul de Colambis, en el extranjera;
y i 3 tretare de impedinento, con el certiflondo respectivo. Si alguno de los
nivnbrados faliere definitivements, ¢ sigoients tonmenk s foger. Cuando cossro
Ia smencia o impadimesio dal represestans principal, o do m prioeTe ©
segundo suplamies, en s caeo, podrin gjercer In reprepentacidn, en s orden,
e u otras pegiin & cown, ssmindnda por o solo hechn de gjereers, cemndo
n am momento o gjercicl de La representacidn por ¢ primero, scgundo o
teveer suplente en m cas.

Ademds, confiero (confirimos) poder & Los sbogados srribe nombmados, pars
obterwr la profecciin de mi (muestm) propiedsd industrial y contra I
competemeia deslesl, 8 cuyo efecio sutrxizo (mos) a los diches spoderados
qnmuu)mnnlqmnd-bomﬁ-
am j-'l especialmante stz fas del orden adminfsretiva,
¥ Judicial, zsl como los tribunales de mbitcamenin,

n todo o concernizme a Log alguicntes asunios: a) do patentes do
fnvenciin, modelos de utilided, y disefion industrislex; o registro de mwoos de
fliwica, colectivan, defensives, de serviclo, lamas comercialen, nombres
ctanerciales, enwchas, variedades vegetales y denominaciones de arigen; s
renpvacidn, traspeso, cambio de nombre o domieilio, cascelaciin vohmaria;

eaupelsres, concegidn de licencias, la tuiels, ia proteccidn do secretoe
indostrislen, y e penernl lon julclos civiles, penglos, sdminbstratives o
cordencioso-administrativey relacicrsdes con esing derechos; acciones y
PrOces0s qUE PIOMGVADNGSE © 30 1l promuevan. Y par que on todos los
mdos mrribe determinasdos, posdan sustitolr esie mandein, tansigir, concilisr,
adenitly los hochos del prooeso, desistlr, caneelar, recibir, renunciar, y mtiflear
loa actos de agentes oficlosos,

Commarchal Code, do hareby sppolmt EMILIO FERRERD, tpa, 31929;
QGONZALO FERDOMO, tpa. 131; LUZ OLEMENCIA DE PAEZ, yu. 17535
snid GERMAN CAVELIER, i 532, domiciled ot Carrers £ N° 72-35,
Bogotd, Colomihls, the first sa principa] snd the others se slternates, in the ander
of their sppointmess, ss our representatives for all industrial property maters
with fcolty to receive notifiestions and %o appoint atiormrys in and ot of
Court, The first alterate shall replace the principsl bn case of bis sheewes or of
tamponnl or definbive impediment. The ssme rols will spply when the meoand
whtermxte representative i to replace the first one, or when the thind s i replace
the first or socond aiternsios in their tom, or both of them, seond. In such
canes, the principal or the first or second sliermates n thelr tarn,
or both of them, shall stxie thelr intention ant 9 act 8 represontiives tenagh
a deciration given before s Notery Publio iy Colombla, or before 8 Notary or
snother Public Official or a Colombisn Consnl sbroad; ond in ease of
Impedimen, the catifiesto shall guffice. If my of the appoimees
were to bo definbely shwent, the following alicrnsis shall iske his place. When
the shemce or mpodimest of the princips] representative, or of the first or
secand alernate i their turn ceasen, the Twresanistion can be taken again in
their pecuence, by the principel, the first or second shermato duperding on cuse,
and the mere fict ar s exercise will auffice. The axerciss of the represesastion
by the fimt, second or third alternstes in thelr torm simil end ot soch thne.

In addition, we grant & Power of Aftaroey in fevor of the shove-named
20 that they mury obtaln the protection of nry (our) industrial

origin; its rencwal, amigument, change of oow or domielle, volutwry
cancellation; mnd the yegistration of licenses of use of the above righ; &)
Actloss of onfklr competition, protection 1o the consumer, oppositions or
obwervations, sdmisisirative orCourt comcelintion, mullity, infringemens, granting
of Hexnam, the sction fior writ mandsmem, the protection of tads secrets, snd
in generel the eivil, penal, and sdminishative mis reisting to thoss rights
actioos and it institend by nae (us) or against oo (us). And that in sll the
shove matiers thoy may mbetitole this Fower of Attumey, compromise,
concitizte, admii the fucts of the case, desist, cencel, recaive, resign, snd mtify
acts done by represenistives without & power of sitomey.

CAVELIER ABOGADOS
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JTENTICACION

El Seflor Cénsul de Colombia debe expedir un certificads conyular
sobre (1) la existencis legal de la compadlia que olorge of poder, (2)
que &sta cjexce tu objeto social, y (3) que ks personas que otorgan
¢l poder estin sulcrizadas para darlp. A este efecto les solicitamos
que musstren al Sefior Civurul las pruches que acreditan csos hechos
(1. @}y Q)

NOTA PARA EL SENOR CONSUL DE COLOMBIA: Segiin los
poderdante es una sociedad, ¢l Sefior Consul debe certificar que tuvo a la vi

social y que quien confiere ¢l poder er su representante.

AUTHENTICATION

The Colombia Consul must issue a connler certificate, on (1) the
legal existence of the company which grants the Power-of-Atioraey,
(2) that it is in actual exerciss of its compaty purposes, and (3) that
the persony who execute the Fower of Atioraey is mutorized to do so.
Ta this afftct, please show the Consul the evidence to prove the shove
facta (1), (2) =nd (3).

F T :.‘ 'u. ‘-' :"i:‘.-‘
JUANMHIT 55 15y U i Do
o s gy U NEDINA
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TRADUCCIOSN OFICIAL No. 14.12/04 preparada por Marfa Elvira
Mar.telo, traductora oficial aprobada por el Ministerlo de
Justicia mediante Resolucién No. 287% de 1995 y reconocida por el

Ministerio de Relaciones Exteriores.

A continuacién se traducen los sellos y legalizaciones de un
documento escrito en inglés y espalfiol, por el cual PHYTOPHARM
PLC, sociedad domiciliada en Corpus Christi House, 9 West Street,
Godmanchester, Cambridgeshire PE29 2HY, INGLATERRA, ratifica la
solicitud de patente No. 04-105.805 presentada el 21 de octubre
de 2904 por EMILIO FERRERO y otorga poder a EMILIO FERRERO,
GONZALO PERDOMO, LUZ CLEMENCIA DE PAETZ Y GERMAN CAVELIER.

Dado y firmado el 29 de noviembre de 2004

en Godmanchester, Cambridgeshire, Inglaterra

pox DARRYL DAVID REES

Firma: (Firma ilegible)

PHYTOPHARM PLC

Por: (firma ilegible)

Nombre: GIAP WANG CHONG

Cargo: DIRECTOR

CERTIFICADO NOTARIAL
A TODOS A QUIENEB LOS PRESENTES LLEGAREN
Yo, JOHN EDWARD FEW, Notario Piblico de 8 Meadow, Saint 1Ives,
Cambridge, PE27 4LG, Inglaterra, debidamente autorizado, admitido
Y juramentado y en ejercicio en el Reino Unido de la Gran Bretaila

y Norte de Irlanda POR EL PRESENTE CERTIFICH RNGS i s iis

e BOUOTA, HAGO CONSTAR
1. Estaba presente en Corpus Christi “‘5"‘!-_‘6‘,:::.* REBLS cgerept,
W1 ) e ) TN s
Godmanchester, Cambridgeshire PE29 ZHY@__.,;':_I;NQ Uﬁ: ¥ a
Daryl David Rees (identificado con p :aﬁa'rt 2 ":_i":l_ft'ﬁﬁ'féb 2o,

IR IR L P
018124123) y a Giap Wang Chong (identiP{BUdE!rsnERqrtews

britinico No. 102771343), los firmantes mencionados en el
documento anexo al presente, firmar debidamente el mismo.

2. Phytopharm PLC es una sociedad existente bajo las leyes de
Inglaterra y Gales.

3. Dichos Daryl David Rees y Gliap Wang Chong ason directores de
dicha Phytopharm PLC y como tal: (a) su firma de dicho



documento se efectGa en ejercicio real de sus facultades para
los fines de 1la compafiia; y (b) como directores estén
autorizado para firmar el documento anexo al presente, el cual
es un documento de Poder.
EN FPE DE LO CUAL he suscrito mi nombre y fijado el sello de mi
cargo hoy 29 de noviembre de 2004.
Testimonium veritate perhibeo
(Firma ilegible} John E Few, Notario Pidblico.
{Sello del Sr. John E Few, Notario PGblico, al lado del cual se
lee: N04192)

APOSTILLA
(Convencién de La Haya del 5 de octubre de 1961)
REINO UNIDO DE LA GRAN BRETANA Y NORTE DE IRLANDA
1. Pais: Reino Unido de la Gran Bretafia e Irlanda del Norte
2. Este documento plblico ha sido firmado por J E Few
3. Actuando en su capacidad de Notario Pdblico
4. Lleva el sello/timbre de dicho Notario Piblico
CERTIFICADO . C
5. En Londres. 6. el 01 de diciembie dé 2004
7. Por el Secretario de Estado Principal de Su Majeatad'lpara
Relaciones Exteriores y Asuntos de la Mancomunidad. .
8. No. G569707
9. 8Sello: Oficina de Relaciones .Exteriores y Asuntos de la
Mancomunidad,. Londres.

M
10. Firma L.D. Wait (Firma ilegible) :.&Hﬂnmlun. -

om ¢
OTocony = HATO Congran iy
” . QUF i

£ AN
: : ~¥R Z
Es traduccifén fiel y completa de la cual sepdeia, ‘
P Y Rl o
oficina para su confrontacién. g“ ST -

JURN BAR L Lhus Ui R
-‘ W ITARE gﬂo REDINA
hh g )

COLO 14475-841-001-95 \ é )b ‘ la
WPC 14475 - ID 6 ‘IAI-')Q DUCCION No. I‘ZbLl

RIA ELVIRA MARTELD
DIC 16/04 l~"'l::ldm:lt:ltl e interprate Oficlal

Inglés - Espafiol - Inglés

Rea. No. 2079 Min. Justica
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wo 2005/105825 A2 I} 50 10T A A

(12) INTERNATIONAL APPLICATION PUBLISHED UNDER THE PATENT COOPERATION TREATY (PCT)

(19} World Intcllectual Property
Orgunization
Intemnational Bureau

ey

U
o) |

i
(10) Internationul Publicution Number

PCT WO 2005/105825 A2

(51) International Patent Clasalficutlon™ C07J 71/00 (81) Deslgnated Biutes (unlesrs otherwise indicated, for every
Mﬁmwnd proteciion available): AB, AG, AL, AM,

(21) International Applicution Number: TrAl, AZ, BA, BB, BG, BR, BW, BY, BZ, CA, CH. CN,
PCT/GB2005/001635 ), CR, CU, CZ, DB, DK, DM, DZ, EC, UE, BG, ES, I,
, GD, GB, GH, GM, HR, HU, ID, IL, IN, IS, JP. KE,

(43) International Publication Date
10 November 2005 (10.11.2005)

S KG, KM, KP. KR, KZ LC LK, LR, LS, LT, LU, L.V, MA,
(11) Inicrnatonal Fl.“.l:ls Date: 28 Apl'l] 105 ('.’.B.MM) MD, MG. MK. MN, Mw' Mx' MZ, NA, Nl- NO, Nz' OM,
PG, PH, PL, PT, RO, RU), SC, SD, SE, 8G, 5K, SL, SM, SY,
(25) Filing Lungunge: Bnglish T1,TM, TN, TR, TT, TZ, UA, UG, US, UZ, VC, VN, YU,

ZA, ZM, ZW.

(126) Publication Lunguape: Bnglish

(84) Deslgnated Stutes (unless otherwise indlcated, for every
(30) Priority Duta: kind of regional protection available): ARIPO (BW, GH,

GM, KE, L8, MW, MZ, NA, SD, SL, SZ, TZ, UG, ZM,

04095 2 2
675 28 April 2004 (28.04.2004) l;‘B/ ZW), Burasian (AM, AZ, BY, KG, KZ, MD, RU, T], TM).
Buropean (AT, BE, BG, CH, CY, CZ, DE, DK, EE, ES, F1.
{71) Applicant (for all dexignated States exvepr US): PHY- FR, GB, GR, HU, IR, IS, IT, LT, LU, MC, NL, PL, PT, RO,
TOPHARM PL.C [GB/GB]; Corpus Christj Housc, 9 West SE, 81, SK, TR), OAPI (BF, BJ, CF, CG, CI, CM, GA, GN.
Sircet, Godmanchester, Cambridgeshire P29 2HY (GB). GQ. GW, ML, MR, NE, SN, TD, TG).
(72) Inventor; and Published:
(75) loventor/Applicant (for US only): TIFFIN, Peter, —  without intemational search report and to be republished
[GB/GBJ; Phytopharm ple, Corpus Christi House, 9 upor recelpt of that report

Strect, Godmanchester, Cambridgeshirc PR29 2HY (GB).
For two-leuer codes and other abbreviarlons, refer 1o the "Guid-
(74) Agent: BROWN, Duvid, Leslle; Haseltinc Lake, Redcliff ance Notas on Codes und Abbreviations™ appearing a: the begin-
Quay, 120 Redeliff Street, Brisiol BS1 6HU (GB). ning of each regular issue of the PCT Gazette.

(54) Tiile: CHEMICAL COMPOUNDS

(57) Abstruct: The invention provides smilagenin in novel amorphous, erysalline, hydrated and solvated forms, and the use thereol
in manufactoring phermaceutical or edible grade smilagenin and its derivatives.

7
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WO 2005/105825 -

PCT/GB2005001633
1

CHEMICAL COMPOUNDS
Fleld of the Invention

The present invention relates to novel amorphous and crystalline forms of smilagenin
and its hydrates.

Background to the Invention

It is well established that some organic compounds can crystsllise in a number of
different polymorphic forms or crystal habits, which may comprise the compound as
such, solvates of the compound, hydrates of the compound, or combinations thereof.
Alternatively, the compound, solvate or hydrate may precipitate as an amorphous solid.

The stability and bioavailability of the drug product may vary according to the
polymorphic form present. The choice of crystal form is thus a critical aspect of drug
development (Brittain, Pharm. Tech. pp. 50-52, 1994; Yu et al., Pharm. Sci. Technol.
Today, 1, pp- 118 to 127, 1998; Bym et al., Chem. Mater. 6, pp. 1148 to 1158, 1994;

Bym e al., Pharm. Res. , 12, pp. 945 to 954, 1995; Henk et al., Pharm. Ind. 59, pp. 165
to 169, 1997).

Smilagenin is an A/B-cis stervidal sapogenin having the formula:

{0
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WO 2005/105825

PCT/GB2005/001635
2

Smilagenin and its derivatives have been identified as valuable therapeutic agents in
human and veterinary medicine and in non-therapeutic human and non-human animal
treatments. See, for example, US Patent No. 3890438 (use of amilagenin and certain 4~
substituted phenoxyisobutyric acid compounds agginst high blood cholestercl levels);
US Patent No. 4680289 (use of smilagenin against obesity and diabetes obesity
syndromes); US Patent No. 6258386 (use of milagenin against cognitive dysfimction
and allied conditions); WO-A-01/23406, WO-A-01/23407, WO-A-01/23408, and WO-
A-01/49703 (use of smilagenin derivatives agninst cognitive dysfunction and allied
conditions); and WO-A-02/079221 and WO-A-03/082893 (use of smilagenin and
derivatives thereof against non-cognitive neurodegeneration, non-cognitive
neuromuscular degeneration, motor-sensory neurodegenoration and loss of receptor
fonction in the absence of cognitive, neural or neuromuscular impairment),

In & key article (Marker et al, J. Am. Chem. Soc. 65, pp. 1199 to 1209, 1943, at
p. 1207), it was reported that smilagenin acetate shows polymorphic forms melting at
110, 130 and 152 °C. The melting point of amilagenin from a number of sources was
always in the range 183-185°C. However, the recrysiallisation solvent was not stated
and the article made no mention of polymorphic forms of smilagenin.

InJ. Am. Chem. Soc. pp. 2525 to 2532, 1940, Marker et al. reported a melting point of
183-185°C for amilagenin crystallised from alcohol,

In J Am. Chem. Soc. 64, pp. 818 to 822, 1942, Marker et al. reported a melting point of
178-180°C for amilagenin crystallised from acetone,

Askew et al. reported that fractional crystallisation of smilagenin from scetone gave
long silky needles with a melting point of 183-184°C. It wus further reparted that
smilagenin appeared to form a hydrate when crystallised from methanol (Askew ef al.,
J. Chem. Soc. pp. 1399 to 1403, 1936). However, no svidence was provided to support
this observation, and the reader was merely referred back to an earlier paper on a related
compound (Power et al., J. Chem. Soc., 105, pp. 201 to 219, 1914).
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Scheer et al. cryuh]lisodmﬂaguﬂnﬁomaquwuaethmolmdobmedamelﬁngpoint
of 187-188°C, but made no mention of the formation of a hydmate (Scheer et al., J. Am.
Chem. Soc., 71, pp. 641 to 646, 1955).

In J. Am. Chem. Soc., 77, pp. 3086 to 3089, 1955, Wall e al. commented that the best
samples of smilagenin fram natural sources had a melting point of 188-189°C, whereas
acetone or aqueous acetone failed to bring the melting point above 182-185°C on
samples generated by isomerization of sarsasepogenin. Again, no mention was made of
bydrate formation. The infra-red (IR) spectra of the synthétic and natural materials
wero identical. However, the X-ray powder diffraction (XRPD) patterns were not.
These differences were not atiributed to polymorphism, and the XRPD patterns were
not presented. The anthors concluded that there was a pronounced effect of traces of
sarsasapogenin on certain properties of smilagenin that depend on crystal structure.

Wall et al, (J. Biol. Chem., 198, pp. 533 to 543, 1952) reported the melting point of
smilagenin to be 184°C. However, the recrystallisation solvent was not stated. The
paper reported that the use of & Kofler microscopic melting point apparatus having
polarizing disks allowed for the crystal form or habit to be observed. No mention was
made of polymorphism but the impact of impurities upon the melting point was noted.
In J. Am. Chem. Soc., 77, pp. 1230 to 1237, 1954, Wall et al. reported the melting point
of emilagenin to be 183°C.

Callow et al (J. Am. Chem. Soc. 71, p. 1672, 1955) described the recrystallisation of
smilagenin from acetone to yield crystals having melting point 157-160 °C.

Parsons et al. (Henry Ford Hosp. Med. Bull., 12, pp. 87 to 120, 1964) described a
specific crystalline form of smilagenin by XRPD. From the data presented it cannot be
concluded that this form corresponds to any of the forms described herein.

In US Patent No. 3169959 (1965), a melting point of 178-180°C was reported for

4
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In Phytochemistry, 8, pp. 1523 to 1531, 1969, Blunden ef al reported a melting point of
181-182°C for smilagenin crystallised from acetone.

In J, Nat. Prod., 44, pp. 441 to 447, 1981, Blunden et al ruportedamel’hngpomtof
186°C for smilagenin crystallised from acetone,

The use of crystalline intermediate complexes to assist the extraction of relatively pure
smilagenin and other sapogening from their plant sonrces has been proposed. Thus, for
axample, US Patent No. 5017562 described a crystalline saponin-containing complex,
derived from the saponin-containing plants Agave, Yucca, Dioscorea, Quillgla,
Medicago and Cyamopsis, which is substantially free of fats snd non-saponin
carbohydrates and which, on hydrolysis, can yield smilagenin and other sapogenins.

The prior art publications acknowledged above are incorporated herein by reference,

Depending on the administration route desired in the therapy, it may be desirable to
improve or at least control the stability end water solubility of the smilagenin, to obtain

" & desired bioavailability profile, Furthermore, it can assist the mamufactoring or

purification process if the stmbility and water solubility of the smilagenin can be
controlled.

In principle, the water solubility of polymorphic forms of an organic compound is not
necessarily the seme for all forms. Therefore, the use of specific crystalline forms or
habits can offer useful control of the water solubility. In the case of sparingly water-
soluble compounds such as smilagenin, even a alight adjustment to the water-solubility
bymmofmndjuahnmttothepolymorptﬁcﬁrmcmoﬁuruuﬁﬂpmcuﬁngor
biological advantages.

We have examined commercially available smilagenin and have found that it occurs in
a epecific crystalline form, which we have characterised as form IL
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Figure 1 of the accompanying drawings shows an XRPD pattern obtained at A = 1.5406
Angstroms from a samplo of commercially available smilagenin obtained from
Research Plus, Inc. This is an example of form I crystalline smilagenin. The
intensities of the XRPD pattem for this crystalline form in the 2-thots range 5 to 50
degroes are shown in Table A below, in the column headed “Form II”. These data are
the intensities at regularly spaced 2-theta valnes, and are to be used in conjunction with
the Figure of the drawings. From these data, the d-specings may readily be calculated
using the Bragg equation. For present purposes, the approximately 20 strangest peaks
may generally be considered characteristic of the crystalline form, subject however to
standard practice in crystallography.

The present invention is based on our surprising finding that at loast threo further
crystalline forms of emilagenin exist, two of which sppear typically to be anhydrous and
have been characterised as form I and form L. We have finther found that form III can
exist in at least ono variant form in which the crystal structure is modified (“form IIA™)
and/or the hydration level is modified (smilagenin hemihydrate or smilagenin
dihydrate). Furthermore, we have surprisingly found that smilagenin can form a
crystalline monohydrate. Wo have characterised the typical crystalline form of this
monohydrate as form V. Furthermore, we have surprisingly found that emilagenin cen
form a crystalline channel hydrate having varisble smilagenin-water stoichiometry. We
have characterised the typical crystalline form of this channel hydrate as form VL 1t has
also boen found that emilagenin can be obtained in' a non-crystalline form (the
*“amorphous form™). The prior art does not describe any amorphous form of smilagenin,

Furthermore, wo have identified a crystalline solvate of amilagenin formed with iso-

propyl alcohol. We have characterised the typical crystalline form of this Zso-propyl
alcohol solvate as form VIL

Surprisingly, we have found that form II of smilagenin can be converted to the
monohydrate by a solvent mediated transformation in hexane or heptane. Further, we
have found that the monohydrate may be obtained by other processes, including solvent
mediated transformations in aqueous acetone, aqueous tetrshydrofiman and aqueous

Ao
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ethanol. The weter content wes determined by Karl Fischer analysis was found to be in

the range about 3 to 6% w/w. Analysis by thermogravimetric analysis (TGA) confirms
a water weight in the region of 4%.

Furtharmore, we have found methods of controlling the transitions between not only the
novel amarphous and crystalline forms but between them and the known form II, by
controlling the organic solvent used for recrystallisation.

Surprisingly, and advantageously, we have found that precipitation or crystallisation of
emilagenin from certain organic solvents does not result in organic solvates of
smilagenin, However, the iso-propyl alcohol solvate (believed to be a hemi-solvate)
can be obtained under certain circumstances, and is a newly recognised material.

These novel forms of smilagenin end associsted methods therefore offer enhanced
control of the preparation of pharmacentical or edible -grade smilagenin, and the
possibility of preparing pharmaceutical or edible grade smilagenin with improved

Brief Description of the Invention

Amdingmaﬁmtlu'pectofthop:umtinvmﬂm.thuahpmvidedmﬂagmhhmy
one or more of crystalline forms I, ITI, ITIA, V, VI and VII as definod herein.

According to an example of this firet aspect of the present invention, there is provided
smilagenin in any one or more of cryatalline forms I, III, ITTA and V as defined herein.

According to a second aspect of the present invention, there is provided smilagenin
hemihydrats, optionally in crystalline form.

According to a third aspect of the prosent imvention, there is provided amilagenin
monohydrate, optionally in crystalline form.
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According to s fourth aspect of the present invention, there is provided smilagenin
dihydrate, optionally in crystalline form.

According to a fifth sspect of the present invention, there-is provided smilagenin
channel hydrate, optionally in crystalline form.

According to a sixth aspect of the present invention, there is provided amorphous
lawen

According to a seventh aspect of the present invention, there is provided smilagenin iso-
propyl alcohol solvate, optionally in crystalline form. This material may be prepared
by precipitation from s solution of relatively impure smilagenin in iso-propyl alcohol
that has been reduced in volume by azeotropic distillation.

According to an eighth aspect of the present invention, there is provided crystalline
pharmaceutical or edible gmde ephydrous unsolvated smilagenin, when obtsined by
crystallisation from a solution-of substantially pure smilagenin iso-propyl alcohol (IPA)
golvate in an anhydrons IPA-compatible organic solvent which does not form a solvate
with amilagenin, such as acetone. The emilagenin may be in crystalline forta I or 111 as
defined herein. -

The crystalline or emorphous material of the present mvention msy be present
substantially free of other forms of smilagenin and/or substantially free of other
stervidal sapogenins and/or steroidal sapomins.

The crystalline or amorphous material of the present invemtion may preferably be
prosent in at least about 50% by weight pure form, for example at least about 70% by
weight pure form, for example at least about 80% by weight pure form, for example at
lcast about 85% by weight pure form, for example at least about 90% by weight pure
form, for example at least sbout 95% by weight pure form, for example at least about
97% by weight pure form, for example at least about 98% by weight pure form.

|5
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Any of the materials according to the present invention msy if desired be present in
admixture with one or more other materials according to the present imvention, another
form of smilagenin, any other biologically active material, any biologically inactive
material, or any combination thereof. The said other form of smilagenin, when present,
may be crystalline form IL

The novel forms of smilagenin provided by the present invention possess a number of
sdvantages over the known form, particularly in terms of their stability and handling
characteristica. These advantages are spplicable to one or more of the mamufacturing,
purification, formmulation and storage phases of the marketed smilagenin compositions
mdlo;toﬂndelivmyofﬂmmﬂagminﬁnmhmpoﬁﬁmmthehnmmorm-
homan animal patient for achieving the desired pharmacological effect.

The present invention also provides methods for preparing the materigls of the present
invention, prefixably by precipitation of smilagenin from a solution of smilagenin in an
appropriate organic solvent or solvent mixture or by other crystallisation of emilagenin
in an appropriate orgenic solvent or solvent mixture, optionally in the presence of water,
as well a8 medicaments, foodstuffs and beverages contmining the said materials,
methods of preparing the medicaments, foodstuffs and beverages, uses of the said
materials in the preparstion of the medicaments, foodstuffs and beverages, and uses of
the medicaments, foodstuffs end beverages in human and veterinary medicine and in
non-therapeutic nmmsan and non-human animal treatments.

The present invention-further provides a process for obtsining pharmaceatical ar edible
grade mmilagenin or & derivative thereof, wherein at loast one step of the process
includes propering smilagenin in one or more of the forms according to the present
invenfion. The amilsgenin may be prepared in any suitsble level of hydration and in
any suitablo physical form, for example as an isolated dry solid or in a liquid medium
such as a crystal shurry.

The resultent pharmaceutical or edible grade emilagenin or decivative thereof may be
subsequently formmlated into a suitable medicament, foodstuff or beverage form.
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Ihopresminvmﬁmfurﬂmmvideumdhodlofadjusﬁngthammlﬁmfmmof
smilagenin between the forms I, II, III, IIA, V, VI and VII (for example between the
forms I, II, I, INA and V), methods of adjusting the form of emilagenin between its
amorphous and crystalline forms, methods of adjusting the hydrstion level of
smilagenin, methods of forming the iso-propyl slkcohol solvate of smilagenin and
methods of adjusting the form of smilagenin between two or more of the hydrated,
solvated and unhydrated and unsolvated forms.

The terms “crystallise”, “recrystallisc™ and the like, used herein, refer to all methods
syitable for forming a desired crystal form or habit or mixture or other combination
thereof, and are not limiting For example, crystal shurrying, crystal precipitation, and
other solvent medisted crystal transformation, with or without seeding snd/or
mcleation, are all encompassed by the terms “crystallise™, “recrystallise” and the like as
used herein.

Tmmmmgbmmhvmﬁonmymmnﬁmﬂybem
in substantially puro isolated form. The materisls may suitably be prepared on a
kilogram scale.

wmm;
Crystalline Form I

The term “crystalline form I” used herein means that crystalline fiorm of smilagenin
which has an XRPD pattern substantially as shown in Figure 2 of the accompanying
drawings (A = 1.5406 Angstroms).

The expression “an XRFD pattem substantinily as shown” s used herein refers
particularly to any XRPD pattern having 2-theta or d-spacing peaks corresponding to
the diagnostic peaks of the Figure. For present purposes, the approximately 20
strongest peaks in the 2-thota range 5 to 50 degrees may generally be considered

14
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characteristic or diagnostic of the crystalline form, subject however to standard practice
in crystallography. '

The intensities of the XRPD peaks for this crystaltine form in the 2-theta rango 5 to 50
degrees are shown in Table A below, in the column headed *Form I”. These data are
the intensities at regulsrly spaced 2-theta values, and are to be used in conjunction with
the Figure of the drawings. From these data, the d-spacings may readily be calculated
using the Bragg equation.

The form I material can be prepared by recrystallisation of commercially available
smilagenin from acetons. Altemnstively, the form I material can be prepared by a
solvent mediated transformation of form II or form III material in acetone, or more
preferably in acetonitrile.

confirmed that the crystal form I that we have obtained is-neither hydrated nor solvated.

Cryntalline Ferm I

The term “crystalline form II” used herein means that crystalline form of smilagenin
which has en XRPD pattern substantially as shown in Figure 1 of the accampanying
drawings (A = 1.5406 Angstroms),

Tho expression “an XRPD peitern substantially as shown™ as used herein refers
particularly to any XRFD pattern having 2-theta or d-spacing peaks corresponding to
the diagnostic peaks of the Figure. For present purposes, the spproximately 20
strongest peaks in the 2-theta range 5 to 50 degrées may generally be considered
characteristic or diagnostic of the crystalline form, subject however to standard practice
in crystallography.

The intensities of the XRPD peaks for this crystalline form in the 2-theta renge 5 to 50
degroes are shown in Table A below, in the column headed “Form II”. These data are
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the intensities at regularly spaced 2-theta values, and are to be used in conjunction with
the Figure of the drawings. From these data, the d-spacings may readily be calculated
using the Bragg equation.

The form II material was commercially available smilagenin obtained from Reseerch
Plus, Inc.

Differential scanning calorimetry (DSC), TGA, residual solvent and Karl Fischer
snalysis confirmed that the material was neither hydrated nor solvated.

Crystalling Form ITT

The term “crystalline form IIT” used herein meana that crystalline form of smilagenin
which has an XRFD pattern substantially as shown in Figure 3 of the accompanying
dnwingu(1.=1.5406Anm_s).

Tho expression “an XRPD pattern substantially as shown™ as used herein refers
particularly to any XRPD pattern having 2-thota or d-spacing peaks comresponding to
the diagnostic peaks of the Figure. For present purposes, the approximately 20
strongest peaks in the 2-theta range 5 to 50 degrees may generally be considared
characteristic or diagnostic of the crystalline form, subject however to stendard practice
in crystallography.

The intensities of the XRPD peaks for this crystalline form in the 2-theta range 5 to 50
degrees ere shown in Table A below, in the column headed “Form III”. These data are

the intensities at regularly spaced 2-theta values, and are to be used in conjunction with

the Figure of the drawings. From these data, the d-spacings may readily be calculated

The form I material may be prepared by solvent mediated transformation of
commercially available emilagenin using methyl -butyl ether, acetons, methyl iso-butyl
ketone, ethyl acetats, iso-propyl acetate and tolueme.

A5

5
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Solvent madiated trangformations of commarcially aveilsble smilagenin using butanone
or from 50% aqueous cthanol yielded a mixture of crystal forms Il and V.

These data show that crystal form II can be converted into form I by solvent mediated
transformations using a range of solvents.

confirmed that the crystal form III that we have obtained is neither hydrated nor
solvated.

Crystaliine Form ITT4

The term “crystalline form IIIA” used herein means thet crystalline form of smilagenin
which has an XRPD paitern substantially as shown in Figure 4 of the accompanying
drawings (A = 1.5406 Angstroms).

The expression “an XRPD pattern substuntially as shown™ as used herein refers
particularly to eny XRFD pattern having 2-theta or d-spacing peaks corresponding to
the diagnostic- peaks of the Figure. For present pwrposes, the approximately 20
strongest peaks in the 2-theta range 5 to 50 degrees may gemerally be considered
characteristic or diagnostic of the crystalline form, subject however to stendard practice
in ocystallography. '

The d-spacings may readily be calcnlated from the information in Figuro 4, using the
Bragg equation.

The form IIA material may be prepared by a solvent medisted tramsformation of
ially available smilagenin using dimethylf id
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Crystalline Form ¥

mumn“aymﬂhefomV”uudhadnmtbﬂamefomofmﬂaguﬁn
which has an XRFD pattem substantiaily as shown in Figure § of the accompenying
drawings (A = 1.5406 Angstroms).

The expression “an XRPD paitemn substantially as shown” as used hercin refers
particularly to any XRFD pattern having 2-theta or d-spacing peaks corresponding to
the disgnostic peaks of the Figure. For prosent purposes, the spproximately 20
strongest peaks in the 2-theta range 5 to 50 degrees may generally be considered
characteristic or diagnostic of the crystalline form, subject however to standard practice
in crystallography.

The intensities of the XRPD peaks for this crystalline form in the 2-theta range 5 to 50
degrees are shown in Table A below, in the column headed “Form V™. From this data,
the d-spacings may readily be calculated using the Bragg equation. -

The form V material may be prepared in relstively pure form by recrystallisation of
commercially availsble smilagenin from ethanol, tetrahydrofiran, hexane or aquecus
acetone. Ihambndwatwpmpmﬁm--inthnaqmmmmymwidaly,fm
example from about 0.5:1 (by volume) to about 25:1 (by volume), for example from
shout 1:1 (by volume) to about 20:1 (by vohmme), for exemple from about 2:1 (by
volume) to about 19:1 (by volume),

A solvent mediated transformation of commercially available smilagenin in butanone or
in 50% aqueous ethanol yielded a mixture of crystal forms IIl apd V.,

A solvent mediated transformation of commercially available smilagenin in
dichloromethane yielded a mixture of crystal forms IT and V.

Solvent medisted tranaformations in aqueous acetons, aqueous tetrshydroforan or
squeous ethanol all yield crystal form V (monohydrate). In each case the propartions of

16
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water to solvent in the medium can vary widely. The purity of the resuitant crystalline
material appears to be higher when aqueous acetone is used, in comparizon with the

Karl Fischer anelyris, DSC (Figure 6) and TGA (Figure 7) confirmed that the crystal
form V that wo have obteined is 8 monohydrate of smilagenin,

Crvstalline Form VI

The term “crystalline form VI” used heroin means that crystalline form of smilagenin
which has an XRPD pattern substantially as shown in Figures 8 and 15 of the
accompanying drawings (A = 1.5406 Angstroms).

The expression “an XRPD pattern substantislly as shown” -as used herein refers
particularly to sny XRPD pattern having 2-theta or d-spacing peaks corresponding to
the diagnostic peaks of the Figure, For present purposes, the approximately 20
strongest poaks in the 2-theta range 2 to 28 degrees may generully be considered
characteristic or diagnostic of the crystalline form, subject however to standard practice
in crystallography.

The intensities of the XRPD peeks for this crystallins form in the 2-theta range 2 to 28
dogrees can be obtained from Figures 8 and 15. The 20 and d-spacings for the
significant peaks, and the intensitics of tho xignificant peaks relative to tho strongest
peak, sre given in Table B.

The form VI material may be prepared in relatively pure form by recrystallisation of
commerciaily available emilagenin from methanol.

DSC (Figure 9), TGA (Figure 10) and vapour sorption (Figure 11) analysis suggest that
the crystal form VI that we have obtained is 8 channel hydrate of smilagenin exhibiting
varishle smilagenin-water stoichiometry and the potential to form channel solvates with
solvents having appropriately sized molecules. As is well known, a channel hydrate is
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a hydrate in which the crystal lattice of the molecule forms a channel or cage enclosing
a void which can wholly or partislly accommodate water (or solvent) molecules. The
stoichiometric (molar) ratio of amilagenin:water at any particular time will depend on
such factors as the humidity of the surrounding atmosphere, as the water molecules sre
generally free to enter or leave the void.

Crwtalline Form VI

The term “crystalline form VII" used herein means that crystalline form of smilagenin
which has an XRPD pattern substantiaily as shown in Figures 12 and 16 of the
accompanying drawings (A = 1.5406 Angstroms),

The expression “an XRPD pattern substantially as shown™ as used herein refers
patticulady to any XRPD pattern baving 2-theta or d-spacing peeks comresponding to
the diagnostic peaks of the Figure. For present purposes, the approximately 20
strongest peaks in the 2-thota range 2 to 28 degrees may generally be considered
characteristic or diagnostic of the crystalline form, subject however to standard practice
in crystallography.

The intensities of the XRPD peaks for this crystalline form in the 2-theta range 2 to 28
degrees can be obtained from Figures 12 and 16, The 20 and d-spacings for the
significant peaks, and the intensities of the significant peaks relative to the strongest
peak, are given in Table C. '

The form VII material may be prepared in relatively pure form by crystallisation of
smilagenin from iso-propyl alcohol (IPA). The material may subsequently be aged if
desired (e.g. at ambient temperature and e.g. for a period of at least about 24 hours, for
example at Jeast about 48 hours). If desired, the form VII material may be
subsequently recrystallised from acetons to afford snhydrous unsolvated smilagenin in
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DSC (Figure 13) and TGA (Figure 14) indicate that the crystal form VII that we have
obtained is a hemi-JPA solvate of smilagenin,

The form VII material is potentislly important as an intermediate in the purification of
smilagenin to produce pharmaceutical or edihle grade smilagenin. Without wishing to
be bound by theory, it is believed that a solution of relatively impure smilagenin in iso-
propyl alcohol is especially oanvenient for being szeotropically distilled in order to
efficiently remove water from the solution. The IPA solvate of smilagenin which is
precipitated from the reduced solution after the said distillstion can conveniently be
recrystallised s pharmaceutical or edible grade anhydrous unsolvated smilagenin using
an snhydrous IPA-compatible organic solvent such as acetone, which does not form a

Therefore, in one particular anbodiment, the form VII material may be in subatantially
pure isolsted, preferably dry, form and prepared by precipitation from & solution of
relatively impure amilagenin in iso-propanol, which solution has preferably previously
undergone distillation to reduce its volums and remove water or other impurities. Most
preferably, the process by which the form VII material is made is condncted on an
industrial scale (obtsining at least kilogram quantities of the form VII material).
Preferebly, anhydrous umsolvated smilagemin is  subsequenily recrystallised in
pharmaceutical or edible grade from the said form VII material using an anhydrous
IPA-compatible organic solvent such as acetons, which does not form a solvate with
amilagenin. It is further prefarred that at no stage in the preparation or purification of
the smilagenin, including the stage of formation of any form VII material or other
intermediate form of smilagenin, is it necessary (or done) to remove watisr from the
emilagenin, or from sny mixture containing it, using a solid hygroscopic material such
28 magnesium suiphate.

Exsmples 2, 6 and 7 of WO-A-2004/037845 describe certain laboratory scale batchrwise
procedurcs for purifying amilagenin via recrystallisation from iso-propyl alcobol (2-
‘propanol). However, in none of these Examples is it stated that the precipitated material
iumIPAlolvueofmilagmin.letulmahmi-IPAsolm To the extent that it may
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benmuyinmyjuﬂndieﬁontoexclndeﬂmdiwlosmofthouumplumd
subject-matter that is obvious therefrom from the scope of protection for the form VII
material, processes for its preparstion, and uses thereof, such disclosures — and
especially the disclosures of the purification of the initial impure smilagenin uxing iso-

propyl elcohol - are hereby disclaimed from the present application. In particular, in -

such jurisdictions the form VII materisl according to the present invention may
comprise the form VII material in substantially pure isolated form prepared on a
kilogram scale. As mentioned above, this material is precipitated from the reduced IPA
solution after azeotropic distillation and can convenienfly be recrystallised as
pharmaceutical or edible grade enhydrous unsolvated smilagenin (e.g. in form I or form
IT, e.g. in substantially pure isolated form prepared on a kilogram scale) using an
anhydrous TPA-compatible orgavic solvent such as acetons, which does not form a
solvate with amilagenin,

Amorphous Form

The smorphous form is non-crystalline. We have found that amorphous smilagenin
appears to have potentially useful water-solubility and stebility with respect to
canvulimtoncrystal'fom. These characteristics offer improved manufacture,
formulation, storage and bioavailsbility of smilagenin in comparison with the prior art
crystalline form. ‘

lhemmphousmﬂagminwahlvo'prqmedhnmXRPmeWhiuhlhownno
peaks that would be characteristic of any crystalline structure.

Dertvatives

The term “derivatives” used herein refers particularly to the compounds defined and
described in the prior art patent documents acknowledged above in relation to the
known biological activitios of emilagenin (US Patent No. 3890438; US Patent No.
4680289; US Patent No. 6258386; WO-A-01/23406; WO-A-01723407; WO-A-
01/23408; WO-A-01/49703; WO-A-02/079221; and WO-A-03/082893),

N
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Such derivatives include pharmaceutically acceptsble pro-drugs of smilagenin and
pharmacentically acceptable salts thereof

Pro-drugs of smilagenin may especially include 3-position carboxylate esters such as
the cathylate (ethoxycarbanyloxy), acetate, succinate, propionate, butyrate, valerate,

- myristate, palmitate, stoarate, benzoate, phenylacetate, phenylpropionate, cinnamste, p-

nitrobenzoyloxy, 3,5-dinitrobenzoyloxy, p-chlorobenzoyloxy, 2,4-dichlorobenzoyloxy,
p-bromobenzoyloxy, m-bromobenzoyloxy, p-methoxy-benzoyloxy, phthatyl, glycinate,
alaninats, valinate, phenylalaninste, isoleucinate, . methioninate, ergininate, aspartate,
inste,  giutaminate, histidinate, lysingte, prokinats, seri recn
tryptophanate, tyrosinate, fumarato and maleate esters.

“Pharmaceutically acceptable salts” means the relatively non-toxic, inotganic and
organic acid addition salts, and base addition salts, of compounds of the present
invention. These salts can be prepared in situ during the final isolation and purification
of the compounds. In particular, acid addition salts can be prepared by seperately
reacting the purified compound in it free base form with a suitable organic or inarganic
acid and isolating the salt ¢hus formed. See, for example S. M. Berge e al,
Pharmaceutical Salts, J. Pharm. Sci., 66: pp.1-19 (1977) which is incorparsted herein
by reference. Baso addition salts can also be prepared by seperately reacting the
purified compound in its acid form with a euitable organic or inorgsnic base and
isolating the salt thus formed. Base addition salts include pharmaceutically acceptable
metal and emine salts. Examples of suitablo acid addition salts are those foxmed with
acids selected from hydrochlorio, sulphuric, phosphoric and nitric acids, Examples of
suitable base addition salts arc those formed with bases selscted from sodinm
hydroxide, potassium hydroxide snd smmonicm hydroxide.
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According to the invention, s composition may comprise a material as described above
in admixture with one or more further component selected from: one or more other
materials as described above, another form of smilagenin, any other biologically active
material, and any biologically inactive material.

The composition may be prepared by a method comprising admixing a material as
described above with one or more firrther component selected from: one or more other
materiala as described ebove, another form of amilagenin, any other biologically active
materia], and any biologically inactive material, '

According to the invention, the material or the composition (e.g. the medicament,
foodstuff, food supplement or beverage) may be used for the treatment of & condition
gelected from: high blood cholesterol levels, obesity and diabetes obesity syndromes,
cognitive dysfunction and allied conditions, non-cognitive neurodegeneration, non-
cognitive neuromuscular degeneration, motor-sensory neurodegenerstion and loss of
receptor function in the absence of cognitive, neural or neuromuscular impairment.

Still further, the invention therefore provides a method of treatment of a human or non-
buman animal (¢.g. & homan) suffering from, or susceptible to, a condition selected
from: high blood cholesterol levels, obesity and diabetes obesity syndromes, cognitive
dysfunction and allied conditions, non-cognitive neurodegenerstion, non-cognitive
neuromuscular degeneration, motor-gensory neurodegeneration snd loss of receptor
function in the absence of cognitive, neural or neuromuscular impairment, which
comprises administering to the said human or non-human animal an effective smount of
e material or composition as desoribed above.

The active agent prepared according to the present invention may thus be formulated
into any suitable camposition form for administration to a2 human or non-human animal
patient. The composition may consist of the sctive agent slone or may include the
sctive agent and any suitable additional component, such as one or more

PCT/GB200S/001635 _ﬁq/
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pharmacentically acoeptable carriers, dilnents, adjuvants, excipients, or vehicles, such
agents, antifongal agents, lnbriceting agents and dispensing agerits, dopending on the
nature of the mode of adminigtration and dosage forma.

The composition may, for examplp, be a pharmaceutical composition (medicament), a
foodstuff, food supplement or beverage.

The terms “foodstuff”, “food supplement” and *beverage” used herein have the normal
meanings for those terms, and are not restricted to pharmaceutical preparations. The
eppropriste pharmareutical or edible grade of ingredients will be used, according to the

For further details of suitable composition forms and dosages, please refer to US Patent

No. 3890438, US Patent No. 4680289; US Patent No. 6258386; WO-A-01/23406; WO-

A-01/23407; WO-A-01/23408; WO-A-01/49703; WO-A-02/07922; and WO-A-
03/082893.

ef tion of the
In the accompanying drawings:

Figure 1 shows an XRPD pattern (A = 1.5406 Angstroms) obtained from a sample of
commercially available smilagenin in crystalline form I (prior axt);

Figure 2 shows en XRFD pattern (A = 1.5406 Angstroms) of a semple of smilagenin in
crystalline form I;

Figare 3 shows an XRPD pattern (A = 1.5406 Angstroms) of a sample of emilagenin in
crystalline form II;




10

15

WO 2005/105825 PCT/GB2005/001635

21
Figma4nhmmmnpm(l=1.5406Anym)ofnmpleofsmﬂngminin
crystalline form ITA;

Figure 5-shows an XRPD pattem (A = 1.5406 Angstroms) of a samplo of smilagenin in
crystalline form V;

Figure 6 shows a DSC trace of a sample of amilagenin in crystalline form V, shown to
be a monohy«drats;

Figure 7 shows a TGA of a sample of amilagenin in crystalline form V, shown to be a
monohydrate; '

FigmslhmmnI;me(L=l.5406Anglm)ofanmplaofmﬂaguﬁnin
crystalline form VI (believed to be smilagenin channel hydrate);

Figure 9 shows a DSC trace of a sample of emilagenin in crystalline form VI;
Figure 10 shows a TGA of & sample of emilagenin in crystalline form VI;

11 shows a vapour sorption graph of a sample of smilagenin in crystalline form
VL

Figure 12 shows an XRPD pattern (A = 1.5406 Angstroms) of a sample of smilagenin
ko-;nopyllllmhol (IPA)-solvate in crystalline form VII;

Figure 13 shows a DSC trace of a samplo of smilagenin IPA-golvate in crystalline form
VI

Figure 14 shows a TGA of a sample of amilagenin JPA-solvate in crystalline form VII,
shown to be a hemi-IPA-golvate; '

2.0
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Figure 15 shows an XRPD pattern (A = 1.5406 Angstroms) of a sample of smilagenin in
crystailine form VI, with significant peaks marked by arrows; and

Figare 16 shows an XRPD pattern (A = 1.5406 Angstroms) of a sample of smilagenin
IPA-solvate in crystalline form VI, with significant peaks are marked by arrows.

The following non-limiting Examples are provided as further illustration of the present
invention, but without limitation, and are discussed with reference to the drawings.

Starting Msterisls

Samples of commercially available smilagenin were purchased from Resesrch Pius Inc
and Staruloids Ino.

The samples were analysed by XRFD and defined as form I by our nomenclature. A
eample from Research Plus was examined by DSC and TGA and found to be
anhydrous.

Example 1
Crystallipe Form 1
A Crystallisation from Acetone

Smilagenin (10.0 g) was suspended in soetone (250 ml) and the mixture heeted to
reflux. The resultant solution was decanted from some undissolved solids and rehosted
to refhm to afford a clear solution. ‘The solution was allowed to cool over about 3.5
hours to 29°C and further cooled with an ice/water batch to 2°C. The resultsnt solid was
harvested by filtration, washed with cold (5°C) acetons (50 ml) and dried in a vacuum

oven for 3 days to afford 7.4 g of pure smilagenin, which was characterised by XRPD
a8 form I under our nomenclature.
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B.  Crystallisation from Acetonitrile

A suspension of smilagenin (1.05 g) in acetonitrile (10 ml) was stirred at ambient
temperature ovemight. The solid was harvested by filtration and dried in & vacoum
oven at 80°C to afford emilagenin form I (0.92 g, 88% yicld).

Example 2
Crystalline Form I

" Smilagenin was manufictured by stareospecific reduction of diosgenin according to the

process described in PCT Patent Application No. PCT/GB2003/001780 (WO-A-
2004/037845). '

The smilagenin was subjected to XRPD and the patiern was found to be substantislly
gimilar to that shown in Figure 1 of the drawings. On this basis, the material was
characterised as form II under our nomenclature,

Examples 3 and 4
Crystalline Form I

Example 3

Stmilagenin (10.0g) was suspended in acetons (250 mI) snd the mixture heated to refhux.
The resultant solution was cooled to 2°C over about 15 mimites and the solid harvested
by filtration, washed with cold (5°C) acetone (250 ml) and dried in a vacuum oven for
sbout 24 hours to afford 8.1 g of pure smilagenin, which was characterised by XRPD as
form 11 under our nomenclatare.

2
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Example 4

Smilagenin (200 mg; form IT) was suspended in tert-butyl methyl ether (4 ml) and
stirred for about 48 hours. The solid was harvested by filiration and dried to afford
40 mg, which was cheracterised 88 form III under our nomenclature by XRPD, DSC

- and TGA.

Exampleg Sto 9

Crystalline Form V

Example 5

Water (200 ml) wag added to a suspension of smilagenin (20 g) in acetone (200 ml) and
the mixture stirred for about 2 hours. The solid wus harvested by filtration, dried in a

vacium oven at 40°C for about 24 hours to afford 20.5 g which was characterised by

XRPD as form V under our nomencisivre, The water content was determined as 4.4%
by Karl Fischer analysis.

Example 6

Smilagenin (200 mg; form II) was suspended i hexsne (10 ml) end siirred for
about 48 hours. The solid was harvested by filtration and dried to afford 80 mg which
was characterised as form V under our nomenclature by XRPD, DSC snd TGA.

Example 7

Smilagenin (500 mg; form II) was suspended in tetrahydrofuran (2 ml) and stirred for
about 48 hours. The solid was harvested by filtration and dried to afford 80 mg which
was charscteriged s form V under our nomenclature by XRPD, DSC sud TGA.
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Examples 8 and 9

Smilagenin (Research Plus Inc.) was rocrystallised using alurry crystallisation with
butsnone (Example 8) or 50% aqueous ethanol (Bxample 9) as the recrystallisation
solvent. In cach case the recrystallised material was subjected to XRPD and was
characterised as & mixture of forms 11T and V under our nomenclature,

Exsmple 10
Crystalline Form IITA

Smilagenin (Research Plus Inc) was recrystallised using slumry crystallisation with
dimethylformamide as the recrystallisation solvent.

The recrystallised material was subjected to XRPD and on this basis the material was
characterised as crystalline form TITA under our nomenciature.

Smilagenin (260 mg) was weighed into & round bottomed flask and methanol (10 mI)
was added. The contents were heated to 70°C to affect completé dissolution, allowed to
ool to room temperature and stirred at room temperature for 60 minutes. The solid was
collected by filtration end air dried for sbout 2.5hours.

The X-ray powder diffraction pattern is shown in Figure 8, the differential scanning
calorimetry trace is shown in Figure 9 and the thermogravimetric analysis is shown in
Figure 10.

The DSC trace shows a weak broad endothermic trangition up to 50°C, an exothermic
transition at 120°C followed by a final high energy melting transition at 188°C. TGA
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analywis confirms that the initial endotherm is associsted with loss of water and that the
trangition et 121°C is not associated with any solvent loss. Analysis of the sample by
Karl Fischer titration confirmed that the solvent was water.

Vapour sorption studies (sce Figure 11) show that the sample is hygroscopic and
adsorbs up to 9% water (about 2 mol. eq. water; i.c. a dibydrate) at high humidity and
revernibly loses the water ot low bumidity. This suggests that this form is a chamel
hydrate of variable smilageninwater gtoichiometry, depending on the surounding
temperature and humidity.

Smilagenin (150 mg) was added to iso-propyl alcohol (IPA) (5 ml) and the mixture
heated to 70°C to ensure dissolution. The clear solution was then allowed to cool to
40°C over 2 hours, whereupon sudden precipitation occurred. The mixtaore was ro-
heated to 65°C to dissolve the material and the solution re-cooled to 45°C, held at 45°C
for 15 minutes, cooled to 40°C, and held at 40°C for 2 hours. The slurry was then
cooled to room temperatare and aged over a weekend at room temperatuye, After this

. time the solid was collected by filtration and air dried for about 3 hours.

The X-ray powder diffraction pattern is shown in Figure 12, the differential scanning
calorimetry trace is shown in Figure 13 and the thermogravimetric analyzis is shown in
Figure 14, .

The DSC shows a broad endotherm between 40°C and 140°C that is consistent with loas
of IPA from the sample. This is confirmed by TGA analynis which indicates 6.3% IPA
present in the sample which is consistent with a hemi-IPA solvate of smilagenin. The
IPA appears to be loosely bound in the crystal as it is lost from about 40°C upwards in
the DSC.
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Example 13

Amor} —

Smilagenin (10 g) was heated to its melt using a temperature controlled heating mantle
and held until & complete molten liquid was formed. The molten mass was poured into a
Dewar containing approximately 150m] of liquid nitrogen. The sample was decanted
into a glass beaker and the liquid nitrogen allowed to evaporste. The sample was then
trenaferred to a glasa vial, flushed with dry nitrogen and then sealed. The sample was
characterised as amorphous smilagenin on the basis of the XRPD pattern, which showed
a Iack of significant diffrection lines.

TABLEA

PCT/GB2005/001635
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5 ZOandd-lpacinsvﬂuespfﬂ:eqiglﬂﬁcmmDpahahownbyminFigmls
for amilagenin in form VI (smilagenin channel hydrate). The relstive intensity of each
pesk as a percentage of the intensity of the strongest peak is also shown. A is 1.5406A
and the 20 range is 2.4° to 27.5". The measurements were conducted at 25°C (room

10

temperature).
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74

11.844 7.46603 42
12.421 7.11998 8.7
13.007 8.80100. 12.1
13.642 8.48582 20.4
13.959 6.33800 42.5
14.238 6.21630 25
14.625 6.05106 288
15.059 5.87850 235
15.566 5.68787 1585 -
16.550 5.35198 24.2
16.900 5.24162 48.0
17.221 5.14492 100.0
17.818 4873060 28.7
18.377 4.82384 343
19.354 4.58246 18.7
18.752 449103 168
20.312 4.38847 20.0
21.837 4,08663 18.2
23.125 3.84205 19.7
23.630 3.76205 1568
24.904 357235 1.7
25.868 3.44138 17.0
26.540 3.355681 13.2
27.100 3.28765 124

TABLEC

260 and d-spacing values of the significant XRPD posks shown by arrows in Figure 16
for smilagenin in form VII (smilaganin IPA solvate). Tho relative intensity of each
pesk as a percentage of the intensity of the strongest peak is also shown. A is 1.5406A
and the 20 range is 2.4° to 27.5°. The measurements were conducted at 25°C (room
temparatore),

Angle (26)" diA Ralative tntensity (%)
0.459 13.67403 43.0
7.184 12.28531 184
10.215 8.65248 116
11.581 7.63481 254
12.838 8.86803 731
13.030 6.78879 100.0
13.858 8.47790 61.2
14,176 8.24280 83.2

156.150 5.84326 837
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16.634 5.60083 82.5 4-7'

16.378 5.40768 872
16.700 5.30424 66.8
17.276 6.12861 53.3
18.120 4.88035 514
18.820 4.71128 65.6
18.316 4.59148 80.0
20.34 4.38377 668.7
22.965 3.86041 44.9
23.523 3.77887 42.3
24.762 3.66400 7.5
25.448 3.49721 30.3

The foregoing broadly describes the present invention without limitation, Variations
and modifications as will be readily apparent to those of ordinary skill in this ert are
intended to be covered by the present spplication and resultant patent(s).
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CLAIMS

1. Smilagenin in any one or more of crystalline forms I, III, IITA, V, VI and VII as
defined herein,

2,  Smilagenin according to claim 1, in crystalline form L

3.  Smilagenin according o claim 1, in crystalline form IIL

4. mmmmx,mmmm

5. Smilaganin sccarding to claim 1, in crystalline form V.

6. Smilagenin scoording to claim 1, in crystalline form V.

7.  Smilagenin according to claim 1, in crystalline form VIL

8. Smilagenin channel hydrate.

9.  Smilagenin monohydrate,

10. Smilagenin hydrate &t a hydration stoichiometry other than 1:1.
11. Smilagenin iso-propyl alcobol solvate.

12, Amnrphmumhmn.

13. A material according to any one of the preceding claims, substantially free of
another form of smilagenin and/or substantially free of other steroidal sapogenins end/or
steroidal saponins.
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14. A material according to eny one of the proceding claima in at least about 50% by
weight pure form.

15. A material according to any one of the preceding claims in at least about 90% by
weight pure form.

16. A material according to any one of the preceding claims in at leest about 95% by
weight pure form.

17. A material according to any one of the preceding claims in substantially pure
isolated form prepared on a ldlogram scale.

18. Smilagenin iso-propyl alcohol solvate according to claim 11, when present in
substantially pure isolated form prepared on a kilogram acale by precipitation from a

solution of relatively impure smilagenin in iso-propyl aleohol that has been reduced in
volume by azeotropic distillation.

19. Crystalline pharmaceutical or edible grade anhydrous unsolvated smilagenin,
when obtained by crystallisation from a solution of substantially pure smilagenin iso-
propyl alcohol (IPA) solvate in an anhydrous IPA-compatible organic solvent which
does not form & solvate with srilagenin. '

20. Smilagoenin according to claim 19, in crystalline form I or ITI as defined herein.
21. Smilagenin according to claim 19 or claim 20, when prepared on a kilogram scale.

22. Smilagenin according to any ane of claims 19 to 21, when prepared by a non-
batchwise process.

23, Smilagenin according to any one of clzims 19 to 21, wherein the anhydrous IPA-

compatible organic solvent which does not form a solvate with smilagenin comprises
acetone.

ez
45
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24. A compotition comprising a material according to any one of the preceding
claims in admixture with one or more further component seleoted from: one or more
oﬂlﬂ'mmilhloco:dinghmyomoflhopr_eoodingclaﬁns,mﬂmﬁmﬁ
smilagenin, any other biologically active material, end amy biologically inactive
material

25. A composition according to claim 24, wherein the other form of smilagenin, when
present, is crystalline form I as defined herein.

26. A composition according to claim 24 or claim 25, for use as a medicament,
foodstuff, food supplement or beverage.

27. Am;hdﬂmemﬁngmmyofclﬁnllbzs.formuqmedimmt.
foodstaff, food supplement or beverage.

28. A method of preparing a composition according to any one of claims 24 to 26,
comprising admixing a material according to any one of claims 1 to 23 with ons or
more firther component sclected from: one or more other materials according to sny
ons of claims 1 to 23, another form of smilagenin, any other biologically active
material, and apy biologically inactive material.

29. TUse of a material or composition according to any one of claims 1 to 25 in tho
mamfacture of a medicament, foodstuft, food supplement or beverage.

30. Use acoording to claim 29, wherein the medicament, foodstuff, food supplement
or beverage is for the troatment of a condition selocted from: high blood cholesterol
levels, obesity and diabetes obesity syndromes, cognitive dysfimction and allied
conditions, non<cognitive neurodegemerstion, nom-cogpifive  neuromuscular
degeneration, motor-sensory neurodegeneration and loss of receptor function in the
sbeence of cognitive, noural or neurommscular impairment.
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31. A method of treatment of 2 human or nop-humsn snimal suffering from, or ‘i i

10

16

20

25

susceptible to, & condition selected from: high blood cholesterol levels, obesity and
diabetes obesity syndromes, cognitive dysfimction and allied conditions, non-cognitive
nmodegmcaﬁon,' non-cognitive -neuromuscular degeneration, motor-sensory
neurodegeneration and loss of receptor function in the absence of cognitive, neural or
neuromuscular impaioment, which comprises administering to the said human or non-
humean snimal sn effective amount of a material or composition according to sny one of
claims 1 to 23.

32. A method according to claim 31, wherein the animal is a human,

33. A method for obtaining pharmaceutical or edible grade smilagenin or a derivative

Mwhmﬂhnmltq:ofﬂmpmceumcludummngamatmﬂnmding
to any one of claims 1 to 25.

34. A method according to claim 33, wherein the material is prepared in ths phywsical
form of an isolated dry solid or in a liquid medium such as a crystal slurry.

35. Amdhbdaoemdingtochimﬂordﬁmﬂ.whgminﬂmmﬂagminilpmpued
in the form of anhydrous unsolvated amilagenin,

36. A method according to any one of claims 33 to 35, further comprising formulating
the resultant pharmaceutical or edible grade smilagenin or derivative thereof into a
medicament, foodstuff, food supplement or beverage.

37. A. method of adjusting smilagenin between the amarphous form and the
crystalline fiems I, I, 0L, DDA, V, VI and VII as herein defined, comprising
precipitation of an adjusted form of smilagenin from a solution of a first such form of
smilagenin in an appropriste organic solvent or solvent mixtare, opticnally in the
presence of water, to obtain the adjusted form of smilagenin.
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38. A method according to claim 37, wherein the emilagenin is adjusted between the
amorphous form and the crystalline forms I, II, III, ITTA and V as herein defined.

39. A method according to claim 37 or claim 38, wherein the adjusted form of
emilagenin comprises a material according to any one of claims 1 to 23.

40, A method of adjusting the hydration lovel of smilagenin betwoen the anhydrous,
dihydrate end intermediste levels, comprising precipitstion or other crystallisation of a
firat form of smilagenin from a solution thereof in an appropriste organic solvent or
solvent mixture, optionally in the presence of water, to obtsin mmilagenin st & said
adjusted hydmtion level

41. A method according to claim 40, wherein the adjusted form of smilagenin
comprises & material according to smy one of claims 1 to 10, 12 to 17 and 19 to 23.

42. A method according to any one of claims 33 to 41, further comprising preparing a
derivativo of smilagenin from the materisl initially obtained.

43, Amﬂhodmdingbcluhgﬂ.whudnhdaiwﬁwinapmdmsof
ilaqent

44. Smilagenin, when prepared by s method according to &ny ons of clxims 33 to 41.

45. A method of preparing & prodrug of smilagenin, which comprises esterifying
material according to any one of claims 1 to 23 and 44.

46. A prodrug of smilagenin, when obtained by a method according to clzim 43 or
claim 45.
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MEMORIA DESCRIPTIVA

i
La presente :Ifnvencién ge refiere - a nuevas formas

cristalinas y amorfas de esmilagenina y a sus hidratos. - .

————

ANTECEDENTES DE |[LA INVENCION *

S:e sabe bien gue algunos compuestos c.)rgénicos pueden
‘cristavlizar en un namero dé formas polimé.rfic;s o planos de
cristal diferentes, i;.o cual pt-lede comprepder al compuesto como
tal, a los solvatos _hel ¢ompuesto, los hidratos del compuesto,
o las combinaciones ide los mismos. De manera alternativa, el
compuestt;, el solvaito .0 hidrato pueden .precipita-f como un
s6lido amorfo. -

La estabilidad !y bir._':'disponibilidad de la droga producto
puede varlar de acue:ido a la forma polimérfica presente. Por lo
tanto, la eleccién de la forma cristalina es un aspecto critico
del desarrollo de lai droga (Brittain, Pharm. tech. pp. 50-52,
- 1994; Yu et al., Phaz:'m. Sci. Technol. Tac-lay, 1, PP 118 to 127,
1998; Byrn et al., Céem. Mater. 6, pp. 1148 to 1158, 1994; Byrn

et al., Pharm. Res.,: 12, pp. 945 to 954, 1995; Henk et al.,

Pharm. Ind. 59, pp. 165 to 169, 1997).

La esmilageninaf es una sapogenina A/B-cis que tiene la

Férmula:




La esmilagenina: y sus derivados han sido*® ldentificados

' [
como agentes terapéuticos valiosos .tanto ‘en medicina humana
| . .
como en medicina yveterinaria, y en los tratamientos no

terapéuticos para h4manos y animales no humanos. Véase, por

ejempio, la Patente US 3.850.438 (uso de esmilagenina y ciertos

compuestos de 4cido ‘fenoxiiscbutirico 4-sustituido contra los

altos niveles de,coldsterol en la sangre); Patente US 4.680.289

(uso de esmilagenina paré tratar la.obesidad y.los sindromes de

. ]
obesidad dqbida a giabetes); Patente US 6.258.386 (uso de

i
esmilagenina contra la disfuncién cognitiva y sus:condiciones

asociadas); WO-A-01/23406, 'WO-A~01/23407, WO-A-01/23408, ¥y WO-

A-01/49703 (uso de; los derivados de esmilagénina contra

disfunciones cogniti&as y sus condiciones asociadas);: y las
solicitudes WO-A-02/079221 y WO-A-03/082893 (uso de 1la
esmilégenina y derivados de 1o misma contra neurodegeneracidn

no cognitiva, deg?nerécibn _neuromuscular no cognitiva,

1

neurodegeneracién ﬁotorfsensorial .y pérdida de funcidn
l
l

r

&7




b

receptora en ausenEia el deteriorc cognitivo, neural o

neuromuscular). !

Ep un aétibulo élave gﬁarker et al., J._Am. Chem. Soc. 65,

I -
pp. 1199 to 1209, 1r43, at p. 1207), se ha informado que el

acetato de esmilageq%na presenta formas polimérficas que funden
a 110, 130 y 152°C. %1 punto de fusién de esmilageniria a partir
de un nimero de fuenées generalmente se encontrd en el rango de
183-185%:.'Sin embaréo, la rec¢ristalizacién en solvente no se
esgablecié y el artidulo no menciona las formas ﬁblimprficas de

la esmilagenina. |

En el articulo 'J. Am. Chem. Soc. pp. 2525 - 2532, 1940,
‘Marker et al. se inﬁormé un punto de fusién de 183~185°C para

la esmilagenina-cris alizada a partir de alcohol.

En la referericia J. A. Chem. Soc. 64, pp. 818 - 822, 1942,
Marker et al. se informé un punto de fusién de 178-180°C para

la esmilagenina cristalizada a partir de acetona.
: i
Los autores Askew et al. informaron gue la cristalizacién

fraccionada -de esmil?genina a partii de acetona entrego agujas

sedosas largas con qn punto de fusibn_de 183-184°C. Ademds se
i .
informé que'la esmilagenina parecié formar un hidrato cqando se
cristalizaba a parti% del metanocl (Askew et al., J. Chem. Soc.
pp. 1399 - i463, 19%6). Sin embargo, no se proveyd evidencia
paia 'sopbréar esta | observacién, y el lector meramente se
refirié a tn trabaib tempranv publicado sobre un compuesto
relacicnado (Power e? al.,” J. Chem. Soc., 105, pp. 201-— 219,

1914).




El autor Scheer let ai. cristalizé esmilagenina a partir de

1
1

etanol acuoso y observé un punto de fusién de 187-188°C, sin
| .

embargo no mencioné Fa formacién de un hidrato (Scheer et al.,

J. Am. Chem. Soc., 77, pp. 641 to 646, 1955).

-

En la publicacién J. Am. Chem. Soc., 77, pp. 3086 - 3089,
1955, Wall et al. Ese comenta que ,las mejores muestras de

esmilagenina, a parfir de fuentes naturales, presentaron un

38-189°C, mientras que la acetona o acetona

punto de fusién de i
acuosa fallé en entrégar un punto de fusién por sobre 182-185°C

en muestras genekadas mediante la isomerizacidn de

i 1, . '
sarsasapogenina. Nueiramente, no se menciona la formacién del
; :

hidrato. Los especﬁros infrarrojos (IR) de 1los materiales

sintéticos vy natur{les fueron idénticos. Sin embargo, los

patroﬁes de difraccién de rayos X en polvo (XRPD) no lo fueron.

Estas diferencias .no se atribuyeron al polimorfismo, y los .

]
patrones XRPD no se; exhibieron. Los autores concluyeron que

habia un efecto proniunciado de las trazas de sarsasapogenina o
|

ciertas propiedades!' de esmilagenina dué dependian de la

egtructura del cristal.

I T
'Los autores Wall et al., (J. Biol. Ch?m., 198, pp. 533 to
1

5443, "1952) informarbn que el punto de fusién de esmilagenina’

era dq'184°c. Sin eﬂbargo, la recri;talizacibn en solvente no
se declard. El trabajo informdé que 91 uso del aparato de punto
de fusién microscbpi'co Kofler que tiene discos polarizantes,
permite que se puedagobse;var la forma o plano del cristal. No

se hizo mencién del boliﬁorfismo sin embargo el impacto de las
1 -



impurezas aobre elg punto de fusién fue notorio. En la
publicacién J. Am. Soc., 77, pp. 1230 to 1237, 1954, Wall et

al., se informo quefel punto de fusién de esmilagenina es de

i ’
.

.
| :
El autor Callow et.al. (J. Am. Chem. Soc. 77, p. 1672,

183°C.

. .
1955) describié la reécristalizacién de esmilagenina a partir de
| .

acetona para entrega? cristales que tienen un punto de fusidn

de 157-160°C.

i .
El autor Parsons et al. (Henry Ford Hosp. Med. Bull., 12,

pp. B7 to 120, 1964)Edesci;b16 una forma cristallna especifiéa
. I
de esmilagenina por; medio de XRPD. A partir de los datos

presentados no se pu?de concluir que esta forma corfesponda_a
ninguna de las formas descritas en la presente invencién.

En la Patente U% 3.169.959 (1965), se informé un punto de

fusién de 118—i80%: éara la esmilagenina cristalizada a partir
1

. 1

de heptano. ‘

:
En la publicacién Phytochemistry, 8, pp. 1523 - 1531,

1969, Blunden et al.:se informo un punto de.fusién de 1§1-182°C

1
para la esmilageninaicristalizada a partir de acetona.

En la publicacién J. Nat. Prod. 44, pp. 441 ~ 447, 1981,

Blunden et al., se informo un punto de fusién de 186°C para

esmilabenina cristalizada a partir de*acetona.
|

Ha. sido prOpuesio el uso de los complejos intermediarios

I ' h
cristalinos, para ayudar 'a la extraccién; de la esmilageniqa

relativamente pura y'otras sapogeninas a bartir de sus fuentes

vegetales. Por lo cual, por ejemplo, la Patente US 5.017.562

§ emem e aa aw

:llo




. : _
describe un complejo !cristalino que contiene saponina, derivado

de las plantas gque contienen sapogenina: Agave, Yuca,
.o i : '
Diosca;ea, Quillaja; Medicago y Cyamopsis, el cual esté

substancialmente lib{e de grasas y'dé carbohidratos diferentes

de sapogeninas y elzcual, mediante hidrélisis, puede entregar
esmilagenina u otraqfsapogeninas.

Las publicaciones  del arte previo  reconocidas

anteriormente se incorporan en la presente como referencia.

i .
Dependiendo de ila via de admihistracién Ueseada .en [Ia
1 .

terapia, puede ser deseable para mejorar o al menos controlar

la estabilidad y solubilidad en agua .de la esmilagenina, para

obtener un perfil de biodisponibilidad déseado. Ademas, esto

| :
puede ayudar- en el proceso de fabricacién o purificacién si la

estabiiidad y la solhbilidad en agua. de la esmilagenina pueden

ser controladas.

En principio, ;1a solubilidad en agua de las formas
polimdrficas de un coﬁpuqqto orgéniqé no eé necesariamente la

misma para todas las formas. Por ende, el uso de las formas °

cristélinas especifiéas o0 planos cristalinos especificos puedén

n

ofrecer- un control itil sobre la solubilidad en agua. En el

|
caso de los compuestos moderadamente solubles en agua tales

|
como la esmilagenina, incluso un leve ajuste a la solubilidad

1
en agua por medio dé un ajuste de la forma polimérfica puede
ofrecer ventajas tUtiles de procedimiento o biolégicas.

Los autores de: la presente ihvencibn han examinado la

esmilagenina comerciélmente disponible y se ha encontrado que




existe en una forma cristalina especifica, la cuai oc e

caracterizado como 1& forma II. !

; .
La Figura 1 de Fos dibujos acompafiantes muestra un patrén

. | .
XRPD obtenido en A = 1,5406 Angstrome a partir de una muestra

de esmilagenina comercialmente disponible obtenida desde

Research Plus, Inc. Este es un ejemplo de :la forma cristalina

: |
II de 'la esmilagenina. Las intensidades del patrén XRPD para

. | - .
esta forma criathlin? en el rango de 2-theta de 5 a 50 grados
se presentan en 1# Tabla A mas adelante, en 1la columna
encabezada “Forma II”?. Estos datos representan las intensidades

| .
a valores 2-theta ?egula;mente espaclados, y son para Bser

utilizados en conjunio con la Figura de los dibujos. A partir
de estos datos, los ;spacibs d pueden ser calculados facilmente
utilizando 1la ecuacién de Bragg. Para los propésitos de la
presen?e invencién, %proximadamente_los 20 picos generalmente
mis intensos pueden éerlcohsidérados ‘como caracteristicos de ia
forma cristalina, so&etido sin emb&rgo, a la pré&ctica esténdar
en crigtalografia. ? _ ) .

ﬂé presente invéncibn se basa eﬁ el hallazqgo sdrprendente
de qﬁé exlisten al me%os tres formas cristalinas adicionales de
la ésmilageniné, doé de 1las cuales pareéen ser Fipi;amente
anhidr;s y las cualeé han sido caracterizadas como la forma I y
la forma 'III. Adeﬁés, eh- la presente' invencibn,- se ha
encontrado éue la foéma IIi puede existir'al menos eri una forma

variante en la cual !la estructura del cristal esta modificado

(“forma TIIA") y/o Eel nivel de hidratacién est4 modificado

Yz




(hemihidrato de esﬂilageﬁina o dihidrato de esmilagenina).

Ademads, de manera so?prendente se encontré que la esmilagenina
puedé formar un monoﬁidréto cristalino. Se caracterizé la for&a
cristalina tipica.de;esté monohidrato como la forma V. Ademas,
en la? presente inancién‘ se ha e&contrado , que, de manera

l .
sorprendente, que la esmilagenina puede formar un canal de
) }

hidrato cristaliho ;que ‘tiene uha_ estequiometria variable
esmilaéeqina: agua.é También se ha. caracterizado la. forma
cristaiina tipica deieste“hidrato caﬁél como la forma VI. A la
vez, se ha encoqtradé que ia esmilagenina -puede ser obtenida en
una forma no dristalina {la “fForma amorfa"f. El-arte pfevio no
describe ninguna forma amorfa de la esmilagenina.

Adicionalﬁente,; en la presente invencién se ha
identificado’ un so;%%to cristalino de esmilagenina formado con
alcohol iso-prbpilic%. También se ha carshterizado la forma
cxistéiina tipica de:este solvato de alcohol iso-propilico como
la forma-VII. : :ﬁ

De manera sor;'pr:endent‘e, se encontrdé que la forma II de
esmilagenina puede s%r convertida en el monohidrato a través de
una t;ansformacién ;mediada por uﬁ solvente, en B hexano o
heptaﬁo. Adéhas, se ha encontrado qué el monohidrato puede ser
obteniao me&iante otros procesos, incluyéndo transfarmacionqs

<!

mediadas por solveﬂte en acetona acuosa, tetrahidrofurano
|

acuaso' y etanol acuo#o..El contenido -del agua se determino por

medio 'del an&lisis Karl Fischer, que se ericontté estando en €l

rango alrededor de 3 'a 6% p/p. El andlisis a través de andlisis

Y5
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termogravimétricé (TGA) confirma un beso_de agua en la reglén

del 4%. ' E
' !
Ademés, se ha} encontrado métodos :para controlar las

transiciones no solamente entre las formas amorfas novedosas y
. o )
las formas cristalinas sino que entre estas y la forma II

conocida, controlando al solvente ofganiqd:utilizado para la

recristali;acibn. )

Sgrprendentemenée, y dé manera ventajosa, se ha encontrado
que la precipitacibé o la cristalizacién'%de ésmiiagenina -a
partir de ciertos solventes orgénicds no resu{ta eé sélvatos
grgéniéos de esmilagénina. Sin embargo, el solvato de alcohol
iso—préﬁilico kque %e plensa es un hemifsof;ato) puede ser
obtenido baéo cier%as circunstancias, y es un material
recientemente reconogido.
| ﬁstas formas nuevas dé esmilageriina y métodos asociados a
lo misho ofrecen un control mejofado de la preparacién de
esmilagenina de. géado comestible“ o farmacéutico, y la
posibilidad de pFep?raf esmilageniha de grado comestible o
farmacéutico con c;racteristicas mejoradas de suministro *y
biodisponibilidad.

i - -
BREVE DESCRIPCIdN DE EA INVENCION
Dé acuerdd al p;imér ;specto de}la prebente invencién, se

provee esmilagenina en una .o mis formas cristalinas, I, I1I,

IIIA, V, VI y VII co@o se ha definidq}aqui.

ar
-
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- 1
De acuerdo a uyn ejemplo de este primer aspecto de la

presente invencilén, se probee esmilagenina en cualquler de una
o mis formas cristalinas I, III, IIIA y V, como se ha definiéo
aqui.

De acuerdo al ségundo_aspecto de 'la presente invencién, se

provee.. hemihidrato de esmilagenina, opcionalmente en forma

cristalina. ' |

De écuerdé al tercer aspecho de la presente

invencién, se rovee 'monohidrato de esmilagenina,’ opcionalmente
P X

en forma cristalina.

-
1

|
i
[ ) g .
De’ acuerdd al cuarto aspectp de la presente

!
invencién, se provee dihidrato de esmilagenina, opcionalmente

en forma cristalina.

De acuerdoc a un quinto: aspecto de la presente
invencibn, se provﬁe un canal hidrato ‘de esmllagening,
opcionalmente en forma cristalina.

De acuerdo a un sexto|‘aspecto de 1la presente

invencién, se piovee%esmilégenina amorfa.
.- De. ac;erdé al séptimo ‘aspecto de la presente
invencién, se proveé_ el solvato de" alcohol iso-propilico de
esmilagenina, opcionélmenté en forma cristalina. Esté material
puede' ser preparado. mediante 'precipitﬁﬁibﬁ a partir de una
solucién de esmilagenina felativhmen?e impura en alcohol iso-
propilico gue ha sid; reducida en volumen mediante destilacién

azeotrépica. ' : -

‘10
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De acuerdé al octavo aspecto de 1la presente
invencién, se pfovee;esmiiégenina anhfdra_no solvatada de grado
farmacéutico o co%estiylé, cuando se- obtiene mediante
cristalizacién_de uda solucién de solvato de esmilagenina en
alcohol iéo—propilicq (IPA) sustancialmente pu£o en:un solvente
organico anhidro coﬁgatible con IPA ei cual no forma un solvato

con esmilagenina, til como la acetoéa. La ‘esmilagenina puede

estar en la forma céistalina I o IIT tal como se ha definido

aqui.

] .
El materiﬁl cristalino o amorfo de la presente

invencidén puede estai preaénte substahcialmente.iibre de otras
formas ' de enmilagen}na y/o substancialmente 1libre de otras
sapogeninas estéroid%les y/o saponinaé esterQidales.

- El méteri%l criétalino o amorfo .de la presente
invencién preferente&ente puede -estar presente en al menos
q?redeﬁor de 50% en peso de forma puré, por ejemplo al menos de
alredeaor de "70% en éeso de forma pura, por ejemplo al menos de

alrededor de 80% en ?eso de forma pura, por ejemplo al menos de

alrededor de 85% en éeso de forma pura, por.ejemplo al menos de
alrededor de 90% en peso de forma pura, por ejemplo al menos de
alrededor de 95% en peso ﬂe forma pura, por ejemplo al menos de

L] [ -

alrededor de 97% en éeso de forma pura, porzejemplo al menos de
| .
alrededor de 98% en peso de forma pura.
Cualquierafde los materiales de acuerdo a la presente

invencién, pueden, si se desea estar presentes en una mezcla

con uno o mas materialés diferentes'ﬁe acuerdo a la-presente

i
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invencién, otra formé de esmilagenina, cualquiper otro material
biolégicamente activ;, cualquier otro material biolégicaménte
inacti@o. o cualqui%r combinacién de los mismos. Dicha otra
forma de eami}agenini,'cuando esta presente, puede ser de forma
cristalina II.

Las formasgnovedosas de esmilagenina provistas en la

! .
presente invencién podseen un nimero de ventajas sobre la forma

conocidé, particula%mente en términos de su estabilidad .y
caracteristicas de m;nipulacibn. Estas ventajas Sson aplicables
a una o mas de ias fases de fabricacién, purificacién,
formulacién y alma%enamiento de las composiciones de 1la
eamila;enina comerci%les y/o al suministro de la esmilagenina a
partir’ de 1la composi%ién al paciente humano o animal no humano
para lograr e; efecté farmacolégico d;seado.

| La presént? invencién también provee métodos para
preparar - los maéeriaies de la = presente invencién,
preferentemente por éedio de precipitacién de la esmilagenina a
partié de una'solucisn de esmilagenina en un solvente orgénico
édecuado © una mezcla de solvente, o mediante wuna
cristalizacién difeéente de esmil;genind en un solvente
organice o meicla de solventes adecuada, opcionalmente en
presencia de agua, 431 como medicamentos, alimentos y bebidas
que contienen a dichos materiales, métodos para pfeparar los
medicamentos, alimeptos .y bebidas, . los8 usos de dichos

]
materiales en la preqipitacibn de los medicamentos, alimentos y

bebidas, y los usos de los mediﬁamentos, alimentos y bebidas en

12
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H .
humano y medicina ve%erinaria y en tratamientos no terapéuticos
para humanos y para %nimales no humanos.

La presente invencién ademas provee un procedimiento

para obtener una . esmilagenina de grado comestible o
. . i
farmacéutico o un de&ivado de la misma, en donde al menos una

o

etapa del procedimieﬁto incluye preparar esmilagenina en una o

més de las formas .de acuerdo a la presente invencién. La

esmilagenina buede ' ser p}eparada en cualquier nivel de

hidratacién adecuadoiy.en cualquier forma fisica’adecuada, por
ejeﬁplo como un sbliho seco aislado o en un medio liquido tal
como una lechada dé 4:i§tai. -
i
La esmilag;nina de gradeo farmacéutico comeatible o

resultante o derivado de lo mismo puede posteriormente ser

{
formulado en un medipamento adecuado, en un alimento o en una
. 1
forma de bebida adecqada.

-}
. La presente invencién adéﬁés provee métodos para

ajustar la forma cristalina de esmilagenina entre las formas I,
H [}

II, 1IX, IIIA, V, VIiy VII (pbr ejemplo entre las formas I, II,
]
I1II, IIIA y V), métﬂdos para ajustar la forma de esmilagenina

entre sus formas amo%fas y cristalinas, métodos para ajustar €l
[
nivel de hidratacién de la esmilagenina, métodos para formar el

solvato alcohol iso¥propilico de esmilagenina y métodos para

ajustar la forma de ?smilégenina entre dos o miés de las formas

I
hidratada, Bolvatadaiy no hidratada y no solvatada.

Los términos “cristalizar”, “recristalizar” \'4

similares, como se utilizan aqui, se refieren a todos 1los

¥




métodos adecuados péra formar una forma o plano de cristal

deseado- o una mezcla:u otra combinacién de lo mismo, y no son
]
limitantes. Por eiemplo, lechada de cristal, precipitacién

cristalina, y otra transformacién cristalina mediada por

solvente, con o sin siembra y/o nucleacitén, estdn todos

comprendidos por los. términos “cristalizar”, “recristalizar” y

similares que se utilizan aqui.
. . e

Por lo cuai, los materiales de acuerdo a la presente

invencién pueden estar convenientemente presentes en una forma
aislada sustancialmente pura. Los materlales pueden ser

adecuadamente preparados en una escala de kilogramo.
DESCRIPCIOQ DETALLADA DE LA INVENCION,

Forma q;isfalina I .

El términoi “forma cristalina I", como se utiliza
aqui, significa que aa forma cristalina de la esmilagenina es
aquella gque tiene un:patrbn_de XRPD sustancialmente como el que
se muestra en la F:I:gura 2 de los dibujos acompafiantes (A =
1,5406 Angstroms).

La expresi?n “un patrén XRPD sustancialmente como se
muestra” como se uéiliza agqui se refiere particularpente a
cualquiér palkrén XREP que tiene picos 2-theta o de espaclo d
que correspondén a los plcos de diagnostico de” la Figura. Para
los propésitos de la:presente invencién, aproximadamente los 20
picos mds intensos ;n el rango de. 2-theta de 5 a 50 grados

pueden ser considefados Igeneralmente cgracteristicos o de

14
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diagnéstico de 1la fo%ma #ristalina, sometidos sin embargo a la
prictica esténdar enicristalografia. |
. Las intensidades.de los picos XRPD para esta forma
cristalina, en el rango 2-theta de 5 a 50 grados, se muestran
én la Tabla A mas ;adqlante, en la columna encabezada bajo

“Forma I”. Estos daﬁos”son las intensidades a valores de 2-

theta regularmente éepa;ados, y son para ser utilizados en

conjunto con la Figura de los dibujos. A partir de estos datos,

los espacios d pueden ser facilmente calculados utilizando 1la
. 1

ecuacién de Bragg. | .

El material de la forma I puede ser preparado por
medio de 1la recriséalizacién de esmilagenina comercialmente
disponible a partiri de acetona. De manera alternativa, el
material de la forma I pue@e ser preparado por medio de una
transformacién mediaéa por solvente del material de la forma II
o 1la forma III ;n acetona, o mis preferentemente en

acetonitrilo.

El anélisis de Karl Filscher, la calorimetria

diferencial de barrido y el analisis termogravimétrico

confirmaron que la ;‘.’orma cristalina I gue,K se obtuvo no esta

hidratada ni solvatada.

Forma Cristalina I

El término?“forma cristalina II” como se utiliza aqui

significa que la forma cristalina de la esmilaéenina es aquella

15
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que tiene un patrén ae XRPD sustancialmente como se muestra en
la Figura 1 de los dibujés acompaflantes (A = 1,5406 Angstroms).
La expresién “un patrén XRPD sustancialmente como ée

muestra”, como se utiliza en la presente invencién, se refiere
1

particularmente a cuélquier patrén XRPD que tiene picos 2-theta
o.de espacio d que éorréspoﬁden a los picos de diagnostico de
la Figura. Para loﬁ propésitos de la presente invencién,
aproximadamente los ?0 picos mi&s intensos en el rango de 2-
theta de 5 a 50 gr;dos, pueden ser consideradoS generalmente
caracteristicos o &e diagnéaticos de la forma cristalina,
sometidos sin embarg; a la préctica estandar en ;ristalografial

Las intens;dades de los ﬁicos XRPD paia esta forma
cristalina en el ranéo 2~theta de 5:a 50 grados se muestran en
la Tabla A mas adelénte, en la colupna encabezada “Forma II;.
Estos datos son ias intensidad;s a valores de 2-theta
reqularmente separadés,_y s0n para ser utilizgdos en conjunto
con la Figura de los dibujos. A p;rtir de estos datos, los
espacios d ‘pueden ;er facilmente calculados utilizando 1la

)
ecuacién de Bragg. .

El material de forma II de 1la esmilagenina
comercialmente disponible se obtiene a partir de Research Plus,
Iné.

La colorim;tria diferencial de barrido (DSC), TGA,
solvente residual y el andlisis Karl Fischer confirmaron que el

material no. fue hidratado ni solvatado.

16




Forma Cristalina III
i ) '
El término: “forma cristalina III” como se utilliza
i
aqui significa que la forma cristalina de la_, esmlilagenina es

aquella que tiene un patrén de XRPD sustancialmente como se

muestra en’ la FiguraEB de los dibujos acompafiantes (A = 1,5406

Angstroms). '
1

La expresién “un patrén XRPD sustancialmente como se

muestra”, tal se utiliza en la presénte invencién, se refiere

particularmente a cualquier patrén XRPD que tiene.picos 2-theta
e

o de espacio d que gorfesponden a los picos de“diagnostico de
la Figura; Para lo; propésitos de la presente invencién,
aproximAdamente ios ?Olpicos mas intensos en el rango de 2-
theta de 5 a 50 grédo&% pueden ser considerados generalmente
caracteristicos o Je Aiagnéstico de 1la forma cristalina,

sometidos sin embargé a la practica estidndar en cristalografia.

Las intensidades'de los picos XRPD para esta forma
cristalina en el ranéo 2-theta de 5 a 50 érados se muestran en
la Tabla A mas adela;te, en la columna encabezada “Forma III".
Estos datos son las . intensidades a valores de 2-theta
regularmente aeparbdés,;y son para ser utilizados en conjunto

con la Figura de 163 dibuios. A partir de estos datos, 1los

espacios d pueden ser fécilmente calculados utilizando la

-

ecuacién de Bragg.
El material de forma IIT puede ser preparado por
medio de 1la transfor@acién mediada por solvente de 1la

esmilagenina comercialmente disponible utilizando metil t-~bitil
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i .
éter, acetona,metil iso-butil cetona, acetato de etilo acetato

|
de iso-propilo y tolueno.
Las transformaciones mediadas por solvente de la
esmilagenina comercialmente disponible utilizan butanona o son

. i

desde un 50% de etanol acuoso entregan una mezcla de formas
cristalinas III y V. |
i

Estos datos muestran que la forma cristalina II puede

ser convertida en 1la forma III, por medio  de las

transformaciones mediadas por solvente utilizando un rango de

solventes. i
I

El anAlisis de Karl Fischer, la calorimetria
diferencial de barrido 'y el anadlisis termogravimétrico

confirmaron que la forma cristalina III que se obtuvo no se

encuentra hidratada ni solvatada.
i
!

Forma Crisﬁalina IIIA

El término.“forma cristalina IIIA” como Se utiliza
aqui significa que la forma cristalina de la esmilagenina es
aguella que tiene uﬁ patrén de XRPD sustancialmente como se

|
muestra en la Fidura:4 de los dibujos acompafantes (A = 1,5406

Angstroms).

La expresién "“un patrén XRPD sustancialmente como se
muestra”, tal como :se utiliza en la presente invencién, se
refiere particularmente-a cualguier patrén XRPD que tiene picos
2-theta o de espacio d que corresponden a 1los picos de

diagnostico de la Figura. Para los propésitos de la preésente

18
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invenc%bn; .aproximadamente los 20 plicos mis intensos en el
rango de 2-theta dé 5 a 50 grados pueden ser considerados
generalmente caracte%isticos o de diagnésticos de 1la forma
cristalina, some_tido:s sin embargo a la préét.ica estandar en
cristalografia._ -

L?s separaéiones de espaciq d puede; gser facilmente
calculados- a parti% de la informacién en la Figura 4,
utilizando la ecuacién Braqg.

El materiai de forma IIIA puede ser °‘preparado por
medio de 1la 'tranéformacibn mediada por solvente 'de. la
ésmilagenina comercialmente disponible. utilizando

1
¥

dimetilformamida.

Forma Cristalina V

El término “forma cristalina V” como se utiliza aqui
significa que la forma cristalina de la esmilagenina es aquella

!
1 '
que tiene un patrén de XRPD sustancialmente como se muestra en

Ja Figura 5 de los dibujos .acompafiantes (A = 1,5406 Angstroms).
i .

L.a expresién “un patrén XRPD sustanclalmente como se

muestra”, tal como 'se utiliza en 1la presente invencidén, se

refiere particul{rmente a curalguier patrén XRPD que tiene picos
1

2-theta © de espacio d que corfesponden a los picos de
diagnostico de la Figura. Para los propésitos de la presente
invencién, aproximadamente los 20 picos mas intensos en el

rango de 2-theta de 5 a 50 grados pueden ser considerados

generalmente caracteristicos o de diagnéstico de la forma
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cristalina, sometidos sin embargo a la prActica estdndar en

cristalografia.. !
! . . .

Las intensidadgs de los pilcos XRPD para esta forma

cristalina en el rango 2-theta de 5 a 50 grados se muestran en
la Tabla A més adelante, bajo la columna encabezada "“Forma IV”.
A partir de estos détos, los espacios d pueden ser faclilmente
calculados utilizgndg la ecuacién de Bragg.

El material de fo?ma V puede ser preparado en forma
relativamente pura por medio de la recristalfzacién de la
esmilagenina comercialmente disponible a partir de etanol,
tet;ahi&rofurano. h;xano o acetona acuosa. -La proporcién
acetona/agua en la aéetona acuosa puede variar.ampliamente, por
ejemplo desde alredehor de 0,5:1 (en volumen) hasta alrededor
de 25:1 (en volumenin por ejemplo desde alrededor de 1:1 ({en

volumen) hasta alreéedor ‘de 20:1 (en volumen), por ejemplo
desde alrededor de 2;1 (en volumen) hasta alrededor de 19:1 (en
volumen),

Una transformacién mediada por sclvente de 1la
esmilaéenina comerciélmente disponible en butanona o en etangl
acuoso al 50% entreg; una pezcla de formas cristalina III y V.

Uné transformacién mediada por solvente de 1la
esmilagenina cdmerciélmente disponible en dicldrometano entrega
una mezcla de formas cristalinas II y V.

El anélisi; Karl Fischer, DSC (F}gura 6) y TGA

(Figura 7) confirmaron quella forma de cristal V que se obtuvo

es una esmilagenina monohidratada.

*20 -
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Todas las ;ransformaciones mediadas por solvente en
acetona acuosa, .teirahid¥ofurano acuoso o etanol acuoso
entregaron la forma Fristalina V (monohidrato). En cada caso
las préporciones de ?gua a.solvente en el medio pueden variar
ampliamente. La pyreza del material cristalino resultante
parece ser superior cuando se utilliza acetona acuosa,:'én
comparacién con el medio alternativo.

Forma criaﬂalina VI

i
El término “forma cristalina VI” utilizadec aqui
significa que la forma cristalina de esmilagenina tiene un

patrén XRPD sustancialmente como el qgue se muestra en las
l :
Figuras 8 y 15 de los dibujos que se acompafian (1 = 11,5406

Angstroms). '

La expresiédn “un patrén XRPD sustanclalmente como el

gue se muestra” como se utiliza aqui se refiere particularmenéé
a un patrén XRPD que tiene picos espaciados 2-theta o d que

corresponden a los p#cos de diagnéstico de la Figura. Para los

propésitos presentesé aproximadamente los 20 picos mé&s intensos
en el rango'.2-theta .de‘2 a 28 grados pueden ser generalmente
considerados caractéristicps o de diagnéstico de la forma

cristalina, sin embargo sometidos "a la practica general en

cristalografia.

Las intensidades de los picos XRPD para eata forma
]

cristalina en el rarigo 2-theta de 2 a 28 grados se pque

obtener de las Figuras 8 y 15. Los valores 20 y separaciones d

1
. :
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para los picos significativos, y las intensidades de los picos

significativos reapeqto del pico mas intenso, se entregan en la

tabla B. 'i

El méteriai de forma VI puede ser preparado en forma
relativamente _pura: .pdr medio ‘de recristalizacién de

esmilagenina comercialmente'ﬁisponible a partir de metanol.

El analisié DsC (E;gura 9), TGA (Figura 10) y sorcién
de vapor (Figura 11; sugiere que la. forma cristalina VI que
hemos obtenido es ué canal hidrato de esmilagenina que exhibe
una estequiometria esmilagenina:agua variable y el potencial
para formar solvatosfcanales con solventes que tlenen moléculas
de tamafilo adecuado. ! Como és bien sabido, un hidrato canal es
un hidrato en el cual la.estructura reticular del cristal d;.ih
molécula forma un caéal o jaula que encierra un espacio el cual
puede acomodar. tdt%l 0o parcialmente molécu}as de agua (o
solvente). La ?roporcibn estequiométrica (molar) de
esmilagenina:aqua en:cualquier momento particular dependeri de

factores tales como| la humedad de la atmésfera circundante,

como las moléculas de agua que generalmente estidn libres para

entrar o salir del espacio.
i
Forma cristalina VII

El término “forma cristalina VII” utilizado .aqui
signifita que la forma cristalina de esmilagenina tiene un
patxén XRPD sustancialmente como el gue se,muestra en las

i

|
l
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Figuras.lé'y 16 de ?oa dibujos gque se acompafian (1 = 1,5406
Angstroms). . j

La'expresién “ﬁn patrén XRPD sustancialmente como el
que se mueséra” como .se utiliza aqui se refierq particularmente
a un,Patrén XRPD qu; tieﬂe picos espaclados 2-theta o d que
corresponden a los picoa de diagnéstico de la Figura. Para los
propbs}tos de 1la p;esente invencién, aproximadamente los 20
picos mids intensos eﬁ el ranéo 2~theta de 2 a 28 ‘grados pueden
ser geﬁeralmente con;ideradbs caracteristicos o de diagnéstico

de la forma cristal'na, sin embargo sometidos a la préctica

general en cristalografia.

Las intensidades de los picos XRPD para esta forma

’ ;
cristalina en el rango 2-theta de' 2 a 28 grados se puede

obtener de las Figur%s 12 y 16. Los valores 20 y separaciones d
para los picos significativos, y las intensidades de los picos
significativos respecto del pico mas intenso, se entregan en la

tabla C.

El material de forma VII puede ser preparadoc en forma

relativamente purai por medio de recristalizacién de
esmilagenina'comerciélmente disponible a partir de alcohol iso-
propilico (IPAL; El material puede ser envejegido si se desea
{(por ejemplo a tem?eratura ambiente y por ejemplo por un
periodo de al menos %lrededor de 24 horas, por ejemplo al menoa

alrededor de 48 horas). Si se deaea, el material de forma VII

puede ser posteriofhente recristalizado desde acetona para
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i
entregar esmilagenina anhidra no solvatada en una forma
sustancialmente puraf

1

Los andlisis DSC (Figura 13) y TGA (Figure 14)

i :
indican que la forma' cristalina VII que se obtuvo es el hemi-

]
solvato IPA de esmilagenina.

El material de forma VII es potencialmente importante

como un inte;mediarﬁ en la purificacién de esmilagenina para

producir una eSmilaanina dé grado comestible. o farmacéutico.
Sin desear estar ubido por la teoria, se piensa que una
. 1

solucién de esmilagehina relativamente impura en alcohol iso-

propilico es especialmente conveniente para ser

azeotropicamente dea#ilada para lograr de manera eficiente la
remocién de agua éesde la solucién. El solvato IPA de
esmilagenina el cual! es precipitado a parti; de la soluci;':n
reducida dgspués : de dicha Aestilacién puede ser
convenientemente ‘recristalizada como una esmilagenina anhidra

i
no solvatada de grado farmacéutico o comestible utllizando un

solvente organico coépatible con IPA tal como ‘acetona, el cual
no forma un solvato con esmilagenina.

Por lo cuai, en uﬁa modalidad pérticular, el material
de forma VII puede Per aislado en una forma sustancialmente
pura, en forma éreferentemente seca Yy preparade por
precipitacibﬁ desde ;na solucién de esmilagenina relativamente
impura en iso-propanol, cuya solucién preferentemente ha

sufrido una destilacién para reduclr su volumen y retirar® el

agua u otras impurezas. Mas preferentemente, el proceso
. . f
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mediante el cual el material de forma VII es preparado es
llevado a cabo a una escala industrial (obteniendo al mqr;os

]
cantidades en kilégramos - del material de forma VII).

|
Prefereﬁtemeqte, la esmlilagenina anhidra no solvatada es
posteriormente recristalizad; en un gfado- farmacéutico o
comestible a partir =e dicho material de forma VII utilizando
un solvente organiqo anhidro compatible con IPA tal como
acetona, el éyal no ;orma un solvato con esmilagenina. Ademas
se prefiere que en ninguna etapa en la preparacidn o
purificacién de la;_esmilagenina, incluyendo la etapa de
formacié4n de cualquier maéerial de forma VIIv u otra forma
intermediaria de eimilagenina, es necesario- (o realizadg)
retirar el agua de ia esmilagenina, o de cualquier mezcla que

la contlene, utilizandoe un material sélido higroscépico tal
; .

-

como sulfato dé magﬁesio.

Los ejemplds.2, 6 y 7 de WO-A-2004/037845 describen
ciertos procedimientbs de ﬁroducéibn por lotes en escala de
laboratorio para purifibar esmilagenina por medio de
recristalizacioén desde alcohol iso-propilico (2-propancl). Sin
embargo, en ninguno; de es?os ejemplos -se establece que el
material precipitadé es "un solvato IPA de esmilagenina,
quedando solo un he;ni—solvato IPA. Hasta el punto que “sea

necesario ante cualquier autoridad ‘o jurisdicclén excluir las

declaraciones de esoé ejemplos y de la material que es obvia a
.1 . H

partir de ellos del% eépectro de proteccién 'del material de

forma VII, los procedimientos para su preparacibén, y los usos
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de la mismq; ﬁale% declaraciones - y especialmente alas
declaracioﬁes. de laf purificacién de la esmilagenina inicial
impura utiliz;ndo aﬂcoh&l iso-propilico - soﬁ por este medio
son exceptuidaé de %a ptesente solicitud. En particulaf, en
dichas jurisdiccione% el material de forma VII de acuerdo a la
presente invencién péede comprender el material de forma VII en
una forma aislada su;tancialmente pura preparada en una escala
de kilogr;mo. Como se ha mencionado anterjormente, este
materiai es precipit;dq a partir de al soluciémr IPA reducida
despuésl de la éestilacibn azeotrépica y puede ser
convenientemente recgistalizado como esmilagenina anhidra no
solvatada de g?ado farmacéutico o gomestible.(por ejemplo en
forma I o forma iII, por ejemplo en una forma aislada
sustancialmente purag preparada en una escala de kilogramo)

utilizando um solvente orgénico anhidro compatible con IPA tal

como acetona, e cual -no forma un solvato con esmilagenina.

Formas Amoffas.

Las formas amorfas no son cristalinas. § Ha
i
encontrado en la presente invencién, que la esmilagenina amorfa

parece tener _ una ; solubilidad y estabilidad en agua
potencialmen;e atil éon respecto a la conversign para una forma
cristalina. Estas caracteristicas ofrecen :una fabricacién,
formulacién, almacénémi;ntq y biodisponibilidad mejorada de la
esmilagenina en comﬁaracibn con la forma cristalina del arte

previo.
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La esmilagénina amorfa que“se ha. preparado tiene un
patrén XRPD, que no:presenta picos que serian caracteristicos

de cualéuier estructﬁra cristalina.

Derivados

El termino “derivados” utilizado aqui representa

particularmente a 10; compuestos definidos y deacritos en los

. |
documentos de _patenTe del arte previo reconocidos antes en

re}acién a las aétividades biolégicaé conocidas de 1la
esmilagenina (Patente ‘US 3.890.438; Patente US 4.680.289;
Patente US 6.258.386; WO-A-01/23406; WO-A-01/23407; WO-A-
01/23408; WO-A—01/49i03; WO~-A-02/079221; y HOfA—03/082893.
Dichos ; aerivados " incluyen pro-drogas
farmacéuticamente acéptables de la esmilagenina y a las saies
farmaeguticamente acéptable de la misma. .
Las pro-drpgaé de esmilagenina pueden inclﬁir ée
manera ‘especial a lés esteres de carboxilatos de posicién 3

i .
tales comc el catilato (etoxicarboniloxi), acetato, succinato,

prop;onato, butiraéo, ‘'valerato, isovalerato, caproato,
isocaproato, dietilécet;to, octanoato, decanoato, laurato,
miristato, palmita{o, - estearato, benzoalo, fenilacetato,
fenilpropionato, ;cinamato, p-nitrobenzoiloxi, 3,5-
dinitrobenzoiloxi, p;clorobenzoiloxi, 2,4-diclorobenzoiloxi, p-
bromobenzoiloxi, m-bromobenzoiloxi, ‘p-metoxi-benzoliloxi,
ftalilo, glicinatoﬂ alaninato, valinato, fenilalaninq;é,
isoleucinato, metioéinato, arginato, aspartato, cisteinato,
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glutaminato, histidinato, lisinato, prolinato, serinato,

I . -
treoninato, ‘triptofanato, tiosinato, fumarato y los ésterds

maleato;

El- gérmin; “sales farmacéuticamente aceptables”
repregsenta a las palgs de adicién acida organi;as e inorganicas
relativamente no tbxicas, y sales de adicién basica orgénicas e
inorgénicas ;elativa&ente no t6xica§ de los compuestos de la
presente invéncibn. :Estas sales se pueden preparar in situ
durante el aiﬁlaﬁiento y purificacién final de 1lbs compuestos.
En particular, las shles de adicién Acidas se pueden preparar

de manera separada h%ciendo reaccionar el compuesto purificado
en su forma 9e ba&é'libre con un acido organico e inorgagléo
adecuade y ailslar lalsal asl formada. Véase, por ejemplo 5. M.
Berge et al., Pharmaéeutical Salts,_J. Pharm. Fci., 66: pp. 1-
19 (1977) lg cual sé incorpora aqui a modo de referencla. Las
sales de adicioédn bas%ca también pueden ser preparadas de manera
separada haciendo reaccionar él compuesto purificado en su
forma &cida con una base orgdnica e inorgidnica adecuada vy
aislar la sal asi iformada. Las .sales de adicién basicaa
incluyen 1las sale# de metal y amina farmacéuticamente
aceptables. Ejemplosidé las sales de adicién &cida adecuﬁgas
son agquellas formad;s con &cidos seleccionados de los écid;s
clorhidricos, sulfiricos, fosféricos y nitricos. Ejemplos de
sales de adicidén bééica adecuadas -‘son aqueilaa formadas con

bases seleccionadas a partir de hidréxido de sodio, hidréxido

de'potasio e hidréxido de amonio.



Medicamento,‘s_, Alimentos, Suplementos Alimenticios y

Bebidas

De acuerdéia la presente invenclén, una composicién
puede comprender un:materiai, como se.describe anteriormente,
en mezcla con uno o mis componentes adicionalesa seleccionados a
partir de: uno o mds materiales diferentes tal como se describe
antes, otras formaside esmilagenina, cualquier otro materlal
biolégicameﬁte acti@o, y cualquier material biolégicaméhte

inactivo. i
» - I

La combosiéién se puede preparar por medio de un
método .que comprendefmezclar un material como ;e describe antes
con uno o mas compo;entes adicionales seleccionados a partir
de: uno o mas matef;iales diferentes como ‘se describe antes,
otra formg de ;smilagenina, cualquier otro material
biolégicamente activo, y cualquier material biolégicamente
inactivo.

De acuerdo;a la presente invencién,-el material o la
composicién (por ejeéplo, el medicamento, alimento, supleméhfb
alimenticio o bebida) puede ser ﬁtilipar; el tratamiento de una
condicién selecpionQQa de: niveles elevados de colesterol en la
sahgr;, sindromés de:obesidad Yy ;besidad diabética, disfunciédn
cognitiva y  sus coqdiciones asociadas, neurodegeneracidédn no
éognitiva, : degenefacién_ neuromuscular no cognitiva,

'
neurodegeneracién motor-sensorial y pérdida de 1la funcién

receptora en ausencia del deterioro cognitivo, neural o

neuromuscular.
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Incluso adém&s, la invencién provee un método de
i
tratamiento de un humano o animal no humano (por ejemplo, un

.humano) que sufre. de, o susceptible a, una condicién

seleccionada.de: niveles elevados de colesterol, sindromes_de

obesidid y obesidad diabética, disfuncién cognitiva y sus

condiciones asociadas, neurodegeneracién no cognitiva,

degeneracién .neurom?scular no cognitiva, neurodegeneracién
motor-sensorial y pé?didh de la funcién receptora en ausencia
del deterioro cognitivo, neural o neuromuscular, lo cual
comprende administrar a dicho humano o animal no humano una

cantidad efectiva deiun material o composicibn como se describe
i .

anteriormente.
El agente activo preparado de acuerdo a la presente

) '
invencién puede entonces ser formulado en cualquier forma. de

1
composicién adecuada para la administracién a un paciente

. 1
humano o animal no humano. La composicién puede consistir del
1

agente activo solo o‘puede incluir al agente activo y cualquier

componente adiclonal adecuado, tal como uno o mids vehiculos,
diluyentes, adyuvantes, eﬁcipientea, o vehiculos
farmacéuticamente ac;ptablés, tal como agentes preservantes,
rellencs, agentes degintegrantes, agentes humectantes, agentes
emulsificantes, agen;es de suspensién, agentes edulcorantes,
agentes saborizantes, agentes de perfume, agentes
antibacterianos, agentes antifingicos, agentes lubricantes .y
agentes de dispersiéé, dependiendo de la naturaleza del modo de

administracién y de las formas de dosis.




1 - :
.La composicién puede, por ejemplo, ser urfa
: !
composicién farmacéutica (medicamento), un alimento, suplemento

alimenticio o bpbida{

El términb “alimento”, “suplement;' alimenticlo” y
“bebida” utilizados %qui tienen los significados normales para
dichos términos, yi no éstén restringidos a preparaciones

farmacéuti&as. Los ' ingredientes de grado comestible o

farmacéuticamente adgcuados serdn utilizados, de acuerdo a la

forma de cqmpoaiciénideseada.

| Para 'déta}les adiclionales de las formas de
composicién - adecuadas o de dosis adecuadas, .se recomi;;éh
revisar.las Patente US 3.890.438; Patente.US 4.680.289; Patente
US 6.258.386; WO—A—0§/23406, WO-A-01/23407, WQ:A—01/23408, WO-

A—O;/49703; NO—A—OZ/479221 y WO-A-03/082893.

BREVE DESCRIPCION. DE LAS FIGURAS

Se observan las flguras acompafantes:

La Figura.il presenta un patrén XRPD (A = 1,5406
Angstroms) gbtenido ra partir de la muestra de esmilagenina

comercialmente disponible en 1la forma c¢ristalina II (arte

previo);

1

La bigura :2- present# un  patrén XRPD (A = 1,5406
Angstroms) de una - muestra de esmilagenina en la forma

cristalina 1;
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La Figura '3 presenta un patrén XRPD (A = 11,5406
1
Angstroms) de una fmuest;a de esmilagenina en la forma

cristalina III;

La Figqura 4 presenta un patrén XRPD (A = 1,5406
Angstroms) de una  muestra de esmilagenina en la forma

cristaiina IIIA:;

La Figura 5 presenta un 'patrén XRPD (A = 1,5406
Angstroms) de una ;. muestra de esmilagenina. en 1la forma

cristalina V;

La Figura 6 presenta un trazado DSC de una muestra de
esmilagenina en la forma cristalina V, la cual demuestra ser un

monohidrato; y

-
-

La Figura' 7 "muestra al TGA de una muestra de

esmilagenina en la forma cristalina V, en donde se demuestra

gue es un monohidrato:
]

|
La Figura :B muestra un patrén XRPD (A, = 1,5406

Angstroms) de una muestra de esmilagenina en la forma
cristalina VI (que se piensa es esmilagenina canal hidrato):;

La Figura 9 muestra un trazado DSC de una muestra de

esmilagenina en la forma cristalina VI;
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La Figura | 10 muestra al TGA de una muestra de

esmilagénina en la forma cristalina VI:;

~ La Figura il muestra .un grafico de porcién de vapor

de una muestra de esﬁilagenina en la forma criéyalina VIi;

La Figura '12 muestra un patrén XRPD (A = 1,5406
Angstroms) de una muéstra de solvato alcohol iso-propilico(IPA)

esmilagenina, en .la forma cristalina VII;

La Figura 13 muestra un trazado DSC de una muestra de

solvato IPA-esmilagenina en la forma cristalina VII; -

La Figura 14 muestra al TGA de una muestra de solvato
IPA—esmilageﬁinh en la forma cristalina VII; que se demuestra

ser un solvato hemi-IPA;

La ' Figura -15 muestra un patrén XRED (A = 1,5406

Angstroms) de una ;muestra de esmilagenina en 1la forma

cristalina VI, con picos significativos indicados mediante

flechas; Q

La Figura ‘16 muestra un patrén XRPD (A = 1,5406

Angstnoms) de una muestra de solvato IPA-esmilagenina en 1la
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forma cristalina VII, con picos significativos indicados

mediante flechas.
!
EJEMPLOS Y;DESCRIPCIﬁﬂ-DETALLADA DE LOS DIBUJOS
" Los siguieﬁtes Ejemplos'no limitantes se proveen comao

ilustracién -adicional de 1la presente invencién, pero sin

limitacién, y se discuten con referencia a las Figuras.

Materiales he Partida

Las muestras de esmilagenina comercialmente
disponiples se adquirieron de Research Plus Inc y Steraloids
Inc. . :

]
Las muestras fueron analizadas por medio de XRPD y

definidas como forma-II de acuerdo a nuestra nomenclatura. Una
muestra de Research -Plus se examiné por medio de DSC y TGA
encontridndose que esta era anhidra.

Ejemplo 1

Forma Cristalina I

A. Cristalizacién desde acetona
- Se suspendié esmilagenina (10,0 g) en acetona (250
ml) y la mezcla sé calenté a temperatura de reflujo. La
solucién resultante se decantd a partir de los sélidos no

disueltos y se calenté nuevamente a reflujo para entregar una

solucidén transparente. La .solucién “se dejd enfriar por sobre

alrededor de 3,5 horas a 29°C y se cnfrié ademds con un bafio de
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agua/hielo a 2°C. Seicosechb el sélido resultante por medio de

filtracién,-se lavé Lon acetona fria (5°C), (50 ml) y se secé
al -, vacio durante 53 dias para entregar 7,4 gramos de
esmilagenina pura, ia cual se caracterizé por XRPD como la
formg I de acuerdo a nuestra nomenclatura.

B.Cristali;acién desde acetonitrilo
’ Una suspénsibn de esmilagenina (1,05 gq) en
acetonitrilo (ib ml) fue agitada a temperatura'aﬁbiente durante
la noche. _Se cosecﬁé el sblido por medio de {iltracibn y §B

sec6é en horno de vacio a 80°C para entregar esmilagenina en la

forma I (0,92 g, rendimiento 88%).

Elemplo 2

Forma Crisfalina IX
Se fabricéz la esmilagenina por medio de reduccién
estereoespecifica de diosgenina de acuerdo al procedimiento

descrito en la Solicitud de Patente PCT No. PCT/GB2003/001780

(WO—A—2004/0378;5). i

Se sometib:la esmilagenina a XRPD.y se encontrd que
el patrén es sustancialmente similar a aquel mostrado en la
Figura 1 de 1los diﬁujos.. En estas bases, el material fue

caracterizado como . la forma II de acuerdo a nuestra

nomenclatura.

Ejemplos 3 vy 4
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Ejemplo 3
Se suspendié esmilagenina (16,0 g) en acetona (250

ml) y se calenté la mezcla a temperatura de reflujo. Se enfrté6

la solycién resultante a 2°C durante mds de alrededor de 15

minutos y el sélido s:e cosechd' por medio de filtracién, se lavd

con acetona fria (5°C), (250 ml) y se secd al vaclo durante

alrededor de 24 horas pa;:a entregar 8,1 gramos de esmilagenina
pura, la cual se caracterizé de acuerdo al XRPD como la forma

III de acuerdo a nueétra nomenclatura.

Ejemplo 4

Se suspendié esmilagenina (200 mg; forma II) en t.er-
butil metil éter (4 ml) y se agitéd durante: alrededor de 4.8
horas. Be coseché el sélido por medio de filtracidén y se secd
para entregar 40 mg, lo cual fue caracterizado como la formg

IITI de acuerdo a nuestra nomenclatura por medio de XRPD, DSC y

TGA.

Ejemplos 5 a 9

Forma Cristalina V

Ejemplo 5

Se agregd. agua (200 mi) a una suspensién _ de

esmilagenina (20 g) en acetona (200 ml) y se agité la mezcla

durante'alrededor de '2 horas. Se cosgeché el sélido po.i' medio de
filtracién, se ‘secé al enorme vacio a 40°C durdnte alrededor de

24 horas para entregar 20,5 g lo cual se caracterizé por XRPD
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como la forma V de acuerdo a nuestra nomenclatura. E; contenido
de agua se determinb como 4,4% por medio del analisis Karl

!
Fischer.

Ejemplo 6

Se suspendidé esmilagenina (200 mg; forma II}) en

hexano (10 ml) y sei agité durante alrededor de 48 horas. Se
1

coseché el s6lido por medio de filtracién y se secd para

entregar 80 mg 1lo cual se caracterizé como la forma vV de

acuerdo a nuestra nomenclatura por XRPD, DSC y TGA.

i

Ejemplo 7

Se suspendié esmilagenina (500 mg; forma II) en
tetrahidrofu;ano £2 ml) y se agitdé durante alrededor de 48
.horas. El sélido se .coseché por medio de filtraclén y se secd
para entreéar 80 m§ ;o cual se caracterizdé como la forma V de

acuerdo a nuestra noﬁenclatura por medlo de XRPD, DSC y TGA.

Ejemplo 8 v 9

,» Se re-cristalizé esmilagenina (Research Plus 1Inc.)
utilizando la qristaiizacibn lechada con butan?na (Ejemplo 8) o
etanol acuogso al 30% (Ejemplo 9} como el solvente de
recristalizacién. En cada caso el materlal re-cristalizado se

sometid a XRPD y se caracterizdé como una mezcla de las formas

III y V de acuerdo afnuestra nomenclatura.
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Ejemplo 10:

. Forma Cristalina IIIA

Se re-cristalizé esmilagenina (Research Plus 1Inc.)
utilizando cristalizacién de Iéchada con dimetilformamida como

el solvente de recristalizacién.

-
-

El materiaf re~cristalizado se sometidé a XRPD y sobre
esta base el materiai se caracterizé como forma cristalina IIIA

de acuerdo a nuestra nomenclatura.

Ejemplo_ 11

Forma cristalina VI (hidratoe canal de esmilagenina)

Se_pesb esmilagenina (260 mg) en un frasco de fondo
redondo y se agregd metanol (10 ml). Se calenté los contenidos
a 70°C para afectar :la completa disolucién, se dejé enfriar a
temperétura ambiente;y se agité_a temperatura ambiente durque
60 minutos. Se recoléct6 el sélido por medio de filtracién y se
sec6é al aire por alrededor de 2,5 horas.

El patrén "de difraccién de rayos -X en polve se
muestra en -la figLra 8, el tr;zado de la calorimetria
diferencial de barrido se muestra en la figura 9 y el andlisis
termogravimétrico se-muestfa en la figura 10.

El trazado DSC muestr; una débil tranaicién
endotérmica amplia hasta 50°C, una transicién exotérmicaa 120°C
sequida de una eleva?a energia ae transicién de fusién final a

188°C. El1 anAlisis TGA confirma que la endoterma inicial estéd

asociada con la pérdida de agua y que la transicién a 121°C no

l°3




estd asociada con ni;guna pérdida de solvente. El andlisis de
la muestra-éor medio de la titulaci6én de Karl Fischer confir@p
que el solvente era égua.

. Lés eséudiés de éorcibn de vapor (véase la Figura 11)
muestran que.lé muesira es higroscdpica y adsdrbe hasta 9% dé
agua (alrededor de 2'mol. eq. agua; es declir un dihigrato) a ua
humedad elevada vy pé’.erde reversiblemente el agua ‘a. una baja
humedad. Esto sugiére que esta forma es un:hidrato canal de
estequiometria esmil;genina:agua variable, depeﬁdiendo de 1la

temperaturé y humedad del alrededor.

Ejemplo 12; *

Forma criséaliﬁa VII (solvato IPA-esmilagenina)

§e agregé% esmilagenina (150 mg) a alcohol iso-
propilico (IPA)- (5 hl) y se calentdé la mezcla a 70°C para
asegu?ar la disolucién. Luego se dejé que la solucién trans-
parente se enfriara é 40°C durante 2 horas, cén lo cual ocurrié
la precipitacién. Sé recaienté la mezcla a 65°C para disolver
el material y- la splucibn se volvié a enfriar a 45°C, se
mantﬁvo a 45°C durante. 15 minutos, se enfrié a 40°C, y se
mantuvo a 40°C durante 2 horas. Luego se enfrié la lechada a
temperatura ambiénteiy se envejecié durante un fin de semana *a

temperatura ambiente. Después de este tiempo el adlido se

recolect6 por medio de £iltracién y se secd al aire por

alrededor de 3 horas.
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"El1 pgtrén.;de difraccién de rayos X en polvo se
muestra en la figéra 12, el trazado de .la calorimetria
diferencial de barrido se muestra en la figura 13 y el andlisis
termogravimétrico seimuestra en la figura 14.

E1l DSC mu;stra una endoterma amplia entre 40°C vy
140°C que es consi;sten'te con la pérdida de IPA desade la
muestra. Esto es éonfirmado por el an&lisis TGA el cual indica
que un 6,3% de IPAéesté presente en la muestra los cual es
consistente con un hemi-solvato IPA’ de esmilagenina. E1l }ﬁa
parece estar débilmepte.unido en elzcristal ya que se pierde

| : :

desde de 40°C hacia arriba en el DSC.

|
Ejemplo 13

Esmilagenina Amorfa

Se caienté esmilagenina (10 g) hasta su £fusién
utilizando manta de éalentamiento a temperatura controlada y se
mantuvo en ella hasta que se formé un liquido totalmente
fundidp. La masa fundida se vertié en un frasco Dgrar
conteniendo aproximadamente 150 ml de nitrégeno 1liquido. ﬁé
mue_st.r.a‘ se decanté sjlobre un matraz de vidrio y el nitrégeno
liqui&d se deié e;aéorar. Luego la mezcla se transfirié a un
frasco de vidrio, sé burbujeé con nitrégeno seco y luego se
selld. La muestra se caracterizé como esmilagenina amorfa sobre

la base del patrdn XRPD, el cual mostré una carencia importante

de lineas de difraccién.
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. TABLA A |

Intensidades XRPD pafa la Esmilagenina de Formas Cristalinas I,

II, IIT y V (A = 1,5406 Angstroms) a intervalos regularmente

separados en el rango 2-theta de 5 a 50 grados

A=15408A Grados'

Il
4

Foma V "

5,02
5,04 ¢
5,06
5,08
5,1

5,12 .

5,14
5,16
5,18
5,2

5,22
5,24 |
5,26
5,28
5,3

5,32

5,34

5,36

(26) Forma I

225
231
231
228
225
199
210
199
213
169
185
216
- 174
196
156
216
185
207

207

4]

Forma II

174
154
159
185
177
172
1202
172
188
207
164

196

- 185

188
177
202
180
188

202

384

404

384

380
365
392
365
428
392
396

357

* 404

350

420

‘396

361
396
396

372

Forma III

231
204
193
240
199
225
188
222 -
207
210
213
216
193
213
213
231
202
216 * .

234

=

=




5,38
5,4

5,42
5,44
5,46
5,48
5,5

5,52
5,54
5,56
5,58
5,6

5,62

5,64

5,66

5,68
5,7

5,72
5,74
5,76
5,78
5,8

5,82
5,04
5,86

5,88

- — ——— e ——

A ce— — -

216

228
188
185
190
196
246
193
202
202
222
196
210

202

207

;199

20?
199
204
210
222
231
210
190
253

222

42

190
185
193

193

228

222

207

199

216
185
229
262
219
279
250
256
256
256
282
335
317
412
441
458
a1

171

369
400
369
365
342
376
372
458

346

357

36l
350
369
357
365
324
346
372

350

392

380
353
357
35%
342

388

234
216 *,
231
207

246

228
256
262
279
262
339
306 *
335
353
372
404
392
4184
520
511
620

756

864
1116
1347

1529



5,92
5,94
5,96

5,98

6,02
6,04
6,06
6,08
6,1

6,12
6,14
6,16
6,18

6,2

6,22

6,24
6,26
6,28

6,3

. 6,32

6,34
6,36
6,38

6,4

3 —— b w— s

-

- —

2 s mmom—s s w

193
193
196
210
199
202
193
213
196
216
216
272
240
219
210

289

262

246
272
269
272

259

310

313

331

43

372
174
177
172
1146
1161
146
185
149
139
149
169
128
237
151
164
156
149
137
154
128
174
164
117
137

159

342
365

384

‘396

380
365
369

400

392

424

428
449
462
467
506
502
529
552

543

424

380

- 342

313
369
324

320

1731
1576
918
424
231
243
185
177
174
159
159
154
174
180
182

154

154

154
154
156
177
185
164
146
128

lel

(23




6,42

6,44
6,46
6,48
6,5

6,52
6,54
6,56
6,58
6,6

6,62
6, 64
6,66
6,68
6,7
6,72

6,74

6,76

6,78

6,8
6,82
6,84
6,86
6,88
6,9

6,92

e e —

384
365
384
437
267
543
590

600

751

864

986

1116
1274
1274
1190
1183
1325
1747
2070

2470

. 3226

.3192

4122
6906
6939

4638

44

137

137

144

151
151

137

137

144
142
142
156
156
151
135
146
159
182
123
132
137
137
149
144
149
161

166

339

350

299

339

335

© 317

328
361

372

335

328

346

335

396

k1.1

" 328

374
412
380
365
380
441
424
416
449

506

146

156

135

151

146
139
166
146
159
142
154
169
177
137
159
151
1539
132
151
159
149
135
130
i80
144

164




6,94
6,96

6,98

7,02
7,04
7,06
7,08
7,1

7,12
7,14

7,16

7,18

7,32
7,34
7,36
7;38
| 7,4

7,42

7,44

- —————

2162
718
342
310
272
259
250
276
256
237
269
266
259
246
234

225

213

185
174
164
180
166
164
172
169

146

45

151

139
161
135
132
146
154
146
128
114
128
144
137
139
149
130
137
128
142
146
114
151
128
142
135

154

520

: 515

576
566
640
671
745
801
858
847
1076
1082
1190
1267
1225
1043
740
534
400
369
380
313
342
286
313

299

159
161
169
151
151
123
139
132
139
144
154
159
132
146
146
156
144
154
139
164
172
169
146
123
139

154

[1e




7,46
7,48
7,5

7,52
7,54
. 1,56
7,58
7,6

7,62
7,64
7,66
7,68
7,7

7,72
7,74
7,76

1,78

7,82
7,84
7,86
7,88
7,9

7,92
7,94

7,96

4 m——— =

169

164
.164

151

166
154
144
128
154
164
146
137
159
149
161
132
151
161
156
142
166
135
139
128
132

210

46

142

144

117
128 -
142

15¢ -

130°

156
156

117
144

121

169
144
164
125
112
130
128
161
128
139
142
144
130

144

289

296
306
286
299
303
299
292

289

286

269
256
286
269
266
266
282
289
269

299

- 272

276
269
266
256

276

139
149
159
156
169
144
119
144
154
139
144
144
161
142
166

139

130

149
151
139
149
146
142
159
172

161

(1]




7,98

8,02

8,04

8,06

8,08

8,1

8,12

8,14

B,16

8,18

8,22
8,24
8,26
8,28
8,3

8,32
8, 34
8,36
8,38
8,4

8,42
8,44
8,46

8,48

128
146
146
151
259
125
142
128
149
177
135

130

- 121

100
213
144
130
135
139
177

128

139

125

125

114

303

47

146
128
130
137
119
121
123
135
139
123
139
121
137
106
119
110
117
112
130
130
130
132
92

112
121

130

279
292
253

299

256

276
276
*292

289

253

299
272
262
262
266
27§
279
269
266
216
296
279
282
272
256

262

151
146
137
159
lel
154
156
142
137
137
137
144
172
139
132
138
128
137
135
137
144
123
125
154
135

137

\lz



8,5

8,52
8; 54
8,56
8,58
8,6

8,62
8,64
8,66
8,68
8,7

8,72
8,74
B,76
- 8,78
8,8

8,82
8,84
8,86

8, 88

8,92

8,94
8,96

8,98

114
119
149
132
119
110

106

110

125
125
114
135
121

112

112

130
119
119
114
117
130
139
137
110
142

119

48

117
128
110
121
132

128

o8 ;-
130: °
117 .
117

104

128
125
128
130
106
142
125
144
142
156
137
149
182
144

151

289

256

283

289

279

243

272

289

313

299

303

317

"303

306
313
320
350
320
259
286
303
269
262
262
292

282

142
139
125
188
142
121
137
159
128
114
313
132
135
121
112
135
151
137
142
146
130
164
144
164
154

137

{13




9,02
9,04

9,06

9,08

9,1

9,12

9,14
9,16
9,18
9,2

9,22
9,24
9,26
9,28
9,3

9,32
9,34
9,36
9,38
9,4

9,42
9,44
9,46
9,48
9,5

9,52

135
130
130

149

137

144
130
130
144
149
142
149

164

183

182

182

- 188

228

213
246
250
21?

210

. 199

219

210

49

154
159
161
188
188
199

210

210

216

253

222

276
310
335
369
392
441
511
543
529
625
635
600
562
372

250

269

262
286
279
303
313

306

292

286

303

313
313
" 328

310
357
392
380
400
408
162
428
506
480
562
557

635

166
207

169

- 199

202
210
225
222
219
250
225
276
269
303
342

361

433

3gs
449
502
557
625
600
605
586

471




9, 54
9,56
9,58
9,6
9, 62
9,64 .
9,66

9,68

9,72
9,74
9,76
9,78
9,8
9,82
9,84
9,86
9,08
9,9
9,92
9,94
9,96
9,98
10
10, 02

10,04

202
207

180

-182

130
149
137
121
135

119

125

123
123
108
110
119
125
123
112
114
121
123
119
119
96

130

50

172
125
108
125
100
94

121

112

104
100
108
92
96
108
162
83
79
137
98
102
88
86
98
106

98

108

259

282

206

228
272
292
250
276
28§
276
292
256
262
272
262
279
282
250

28¢

384
222
169
128
146
135
130
128
98

119
117
119
137
98

106
108
98

106
1os
106
106
112
123
94

98

117



- 10,06

10,08
10,1
10,12
10,14
10,16
10,18
10,2
* 10,22
10,24
10,26
10,28
10,3
10,32
10, 34
10, 36
- 10,38
10, 4
10,42
10, 44
10, 46
10, 48
10,5
10,52
10, 54

10,56

144
125
14é
125

146

- 132

142
156
164
169
154

182

- 172

16l
172
204
219
240
225
188
219
234
266
279
320

346

51

115‘.'
108
108
102
114
121
108
94
130
104
102
100
102
90
79
313
164
96
92
90
81
86
79
100
88

108

266
269
289
256
292
289
286
282

269

256

286
286
292
286
269
276
266
289
306
292
306
262
292
272
317

262

102
108

83

" 125

106
104
114
125
123

114

110
125
94

102
102
94

96

100
110
119
106
98

106
108

96




10, 58
10,6

10, 62
10, 64
10, 66
10, 68
10,7

10,72
10,74
" 10,76
10,78
10, 8

' 10,82

10,84

10,86
10,88
10,9
10,92
10,94
10,96
10,98
11
11,02
11,04
11,06

11,08

353

428
590
812
888
745

681

671

818
1050
1116
1005
853
812
484
328

250

1256

289

269

335

339
372
303
213

144

52

100
76

108
102
100
96

92

100
108
102

112

92

110

- 94

96

121
102
121
135
132
142
137
16l
135

185

303

303

324

372

303
286
289
292

299

339

353

357

384

437

376
. 420

" 437

433
408
458
506
552
515
586
640

666

106
112
112
119
100
100
110
98

117
108
125
137
144
132
139
104
161
154
144
172
172
144
185
207
190

240

|7




11,1

11,12
11,14
11,16
11,18
11,2

11,22
11,24
11,26
11,28
11,3

11,32
11,34
11,36
11,38
11, 4

11,42
11,44
11, 46
11,48
11,5

11, 52
11,54
11,56
11, 58

11,6

128
202

112

119

110

119

125

112

132

130
130
132
123
125
139
139
149
146
154
139
169
161
207
204

207

- 237

53

177
188
199
228
199
237
253
225
204
204
231
237
207
276

246

- 310

276
346
350
372
445
188
524
610
702

756

708
708
713
724

676

.620

557
467
420

365

365 .

324

328

- 324

289
320
296
342
310
331
335
306
335
335
313

324

234

306

292

328
317
396
408
400
433
445
441
350
433
441
493

506

610

645
708
824
955
1089
1225
1414
1544

1840




11, 62
" 11, 64
11, 66
11, 68
11,7
11,72
11,74
11,76
11,78
11,8
11,82
11,84
11,86
11,88
11,9
11, 92
11,94
11,96
11,98
12
12,02
12,04
12,06
12,08
12,1

12,12

225
296
328
335
250
256
188
161
121
149
154
151

154

139
144

142

149
177
159
169
132
169
180
190
182

166

54

847
992
1239
1521
1962
2275
1656
870
369
193
137
104
123
114
112
86
121
102
108
102
88
102
96
106
110

717

310
313
328
335
342
365
369

420

392

1384

3sse
404

437

445

471
511
511

471

676

676

702

801

2200
2694
3434
3844
4173
4651
6147

7006

" 5227

2714
992
441
299
234
169
182
154
164
146

123

142 |

114
104
98

108

100



12, 14
12,16
12,18
12,2
12,22
12,24
12, 26
12,28
12,3
12, 32
12, 34
12,36

12,38
12,4
12, 42
12, 44
12, 46
12,48
12,5
12,52
12, 54
12, 56
12, 58
12,6
12, 62

12, 64

182
210
250
231

279

269

259

324

353

376

445

- 428

462
420
437
497
562
676
615

635

557

4197

488

" 493

497

400

55

94
83.
83
79
83
92
14
17
102
98
BS5
92
79
98
100
92
83
90
94
110
102
102
117
98
108

108

824

900

1018

1082
1204
1246
1362
1439
1560
1632
1714

1689

1722

1624

1592

1513

T 1296

1190
1096
1031
1024
986
980
924
936

1037

106

104

104

117

100

92

100
98

110
108
94

108
100
108
100
104
110
90

94

102
123
128
119
106

130

(2o




12,66

* 12, 68

12,7

"12,72

12,74

12,76

12,78

12,8

" 12,82

12,84

12,86

D 12,88

" 12,9

12,92
12,94

12,96

12,98

13

13,02

13,04
13,06
13,08

13,1

13,12

13,14

13,16

339
289
262
272
303
313
328
380

353

396

388
408
562
467
529
581

534

630

581

640
610
671
660
681
718

173

36

102
108
92

108
102
119
132
116
135
142
117
144
128
114
146
130
154
149
142
142
166
190
146
190
199

219

992
1050
1204

1260

1376

1513
1656
1747

1849

2153

2352
2570
2809
3025

3387

3516

3906
4238

4225

jasl

3469
2&94
2228
1927
1875

1823

108
144
117
256
132
121
110
98

125
121
128

121

123

1298
121
114
137
135
137
151
135
132
151
172
156

164
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13,18
13,2
13,22
13,24
13,26
13,28
13,3

13,32
13,34
13,36
13, 38
13,4

13, 42
13, 44
13,46
13,48
13,5

13,52
13,54
13,56
13, 58

13,6

13,62

13, 64
13,66

13,68

- A —

894
999
1163

1239

1318

1362

1529

1673
1789
1840
2034
2285
2381

2460

- 2560

2704

2560

- 2490

2034

1989

.2088

2304
2746
345?
3672

3469

57

213
262
366
276
328
331
369
396
424
502
524
524

605

605

713
650
708
697

124

801
367
686
581

445

1875
1998

2237

2343
2530

F 2725

2041

3069

3329

" 3457

3672
3697
3528
3493
3505
3341
3341
3457
3446
3318
3181
2884

2520

. 2247

2162

2125

182

222

262

228

228

228"

240

262

279

282.

292
350
376
396
380
424
462
467
52
548
581
590
655
610
576

497

[e2




-

13,7

13,72
13,74
13,76
13,78
13,8

13,82
13,84
13,86
13,88

13,9

© 13,92

13,94
13,96
13,98
14
14, 02
14,04
14,06
14,08
14,1
14,12
14,14
14,16
14,18

14,2

3612

36807

4436

5580

7362

10547

10424
7762
4900
2172
1176
778
650
718
702
745

724

740

773

894

876
936

1024

1082 -

1076

1170

]

433
428
433
437
441
557
534
620

751

. 807

930

1018
1176
1376
1537
1884
2181
2372
2673
3036
3411
3721
4032
4624
4679

5170

2247

2294
2372

2470

2621

2756
2798
2841

2809

2714

2601

2314

1945

- 1665

1296
1176
1037
1011
1011
1043
1043
1211
1218
1318
1421

1490

416
392
320
324
317
331°
361
380
357
458
511
562
610
729
734
900
949
1018
1163
1354
1490
1632
1781
2007
2209

2304

[23



14,22
14, 24
14,26
14,28
14,3

14, 32
14,34
14,36
14,38
14,4

14,42
14,44
14,46
14, 48
14,5

14, 52
14,54
" 14,56
14,58
14,6

14, 62
14, 64
14, 66
14, 68
14,7

14,72

1163
1142
1050
912
724
625
497
449
433
441
484
408
480
408

404

445

376
339
396

372

. 328

328

*250

286

299

' 310

59

5213
50§8
4665
4199
3192
2098
1318
818

595

590

€00

605
702
650
740
734
784
876
924
906
858
681
471
331
256

279

1764
1772

1892

.12079

2266
2352
2500
2746

. 2804 °
3025
3170
3283
3204
3047
2530

2088
1697
1384
1318
1310

1289

1296

. 1354

1325

" 1436

1482

2591
2611
2735
2735
2440
2061
1640
1354
1109
818
745
778
858
930
1109
1102
1183
1310
1399
1490
1482
1296

1089

785"

571

350

/

+ §




14,74 -

14,76
14,78
14,8

14,82
14,84
14,86
ld,qp
14,9

14,92

14,94

14,96
14,98
15

15,02

15,04

15,06
15,08
15,1

15,12
15,14
15,16
15,18
15,2

15,22

15,24

306
292
296

331

"339

369
388
449

484

571

605
713
740
900

992

1043

1089

1156

1267
1444
1632
1537
1592

1697

1608

1499

60

228
243
262
272
306
317
380
112
408
420
449
449
502
511
497
488
4814
484
471
484
538
511
524
484
493

475

1600
1697
1731
1927
1989
l2125
2352
12460

2601

2756

2970
31e1
3283
3226
3260
3329
3552
3493
3624
3931
4147
4083
4382
4436
4382

4122

256
199
188
204
222
204
240
262
262
279
262
289
328
339
342
320
353
365
372
380
408
392
433

369

404"

342

128§




15,26
15,28
. 15,3

15,32

- 15,34

. 15,36
15,38
15,4

15,42
* 15,44

" 15,46

. 15,48

15,5

" 15,52
15, 54
15,56
15,58
15,6

15, 62
15, 64
15, 66
15, 68
15,7

15,72
15,74

15,76

1340

1102

918

697

660
566
600
596

635

702

.790

807

876

- 882

" 942

1063

. 1142

1267
1332
13}0
1282

1197

1050

1024

1109

1030

61

493
515
600
615
724
795
882
1063

1183

' 1362

1467
1616
1884
2162
2266
2460
2735
3025
3125
3238
3295
3249
3114
3058
3014

3114

3931
3457
2767
2362
1971
1731
1706
1537

15414

1584

1444

-~ 1399

1362
1369
1406
1362
1310
1406
1421
1444
1498
1467
1560
1560
1656

1673

350
420
400
437
449
506
571
635
708
930
1018
1089
1211
1310
1391
1616

1858

1936 °

2190
2352
2470
2570
2540
2550
2652

2809

/26




15,78
15,8

15, B2
15,84
15, 86
15, 88

15,9

" 15,92

15,94

15,96

15,98

16

" 16,02

16,04
16,06
16,08
16,1

16,12
16,14
16,16
16,18
16,2

16,22
16, 24
16,26

16,28

1089
1030
1037
961
949
973
942
894
030
1050

1096

. 1037

894
692
502
416

350

1310

256

269

1237

269

259

. 256

243

303

62

- 3047

2894

2520

1884
1225
734
400
259
219
199
161
185
159
164
144
130
144
137
137
121
146
151
151
161
161

151

1632

1608

1537
1436
1475
1498

1568

- 1616

1722

1789

1849

1910

1962

- 2025

2007
1901
1849

1600

1544

1325
1197
1122
1136
1142
1260

1232

3102
3283
3014
2611
2116
1537
1063
661
392
246
193
199
169
le4
196
154
174

132

151 °

216
130
135
149
137
144

159




16,3
16, 32
(16,34
16, 36
16, 38
16,4
16, 42
16, 44
16,46
16, 48
16,5
16, 52
16, 54
16,56
16, 58
16,6
16, 62
16, 64
16, 66
16, 68
. 16,7
16,72
16,74
16,76
16,78

16,8

361
384
361
376
420
400
449
424

471

420

424

353

339
353
339

328
313
292
317
313

296

63

199
188
174
234
262
299
303
292
339
342
365
396
428
428
4{5
428
488
529
548
543
543
557
502
449
538

529

1424

1505

1592

1714
1875
1989
2200
2372

2725

2767

2992
3238
3422
3636
3697
3576
3295
2873
2673
2611
2652

2500

- 2500

2632
2683

2510

161
151
177
213
202
219

210

‘240

266
306
313
331
342
342
365
384
412
412
408
428
437
467
441
416
380

369

(23




16,82
16,084
16,86

le,88

16,9

16, 92

16, 94
16, 96
16, 98
17

17,02
17,04

17,06

17,08

"17,1

17,12
17,14

17,16

17,18 i

17,2
17,22
17,24
17,26
17,28
17,3

17,32

350
350.

331

:369

420
420
416
454
493
538
557
548
571
620
630
671
801
847
900
912
967
1030
999
1005
1050

942

566
605
660
671
734

762

785 -

882
980
1050

1274

1310.

1537
1608
1892
2016
2190
2480
2560
2673
2938
2873

2894

2591

2088

1421

2530
2343
2070
1798
1459
1253
1129
1056

1030

906

949
942
955
980

930

- 986

10%0
1030
1043
1102
1102
1129
1082

1122

1082

986

396
384
404
462
538
600
590
702
729
688
955
1056
1197
1303
1459
1568
1764
1971
2134
2381
2735
2809
2916
2809
2470

2285

/27




17, 34
17,36
17,38
17,4

17,42
17,44
17, 46
17,48
17,5

17,52

- 17,54

17,56
17, 58
17,6

17, 62
17, 64
17, 66
17, 68
17,7

17,72
17,74
17,76
17,78
17,8

17,82

17,84

955
949

1037

1218

1482
1701
1960
1962
2043
1989
1866
2162
2218
2088
2275
2694
2611
2430

2323

2266

2266
2007
1927
1163
829

506

65

858
534
353
269
210
185
154
169
169
169
174
219

219

240

190
174
144
154
123

128

128

lel
117
135
132

139

1011
1018
961

924

918

999

955

1056
1030
1037
1018
1122
1142
1190
1190
1183
1082
1037

999

" 930

942
973
918

936

1018

1063

1927 .

1429
853
590
380
250
250
253
240
286
276
313
286
320
388
433
376
272
253
180
119
121
149
135
149

137

[3o




17,86
17,88
17,9
17,92
17,94
17,96
17,98
18
18,02
18,04
18,06
18,08
18,1
18,12
18,14

18,16

" 18,18

- 18,2

18,22

18, 24

" 18,26

18,28
18,3

18,32
18,34

18,36

- v mm——————

396
376
380
493
400
376
412
412

428

433

396
353
372

320

328

246
234
246
222
237
216
253
262
213
225

228

66

139
180
190
185
180

182

174

164
210

286

216

196
222
182
172
154
137
132
151
130
121
144
154
180
166

188

1136

1218

1332

1406

1444

1568

1640

1756
1866
2043

2034

1 2079

2052
1823
1640
1414
1156
936
801
740
630
625
640
655
671

692

154

151 .

137

159

. 190

159
204
196
180
190
216
222
213
213
202
196
149
177
146
159
164
164
le2
161
199

207

/3|




18,39
18,4

18,42
18,44
18, 46

18,48

. 18,5

18,52
18,54
18,56
18,58
18,6

18, 62

18,64 .

18, 66
18, 68
18,7

18,72
16,74

18,76

* 18,78

18,8

18,82
18,84
18,86

18,88

225
272
256
269
250
269
317
282
339
369
369
404
428
441

506

520

581

620

734

724
692
790
864
900
900

900

67

185

185

253
250
282
331
372
392
480
502
562
615
702
724
778
790
936
980
1005
967
992
955
864
835
818

692

692
745
745
718
745

829

876

200
924
961

924

. 1024

1037
1011
942

924

- B70

785
724
666
605
635
576
534
529

538

225
246
276
269
320
324
3688
408
420
515
581
660
713
784
864
980
1156
1142
1260
1176
1176
1136

1122

1063

961

870

[?2



18,9
18, 92
18, 94
18, 96
18, 98
19
19,02
19,04
19,06
19,08
19,1
19,12
19,14
19,16
19,18
19,2
19,22
19,24
19,26
19,28
19,3
19, 32
19, 34
19,36
19,38

19,4

847
858
853
864
900
864
912
1122
1282
1429
1436
1310
1218
1190
1296
1616
1475
1149
1043
773
562
488
458
380
380

384

68

543
376
289
369
166
130
112
117
90

98

104
128
98

112
85

104
112
108
128
130
142
128
121
142
166

174

543

511

529

534

557

586

586

586

585

640

640

650
671
676
666
666
655
581
543
576
543
557
590

600

" 615

566

762
620
497
369
231

196

144

130
132
102
112
100
130
114
106
119
114
135
117
114
110
117
106
132
128

144

(33




19,42
19,44
19,46
19,48
19,5

19,52
19,54
19,56
19,58
19,6

19, 62
19, 64
19, 66
19, 68
19,7

19,72
19,74
19,76
19,78
19,8

19,82
19,84
19,86
19,88
19,9

19,92

408
424

441

‘441

506
484
534
671
625
552
686
5
762
864

1089

-1163

1170

1414
1739
1632

1576

1475

1467

1498

1376

1096

69

151
169
199
188

180

180

185
202
196
213
234
196
210
219
188
202
228
253
246
246
262
272
246
225
266

256

645

686

713

778

- 773

745

801

773

762

740

692

713
660
630
620
650
666

692

. 620

625
595

625

" 576

534

600

543

130
146
154
164
154
174
144
149
161
169
210
185

199

199

207

213

207

262

279

253

292 -

306
259
276

246

207"

32
(3¢




19, 94
19,96
19,98
20
20;02
20, 04
20,06
20,08
20,1
20,12
20,14
20,16
20,18
20,2
20, 22
20,24
20,26
20,28
20,3
20,32
20, 34
20, 36
20,38
20,4
20,42

20,44

692
524
141
292
266
256
313
339
306
320
328

350

353

33i
372
369
392
424

416

420

108
416
384
372
380

3es

70

292

259

372

400

404
471
515
562
571
671
702
829
853
930
900
1030
1018
1056
986
1005
818
686
488
353
296

222

645 -

650
660

610

718
708

734

167
790
B47
858
829
ges8
829
751
745;
676
620
640
586
610
640
655
600
713

645

.190

219
240
246
262
253
331
380
392
420
441
515

467

576

543
615
681
671
713
702
692
615
511

471

339 -

279

/25




T m i mem mEmran e

[

20,46

20,48 -

20,5

20,52
20,54
20,56
20,58
20,6

20,62

20,64

20, 66

20,68

20,%
20,72
20,74
20,76
20,78
20,8

20,82

20,86

20,88

20,9

20,92
20,94

20,96

.-y e = &

. 20'84 '

357

376

372
365
04
484
433
441
471
458
548
650
697
812
980
1204
955
986

812

538

. 529

449
404
400
433

433

71

190
154
161
156
172
182
210
185
199
231
246
289
276
306
353

350

424 -

437
475
520
600
676
686
713
767

829

630

620

600

600
552
586
493
538
529
488
468
543
475
475
506
520
529
586

595

. 562

605

650

' 686

676
740

762

231
180
164
154
144

166

151

156

193
185
190
202
210
246
279

276

303,

317

335
412
437
524
511
576
650

713

/3¢



20, 98
21
21,02
21,04
21, 06
21,08
21,1
21,12
21,14
21,16
21,18
21,2
21,22
21,24
21,26
21, 28
'21{3
21,32
21,34
21, 36
21,38
21,4
21,42
21, 44
21,46

21,48

462

467

449

420

404

376
342
350

324

350

369
380
361
339
296
262
246
240
202
219
188

207

199

1h9
199

231

72

7173
807
745
713
640
620
595
543
576
615
630
645
660
666
581
562
412
365
262
222
185
159
139
128
144

144

B24
167
870
B47

882

870
B4l
778
745
655
615
524
543
515
511

520

‘51

" 484

524
562
590
590
620

562

. 620

713
713
729
686
660
676
620
615
605
702
756
818
955
1011
1076
967
824
692

548

392 -

324
234
169
159
144

139

/33



21,5
21,52

21,54

21,56

21,58
21,6

21, 62
21,64
21,66
21,68
21,7

21,72
21,74
21,76
21,78
21,8

21, 82
21,84
21,86
21,88
21,9

21,92
21,94
21,96

21,98

22

182

202

174
207
196
237
213
193

213

213

213

272

276
286

286
306

289

306

289

324

342

412
433
462
515

515

73

119

151"
‘125

142

112
154
139
125
110
119

114

137

174
151
169
174
184
213
225;
306
276
299
331
350
376

433

625
666
660
66Q
740
724
650
708
751

795

756

734
734
702
686
640

620

" 605

557
576
590
640
615
686
660

702

130

159

130
123
123
139

149

137

135
132
128
159
132

142

166

144

174

219
216
234
276
286

292

353

433

454

/138




22,02
22,04
22,06
22,08
22,1

22,12
22,14
22,16
22,18
22,2

22,22
22,24
22,26
22,28
22,3

22,32
22,34
22,36
22,38
22,4

22,42
22,44
22,46
22,48
22,5

22,52

586
708
686
992
1170
1459
1303
999
812
645
458
313
306
269
246
243
240
250
246
243
276
222
246
234
202

222

74

480
625
562

625

630

. 697

761
795
858
900.
955

900

835

660
595
484
454
437
420
404
441
3;6
335
361
237

210

640
697
762
734
713
724
708
692
708
67{
666
734
773
778
773
807
835
795
841
894

824

942
942

1076

"~ 1050

445
529
534
586
671
778
870
864
912
1024
1050
1037

942

894

801
635
524
428
400

3814

365

380
342
331
350

259



22,54

22,56

22,58
22,6
22, 62
22, 64
22, 66
22, 68
22,7
22,72
22,74
22,76
22,78
22,8
22,82
22,84
22,86
22,88
22,9
22,92
22,94
22, 96
22,98
23
23,02

23,04

e e m—— =

fm mamy e

216
210
199
182
151
164
177
193
196
188

188

246

193

256
243
246
250
262
279
282
299
303
317

306

384

365

75

180

161

" 151

121

112

125

110
144
146
123
125
121
159
174
146
164
174
188
164
185
210
204
199
216
269

246

1018

1096

1018

986

" 980

882

807

734
630
557

605

515

" 497

493
529
484
188
467
454
454
445
437
412
424
467

416

250

210 -

185
196
159
lel
166
159
159
174
146
172
154
149

190

174

182
193
190
253
237
256
276
310
303
331



.23,06
23,08
23,1

23,12
23,14
23,16
23,18
‘23,2
23,22
23,24
23,26
23,28
23,3

23,32
23, 34
23,36
23,38
23,4

23,42
23,44
23,46
23,48
23,5

23,52
23,54

23,56

342
361
292
313
243

210

180 -

196

240

199

198

202

216

240 .

210

207

.225

222

237

. 243

.240

286

292

310

286

292

76

289
282
313
384
365
376
384-
342
306
346
317,
296
289
286
339
350
396
398
416
543
571
745
1109
1354
1069

762

471
445
458
484

538

.562

524
557
586

630

605

635
68£
635
645

666

108

697
650
635
635
6éq
615
552
529

467

388 -

428

502

543
520
562
615
595
606
620
630
605
600
640
676
734
824
847
961
1082
1267
1391
1490
1640
1849

2209

(4



23,58
23,6

23, 62
23, 64
23,66
23, 68
23,7

23,72
23,74
23,76
23,78
23,8

23,82
23,84
23,86
23,88
23,9

23,92

23,94

23,96
23,98
24

24,02
24,04
24,06

24,08

" - em—— o e = e s am

313 -

282
286
328
346
361
350

342

372

400

408

384

357

306

253

246

240

174

154
132
174
142
139

144

166

123

77

681
475
299
243
234
216
213
219

210

222

210
196
164
164
166
139
117
96

10?
110
92

06

104
90

112

85

445

437

428

420

424

480

441

458

475

506

. 506

484
506
404
480
462
433
37q
372
388
357
392
350
353
aso

357

/42

2052
1225
1122
500
475
328 °
253
243
256
250
350
222
188
204
196
161
151
123
132
132
119
125
154
100
128

135

NN 7



24,1

24,12
24,14
24,16
24,18
24,2

24,22
24,24
24,26
24,28
24,3

24,32
24,34
24,36
24,38
24,4

24,42
24,44
24,46
24,48
24,5

24,52
24,54
24;56
24,58

24,6

T prepe—

ca wm e ——a———

137

149

139

159
130
164
164
177
172
207
le64
lg2
188

196

216

213

207

222

"253.

216

231
253
286
237
256

286

78

98

123
125
112
135
135
144
177
185
161
222
216
234
225
256
262
286
286
313
342
400
3so
424
428
467

462

328
369
357
384
40Q
372
404

372

- 369

388

. 408

365

392
467

" 388

475

" 428

445
515
506
475
493
520

511

524

506

114

128

119

149
144
159
le4
164
193
188
234
207
253
276

361

335

342

369

336

396
471
467
538
515
4197

529

/43



- 24,62

24,64 -1

24,66

24,68

24,7

24,72
24,74
24,76
24,"13
24,8

24,82
24,84
24,86
24,88
24,9

24,92

24,94

24,96

24,98
25 -

25,02
55,04
25,06
25,08
25,1

25,12

oAt EE— e s ae w

B em . —— e mm——— 1 aw A

h— - m =

339 .

299

259

234

193

iTZ
172
169
172
161
159
166

174

" 169

161
159

159

. 159
156

174

169

193

1207

193

213

234

79

357
3886
286
289
246
213

136

196

19£
216
199
199
225
222
272
259
213
256

213

180

172

lel

164

135

144

130

552

538

511

538

581

562

557

625

655

645

605
666
650
615
561
552
506
462
462
454
420
416
404
167

458

441-

576

552

.462

433

335

269 -

199
225
202
193
18
190
210
228
250

231

222.

188
213

199

202’

172
159
149
151

146



25,14
25,16
25,18
25,2

25,22
25,24
25,26
25,2§
25,3

25,32

.25, 34

25, 36
25,38
25, 4

25,42
25,44
25,46
25,48
25,5

25,52
25, 54
25,56
25,58
25,6

25,62

25, 64

[P ——— A ey - oma ma v —— . -——

202
199
202
193
228
185
202
225

250

269

259

237

262

276

219.

207

188

207

188

190

193

182

207

161

169

185

80

121

125

149"

" 112

106

112

112

128

161

123

128

154

142

146

142

164

169
166
266
169
164
166
204
210
269

228

480
445
480
458
467
493
471
484
502
524
524
493
529
5081
571
571
557
590
529
171
475
449
445
420
400

412

121
110
117
121
130
339
108
121
137
128
121
137
161
172
149
169
180
159
159
144
128
154
128
180
149

172

/4S




25,66

25, 68
25,7
25,72
25,74
25,7‘5
25,78
25,8
25, 82
25,64
25,86
25,88
25,9
25,92
25,94
25, 96
25, 98
26

' 26,02
26, 04
26,06
26,08
- 26,1
26,12
26,14

26,16

185

174

193

185

161

154
166
196
190
169
188
166
185

484

169

177
188

159

‘16l

177

154

149
169

144

139

114

81

266
266
292
269
286
289
365
296

266

279

276

320

296

-324

310

299
292
259
292
222
207
156
156
125
142

106

372
404
328
346

342

346

331

331
331
342
306
313
328
279
275
299
310
310

292

313.

296
331
289
320
292

303

177

182

182

219

182

210 -

219

222

246

246

243-

219

222
237
237
213
199
204
207
ZOé
177
164
135
130
132

146

|46




26,18

26,2

. 26,22

26,24
26,26
26,28
26,3

26, 32
26, 34
26, 36
26, 38
26,4

26, 42
26,44
26, 46
26, 48
26, 5

26, 52
26, 54
26,56
26, 58
26, 6

26,62
26, 64
26, 66

26,69

" rmmm e s e m

f . —

e e ——

144
135
144
142
164
164
1717
180
196
225
279
310
306

342

369

.372

454

433
529
655
858
1109

1490

82

104
112
104
106
128
130
130-

137

142

185
177
207
207
228
194,
225
237
240
272

262

313

317
335
350
320

380

29%
317
320
324
292

313

299

328
328
320
342
350
331
369
365
353

388

.416

424

437

384

449
458
458
454

497

114
110
123
117
144
132
125
142
135
202
161
188
159
164

169

174

166
185
222
196
202
243
250
246
256

253




26,7

26,72

26,74
26,76
26,78
26,8

26, 82
26, 84
26,86

26,88

- 26,9

és,qz

26,94

26,96

26,98

.21

27,02
2%,04
27,06
27,08
27,1

27,12
27,14

27;15

. 27,18

27,2

4 m—m s e

1347

1102

1063
1030
894
B10
497
408
396
350
292
328
331
346
384
412
384
412
441
471

458

416

475

511

493

480

83

331
317
335
324
328
320
365
342

376

365

372
339
342
303
289
279
246
213
231
196
213
190
190
169
159

139

454

449

458

408

‘412

376
376
420
388
376
416
3e8
445
412
441

380

416

433
353
404
396
372
388
380
353

412

234 °

282
269

286

272

269
292
339
345
286
320
313
353
328
299
331
266
289
262

272

279,

228
240
246
250

222

/45




27,22
27,24
27,26
_27,28
27,3

27,32

27, 34

. 27,36

27,38
27,4

27,42
27,44
27,46
27,48
27,5

21,52
27, 54
27,56
27,58
27,6

27, 62
27,64
27, 66
27, 68
27,7

27,72

534
543
458
437
462
420
313
243
246
222
199
166
iss
144
166
166
159
159
164

lel

164

161
188

204

.193

219

84

169

154

174
169
159
154
174
182
182
174
177
177
154
172
174
144
174
139

172

156

149
123
159
142
144

135

34?
400
454
441
467
433
445
428
441
400

471

458

441
473
4158
428

433

-400

420

384

361

36l
384
396
392

404

185
169
169
172
193
188
161
166
174
188
190
174
207
164
169,
137
123
149
137

151

123

135
128
154
169

156



27,74

.27,76

27,78
27,8

27,82
-'27,34
27,86
27,88
27,9

27,92
27,94
27,96
27,98
28

28, 02
28,04
28,06
28,08
28,1

28,12
28,14
28,16
28,18
28,2

28,22

28,24

204

199

216

231
234
313
306
306

335

313

317

317
324
303
306
269
243
231
219
210
219
202
199
225
161

177

85

128

156

154

159

156

193

S 172

172
185
204
237
237
243
256
256
286
279
286
299
366
250
234
204
196
182

159

420

441

412

441

428

506

502

515

511

51%

562

548
600
557
557
566
543
576
548
576
576
557

586

164

185
180
231
190
204

210

231

210

231

253

250
276
320
303
282
342
372
369
342
388
361
306
243
202

1ig8

/50




28,26
28,28
28, 3

28,32
28, 34

28, 36

28,4

29,42
28, 44
28,46
28,48
28,5

28,52
28;54
26;56
28,58
28,6

28,62
28, 64

28, 66

" 28,68

28,7
28,172
28,74

28,76

28,38 ..

169

210

222

202

2317

256

234

234
286
306
339
310
303
276

259

256

240
216

231

.237

234

.259

213
180
169

159

86

151

144

132
146
142
125
156
146
159
161
177
172
169
174

b
182
169
169
172
174

174

177

207
185
185
174

164

480
420
467
449
484
428
424
437
437
420
445
458
416
437
458
437
449
: 433
441
A45
433
424
416
408
441

420

188
177
161
137

142

142

114

130

142

174

135

166

169

159

156

149

174

161

149

185

161
1414
169
144
139

144

N



28,78
28,8
28,82
28, 84
28,86
28,88
28,9
28,92
28, 94
28,96
26,98
29
29, 02

29,04

29,06

29,08
29,1

29,12
29,14
29,16
29,_;LB
29,2

29,22
2_9,'24
29,26

29,28

159

144

174

149

144
149
151
156
132
159
199
169
199
193
228
210
216
246
246
276
253
269
246
266
228

240

87

le6
156
137
128
130
100
106
110
88

98

88

119
104
144
117
130
132
137
151
159
182
182
172
196
207

202

408

'458

388

408

416

420
380
428
4104

376

396

365
342
342

335

357

296
317
361

303

- 289

‘31Q

339
317
339

K]

144
151
117
125

117

119

117

108 -

144
123
123
110
123
151
159

169

164

151
174
185
225
199
219

231

234

234

S22




29,3

29,32
29,34
29, 36
29, 38
29, 4

29,42
29, 44
29, 46
29, 48
29,5

" 29,52
29, 54
29,56
29,58
29,6

29, 62
29, 64
29,66
29; 68
29,7

29,72
29,74
29,76
29,78

29,8

234

210

202,

177
204
169
177
159
182

169

169

159

149

149

156

159
156
16l
174
207
199
210
210
190
180

199

225

228

243

266

286

320

292

335,

313

339

353

306

306

279

324

303

269-

276
305
250
320
276
299
328
269
339

324
313
306
335
299
335
282

320

328

324

306

.342

376

350

388

376

369

1373

372

" 420

3ee

396

400

3814

420

449

- 266°.

282

320 -

339

342

389

k1:1
384

416 .

437

416
335°
365
328
303
279

282

259

266
23;1_'.,
262
259-
240
269
282

262

/53



29,82
29,84
29,86
29,88
29,9
29, 92
29, 94
29, 96
29, 98
30
30, 02
30,04
30,06
30,08
30,1
30,12
30, 14
30,16
30,18
30, 2
30, 22
30,24
30, 26
30,28
30,3

30,32

210
219
207
225
185

210

213

231

222

234

213
231
259

222

182

166

185

169°

12?

164

159

149

146

225

144

164

89

269
276
276
228
234

213

. 216

196
177
166
139
137
112
102
108
90

98

100
123
114
106
88

114
123
130

1!._7

416
400
404
400
412
408
304
396
384

365

372
- 376

- 384

376
357
384
357

365

353

346

320

357

339

365

339

357

276
262
253
259
250
202
204
210
193
166
182

159

- 128

146
128
114
104
121
110
117
112
128
123
128
112

125

IS¢




—. rrmmam xm =

30, 34
30,36
30, 38

30,4

130,42

30, 44
30,46
30, 48
30,5
30, 52

30,54

30,56 .-

30,58
30,6
30, 62
30, 64

30,66

.30, 68

:30,7

30,72
30,74
30,76
30,78
30,8

30,82

30,84

132

144

149.

207
159
234
174
185
207
193
219
243
219
253
246
303
357
408
416
365
400
380
365
365
306

272

90

137
144
123
137
151,
142
151
169
166
177
156
193
169
169
166
169
146
177
166
137
193
174
177
185
174

177

365
376
350
328

365

- 361

376
380

380

342
.376
7365

1353

404

335

408
365
365
376
353
372
404
437

412

. 412

380

125
108
144
123
128
144
159
146
166
151
169
164
139
177
146
144
159
149
180
164
190
174
180
177
199

177

/3%

N



30, 36

30, 88

30,9

30, 92
30,94
30, 96
30, 98
31
31,02
31,04
31,06
31,08
31,1
31,12
31,14
31,16
31,18
31,2
31,22
31,24
31,26
31,28
31,3
31,32
31, 34

31,36

et e mrmmEme =

262

250
228
202
185
164
269

182

193

207

216

234

228

190

202

282

279

276

237

234

231
250
193
240
222

196

91

. 182

161
151
149
172
161
169
185
180
172
193

190

161
190
182
121
128
119
100
121
108
110
151
106
108

106

416

471

445

462

" 458

437
441

428

445

4149

411

420

437

4116

- 449

424
445
400
408

380

313

365
339
342

313

350

204

le6l

le4

146

.149

177
174
144
169
185
166
164
154
154
169
159
144
137
142
121
123
132
104
119
110

114

/Sa




31,38
31,4

31,42
31, 44
31,46
31,4'3
31,5

31,52
31, 54
31,56
31,58
31,6

31, 62
31, 64
‘31,66
31,68
31,7

31,72
31,74
. 31,76
31,78
31,8

31,82
31,84
31,86

" 31,88

190
204
161
202
188
177
159
185
166
166
174
177
182
213
207
213
207

240

228

243
237
231
231
210
199

225

121

144

128

144
144
177
193
207
219
228
259
279
292
320
324
365
369
365
396
420

433

475

511
493
484

484

350
320
335

335

1266

306

286
324
313

313

317

313
324
339
335
331
335
357

339

357

328
350
369
384
372

350

125
119
164
135
159

216

207

210
225
259
269
292
303
310
310
331
404
416
502
497
502

534

502

520
605

586

/33




- 31,9

31,92
31,94
31,96
31,98
32
32,02
32,04
32,06
52,08
:éz,i
;;z,iz
32,14
32;16
32,18
32,2
32,22
32,24
32,26

32,28

32,3

32,32

32,34
32,36
32,38

32,4

210

210

228
199

210

199

190
177
193

174

166

156

182
144
151

132

142

161

144
149
159
149
156
135
128

135

93

433

400

369

- 313

310
253
196
216
182
180
185
190
190
207
207
188
216
225
259
266
240
256
253
246
243

250

339

346
342
331
350

?306

317

317

313 |

331

317

328
331

328

©353

342

372

339 .

350

331

346
342
353

324

369

357

590
506
497
441
384
328
296
246

259

199

255
188
216
213
240
228
256
219
256
246
262
299
286
320
306

306

/53



32,42
32, 44
32, 46
32,48
32,5

32,52
32,54
32,56
32, 58
32,6

132,62
32, 64
32,66
32, 68
32,7

32,72
32,74
32,76
32,78
32,8

32,82
32,84
32,86
32,88
32,9

32,92

- ———

-

151
154
123

149

149,

151

2

112 -

154
146
139
130
125
137
139
166
164
139
162
166
185
188
210

213

202

196

216

204

188-

186
234
204
231
204

199

174

169

154

144

174
169
196
204
154
174
182
216
210
222
228
256
282

289

'320

339

331

350

. 331

346

335

376

342

342

317

339

286
324
310
326
306
324

286

- 324
335

317

306
289
303

324

3?0
289
276
250
266
256
269
231

222

210

185
177
177
174
169
164
166
159
166
164
193

202

210

234
234

266



32,94

32,96

;é,sa
33
33,02
33,04
33,06
33,08
33,1
33,12
33,14
.
33,18
33,2
33,22
33,24
33,26
33,28
33,3

33,32

33r 34 -

‘33,36
33,38
33, 4

33, 42

33, 44

o o —

o -

- ——— 4 —

213
210
228
202

180

188°
190

210;

222

207

216

207

216

225:
228
219

225

190
231
246
222

210

259

259

310

350

95

- 369

433
437
445
392
141
449
416
437
441
388
357

324

" 276

269
27?
262
243
231

213

306

339

313

306
- 324

‘296

292
310

299

286

289
310
313
299
296
272
292

303

317

335
331
335

339

. 335

" 339

376

246
269
276
286
306
328
335
369
433
424
428
404
449
420
428
392
392
380
376
361
299
256
289
289
320

299

4
[ 6o



33, 46
33, 48
33,5
33,52
33,54
33,56
33, 58
33,6
33, 62
33, 64
33, 66
33,68
33,7
33,72
133,74
33,76
33,78
33,8
.33,82
33,84
53,66
33,88
33,9
33,92
33,94

- 33,96

324°

240

289

299

289

292

272

234

286
292
292
266

292

259

262-

225
228

219

210

204

204

"174

210

210

.193

213

256

240

225
207
213
213

210

253

255
228
237
240
253
250
256
282
253
269
279
269
269
282
328

303

365-

353

376

3172

400

365

400

392

404

412
424

449

400

441

.420

—

449
480
462

506

. 471

471
493
488
484
449
471
441

396

313
266
286
240
256
213
234
225
253
216
269
231
243
222
234
266
246
269
253
246
262
228
269
296
240

262

{41



—

33,98
34
34,02
w
34,06
34, 08
34,1
34,12
34,14
34,16
34,18
34,2
34,22
34,24
34,26
34,28
34,3
34,32
34,34
134,36
34,38
34,4
34,42
34,44
34, 46

'34, 48

4 o cmmme amm e

225

240

222

246
259
303
272
286
276
272
279
282
266
272
272
272
249
262
246
246
266
240
296
199
190

; 202

97

369
353
396
433
441

458

445

449
467
493
488

488

462

420

433

412

376
317
292
262
237
216
196
199
185

202

400
392
412

384

392

353

33

342

350

320

- 339

317

306

342
350
306

320

306

342
296
353

292

. 317

333,

353

5'359

282

292

365

339

350

412

408

372

408
428
428
433
449
454
428
388
386
369
33l
296
262
237

234

216

196

185

(62




31,5

34,52
34,54
34,56
34,58

34,6

34,62

34, 64
34,66
;;:14,53
34,7

34,72
34,74

34,76

34,78

34,8

34,82
34, 84
34,86
34,88
3;,9

34,92
34,94
34,96
34,98

35

204
210

222

218,

240
253
246
237
292
313
331
335
303
33
310
365

310

357

331

346

313
259
24%
23

240

. 202

98

182
177
185
190
188
199
196
193
202
174
231
213
216
246
225
219
246
199
259

225

266
231
259
262

216

338

350

353

384

384

365

38Q

416

388
433

380

420

416

420

" 404

428

471

- 428

458
506
441
480

480

. 506

484

471

188
185
196
219
199
237
180
216
228
222
246
256
246
196
250
276
262
259
272
296
250
240
272
279
299

269

[ 43



35,02

35,04

35, 06.

35,QB
35,%

35,12
35, 14
35,16
35,18
35,2

35,22

35,24

35,26

35,28

35,3

-35, 32

35,34
35, 36

35,38

35,4

35,42
35, 44

35, 46

. 35,48

35,5

35,52

R T Y

185

177

180-
193
182
204
204

133,

219

213

246
‘256

276

250

259

282

292

272
269
29?
320
320

320

328

320

317

99

266
231

231

243

238

246
250
29§
292

282

- 310

365
36l
384

400

40@

428
454
467
462
416
416
412
453

424

462

- 502
497
" 437

" 484

443

- 428

400

404

408

420

396

339

- 384

380

335

353

357
350
376
328
380

369

. 396

369
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172

169

180

188

190

219
204
219

210

193
18§

188

276
317
272

262

296

279
317
272

289

276 _

289
266
266
299
276
299
279
296
272

282

- 296

279
272
276
286

276

193
188
196
219
199
174
182
166
164
149
193
180

213

- 188

164
193
213
196
196
193
202

207

204

219
237

219




45,94

45,96
45, 98
46
46,02
46,04
46,06
46,08
46,1
46,12
45;14
45,16

46,18

" 46,2

46,22
46,24
16,26
46,28
46,3

46,32

46,34 .

46,36
46, 36
46,4

46, 42

46,44
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225
240
174
169
166
193

185

-161

le4
159
139

289

185
159,

151

169

154

137

137

135

132

121
156
139

144

142

225

204

193

199

166

164

331

146

159~
154
135.

128

128

135

137

130

114

117

120

117

137

144

- 182

125

139

119.

154

292
286
296
292
266
269
269
292
259

243

262

250
262
286
292
299
286
299
286
556
282
303
262
2086
292

299

213
222
234
213
216
243
240
219
190
231
216
161
164
185
16l
156
139
125
137
125
130
137
142
154

130

137.

[ £




46,46
46,48
46,5

46,52
46, 54
46,56
46,58
46,6

46,62
46, 64
46,66
46,68
46,7

46,72
46,74

46,76

46,78

" 46,8

46,82
46,84
46,86
46,88

46,9

46,92

46, 94

46,96
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- 125

130
132
130
154
121
149
154
161
161
149

149

174.

151

159
159
159

128

142

154

137

125

. 146
130

137

132

121

137

149 .

154
159
15;
166
142

154

159

146

142
169

154

172

139

144

146
149
159
142
161
139

159
142

144

159

276
289
272
266
?59
292
282

269

276

276

272

299
286
276
259
246
292

2823

' 262

246
243
262
237
243
266

228

156
16l
lel
154
156
142
135
142
159
161l
166
164
154
146
135

169

'159

180
154
156
174
142
164
156
125

164

! &




46,98
47

47,02

47,04

47,06
47,08
47,1

47,12
47,14
47,16
47,18

47,2

. 47,22

47,24
47,26
47,28
47,3

47,32
47,34

47,36

47,38 -

47,4
47,42
47,44
47,46

47,48
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151
117
123
146
128

125

144

130
121
144
137
130

154

144.

169
164
193
166
182

161

164
174

182

182

188

193

122

149
180 .
177
199
180
154
177
180
177
204
188
180
174
180
190
159
166

174

164

149

151

139

159

139

123

156

253
269
259
250
234
228
250
243
269
228
266
240
240
259
253
262
216
259
222
231
243

. 234

256
225
259

262

156
164
154
159
172
177
185
174
177
193
169
164
185
182
180
182
166
172
174
169
156
182
169
le6l
159

159



47,5

47,52
47,54
47,56
47,58
47,6

47, 62
47,64
47,66
47,68
47,7

47,72
47,74
41,176

47,78

47,8

47,82

47,84

47,86
47,88
47,9

47,92
47,94
47,96
47,98

48

164
188
185
193
177
177
156
164
1!_55
161
161
151
154
130
130
123
156
137
146
137
164
151
144
149
142

132

123

125-

121
132
142

137

144
123
144"

1130

139

130

156

156 -
144

130

164

121~

130

123

121

128

139

135°

110

121

119

240
262
237
219
250
237
228
237

259

246

237
225
262
237
234
246
210
253
250
243
231
246
228

259

272 -

253

154
166
16l
149
159
159
172
172
190
180
169
213
216
185
174
210
188
149
164
174
135
121
146
144
121

132

(83



48,02
48,04
48,06
48,08
48,1

48,12

48,14

48,16
48,18
48,2

48,22

48,24

" 48,26

48,28
48,3

48,32
45,34
48,36
48, 38
48,14

48,42
48,44
48, 46
48,48

48,5

48,52

132
138
132
125

130

"123

142

137

125
130
146
139
137
139
151
161
177
144
180
149
156
121
166
144

154

132

124

121

110 .

96
135

121

112

10q
123
125
119

100

132

110

114

137

149

130,

114

121
146
144
151
139
193
1?4

154

240

243

272
256
253
282
253
259
272

262

246

259
240
292
266
289
269
286
259
296

262

266"

266

. 231

253

269

149

144

137

135

144
128
123
146
123
128
149
121
137
130
128
130
154
149
128
159
154
159
135
169
164

166

/37



48,54.

48,56
48,58
49,6
48, 62
48, 64
48, 66
48, 68
48,7
48,72
48,74
48,76
48,78
48,8
48,82
48,84
48,86
48,88
48,9
48,92
48,94
48,96
48,98
49
49,02

49,04

- y——

135 .

139"

117
128
128
137
128
123

102

125

135

121
159
135
121
135
149
132
123
149
144
166

137

137

130

148

125

151
161
164
159
182
142
169
161
137
142
159
130
110
137
119
130
121
121
114
114
135
102

128

128

108

117

276
246
282‘
272
266
289
266
246
222

253

256

243
25§
240
262
231
240
253
234
234
237
246
273

225

237

225

159

lel

1866

180

169

174

172

188 -

180
164
159
135
151
151
149
142
130
132
128
130
108
117
102
128

125

117 -
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49,06
49,08

49,1

49,12

49,14
49,16
19,18
49,2
49,22
19,24
49,26
49,28
19,3
19, 32
49,34
49,36
49,38
49,4
49, 42
49, 44
49, 46
49, 48
49,5
49,52
49, 54

49,56
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149

142.

144
137
151
ldé
156

130

128

135
121

132

117

135

128

137

125

110

121

121
llé
137
144
102
117

114

126

108

94

112.

100

117

106

104

112,
92 -
123
130
128
108
108
98
130
110
125
130
114
9g-
130
123
123
117

130

213

246

256

- 219

237
190
213
216

234

240

207
216
207
225
216
204
240
243
234
219
213
202
24Q
216
225

228

135

114

123
121
121
137
117
130
130
135
135
132
135
149
154
151
151
146
219
151
156
149
121
117
151

139
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49,58
49,6
49, 62

49,64

49, 66.

49, 68
49,7

49,72
49,74
49,76
49,78

19,8

419,82,

49,84
49,86
49,88
49,9

49,92
49,94
49,96
49,98

50
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108
112
110
123
100
92

135
121
119
128
108
104
106
119
100
112
114
102
92

121

98 i

127

149

121

110

128

119
121
128
110
119
112
132
130

108

137

135

104

132

112

94

102

100

222

207

210
210
222
213
237
193

207

207

225

222
199
222
207
222
225
210
204
202

196

128

139 .

139

137

137

149

110

130

139

128

121

125

121

130

144

137
130
137
16l
123

125

192
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TABLA B

"Valores 206 y dé separacién d de los pilicos significativos

XRPD indicados con fiechas en la Figura 15 para esmilagenina de

la forma VI (hidraio canal de esmlilagenina}.

También se

muestra la intensidad relativa de cada pico como un porcentaje

de la.intensidad del, pico mAs intenso. A\ es 1,5406A y el rango

20 es desdé 2,4 a é?,s’. Las mediciones se realizaron a 25°C

(temperatura ambient

- e —

[
-

E Intensidad
Angulo (20)/° d/ A relati;a (%)
3,463 | 25, 49368 3,0
3,930 E 22,46393 7.1
6,467 —Ti3, 655146 15,6
7,000 12, 61750 3,6
. [res1 11,25135 11,3
8,667 | |t0, 19453 3,2
. 16,130 : 8,72471 '3
11,213 "~ [7,88477 3,5
11,844 é 7,46603 4,2 -
12, 421 E 7711998 7
13,007 ; 6, 80100 12, 1
13,642 ' [6,48582 20, 4
13,959 _ 6, 33900 42,5
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14,236 | [6,21630 29, 5
14,625 ; 6,05196 28,8
i [57059 i 5,87850 23,5
; 15,566 |5, 68787 15,5
16,550 . [5,35198 24,2 )
« [16,900 - i 5,24192 48,0
17,221 ; 5,14492 100, 0
17,818 . |4,97399 26,7
18, 377 — |4,82384 34,3 .
19, 354 é 1,58246 18,7
19,752 E 4,49103 —i9,8
20,312 " |4,36847 26,0
2i,831 ; 4,06663 16,2
23,125 E 3,&5295 l19,7 .
. 23,630 E 3,76205 : 15,8 '
24,904 | [3.57235 11,7
25,868 I [3,44136 7.0
.26,540 . ; 3,35531' 13,2
27,100 . ; 3,28765 12,4
TABLA C

I
i .
Valores ZP. y de separacién d de los picos

significativos XRPD indicados con flechas en la Figura 16 parﬁ

129



esmilagenina de la ifo-rma VII (solvato IPA de esmilagenina).

También se muestra 1.:3 intensidad relativa de cada pico como un
porcentaje de la inténsidad del pico mas intenso. A es 1,5406A

y el rango 20 es Edesde 2,4 a 27,5'. Lak mediciones se

realizaron a 25°C (i:e:mp'eratura ambiente) .

d/ A Intensidad -
Angulo (20)/° relativa (%)
6,459 E 13,67403 43,0 ’
7,184 E 12,29531 18,4 .
10,215 © 9,65248 11,5 .
_ 11,581 i 7, 63461 25,4
12,639 |  6,99803 73,1
13,030 E 6,78879 100,0
13,658 | 6,47790 61,2
14,176 6,24260 93,2
115,150 E 5,84325 53,7
15,534 ; 5, 69963 82,5
16,378 ? 5,40768 67,2
16,700 . 5,30424 .56,8
17,276 : 5,12881 53,3 )
* 18,129 . 4,88935 51,4
18,820  ,  4,71129 : 65,6 .
19,316 P 4,59146 60,0
20, 334 " 4,36377 66,7
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22,965
23,523
24,752

25,448

‘Lo anteri%r

J

3,86941
3,77887
3, 59400

3,49721

describe

44,9

‘42,3

37,5

39,3

ampliamente

(96

presente

invencién, sin limitéciones. Se pretende que "las variaciones y

modificaciones que sean facilmente aparentes para los expertos

medianos en el artefbe encuentren cubiertas .por la presente

I S
solicitudes y las patentes que se originen de ella.

[

- §omaa =
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REIVINDICACIONES

(97

1. Esmilageniné CARACTERIZADA porque se encuentra en

cualquiera o miés de las formas I, III, IYIA y V tal como se

definido en la preseﬁte invencién.

2. Esmilagenina de acuerdo a

CARACTERIZADA porque se encuentra en la

3.. Esmilagenina de acuerdo .a

CARACTERIZADA porque :se encuentra en la
i
4. Esmilagenina de acuerdo a

CARACTERIZADA porque?se encuentra en la
!

-

5. Esmilagenina de acuerdo a

CARACTERIZADA porque {Sse encuentra en la

132

la reivindicacién 1,

forma'criétalina I.

la freivindicacién 1,

forma cristalina III.

la reivindicacién 1,

forma cristalina IIIA.

la reivindicacién 1,

forma cristalina V.



—— e —

g

6. Esmilaggnina de acuerdo a la relvindicacién i,

CARACTERIZADA porqueisa encuentra en la forma cristalina VI.

7. Esmilagenina de acuerdo a la reivindicacién 1,

e i S e e e e e e

CARACTERIZADA porque :Se encuentra en la forma cristalina VII.

8. Eamilag?nina, CARACTERIZADA gorque' es el canal

I
hidrato.

9. Esmilagenina, CARACTERIZADA porque es monohidrato de

esmilagenina.

i .
10. Hidrato de| esmilagenina, CARACTERIZADA porque tilene

una estequiometria dé hidratacién diferente de 1:1.

11. Esmilageniqa, . CARACTERIZADA porque es solvato de

alcohol iso—propilici esmilagenina.
]

12. Esmilagenina, CARACTERIZADA porque es esmilagenina

amorfa.

133
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13. Un material de acuerdo a cualquiera de 1las
|
reivindicaciones antériores, CARACTERIZADO porque se encuentra

Sustancialmente libée de otra forma de esmilagenina y/o
sustancialmente libre de otras sapogeninas esteroldales y/o

saponinas esteroidalés.
i

14. Un méterial de acuerdo a cualquiera de las
I
reivindicaciones anteriores, CARACTERIZADO pérQUé se encuentra

en al menos alrededoﬁ del 50% en peso de forma pura.
i . .

15. Un material de acperdo a cualquiera de las

reivindicaciones antériorés, CARACTERIZADO porque se encuentra

) i .
en al menos alrededor del 90% en peso de forma pura.

16. Un material de acuerdo a cualquiera de las
C . :

reivindicaciones antériores, CARACTERIZADO pbrhue se encuentra

en al menos alrededof del 95% en peso de forma pura.

17. Un material de acuerdo a cualquiera de las

reivindicaciones antérioreh, CARACTERIZADO porque se en forma

1
-

aislada encuentra sustancialmente pura preparado en una escala

de kilogramo.

134 :



3

700

1 .

18. Solvato de alcohol iso-propilico de esmilagenina

de acuerdo a la reivindicacién 9, CARACTERIZADO porque estéa
] .

' |
presente en forma ai@lada sustancialmente pura preparado en- una

escala “de kilogramoL por medio de' precipitacién desde una

. i .
solucidén de esmilagénina_relativamente impura, e alcohol iso-

] R
propilico el cual ha sido reducido en volumen por medio de

destilacién azeotrépica.

19. Esmilaéenina cristalina anhidra no solvatada de
grado farmacéutico ?o comestible, CARACTERIZQBA porque se
obtiene por medio de cristalizacién desde una solucién de
solvato ° de alcéhol iso-propilico de esmilagenina
suatanélalmente buroien un solvente anhidro compatible con IPA,

el cual no forma un solvatg con esmilagenina. -
!

20. Esmilagenina de acuerdo a la reivindicacién 19,
CARACTERIZADA porque'es de la forma cristalina I o III como se

ha definido aqui.

21. Esmilaéenina de acuerdoe a la reivindicacién 19 o

20, CARACTERIZADA pofque Se prepara en una escala de kllogramo.
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22, Esmiiggenina de acuerdo a cualquiera de las
" 1

reivindicaciones 19 % 21, CARACTERIZADA porque Sse prepara por
I

medio de un proceso continuo.

23. Esmilégenina de acuerdo a cualquiera de las
:
reivindicaciones 19 ia 21, CARACTERIZADA: porque el solvente

orgadnico anhidro compatible con IPA, el cual no forma un

solvato con esmilagenina comprende acetona.

Aty " ——

24. Una composicién que comprende un material de

acuerdo a cualquietra deu las reivindicaciones anteriores,

CARACTERIZADO porque! esta én mezcla con uno o mias componentes

adicionales selecqioﬁados de: uno o mis materiales diferentes

1
de acuerdo a cuaquiera de las reivindicaciones anteriores,

otra forma de ésmilagenina, cualquier otro material

bioclégicamente activo, y ' cualquier material biolégicamente
inactivo. ! .

25. Una composicién de acuerdo a la reivindicaclén 24,
CARACTERIZADA porque'lh otra forma de_esmilagenina, cuando esta
presenta, esta en laéforma-cristalina II como se ha definido en:

la presente invenciéﬁ.
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26. Una’ composicibn de acuerdo a la reivindicacién 240
reivindicacién 25, CARACTERIZADA porque slrve para utilizarla
1 . .

como un medicamento,{alimento, suplemento alimenticio o bebida.
|

27, Un material de acuerdo a cualqulera de las

reivindicacioné_s 1 a 23, CARACTERIZADO porque sirve para ser

i

utilizado como un meéicamenﬁo, alimento, suplemento alimenticio

o bebida.

28. Un método gafa preparar una composicién de acuerdo a

cualquiera de las reivindicaciones 24 a 26, CARACTERIZADO

" porque comprende uﬁa mezcla de un material de acuerdo _a

. 1 -
cualquiera de las reivindicaciones 1 a 23 con uno' o mas

.componentés -adicionales seleccionados de: uno o mAs materiales

diferentes de acuerdé a cualquiera de las reivindicaciones 1 a
i [ ]
13, otra forma dei esmilagenina, cualquier otro material

biol6gicamente act_i\:fo, y cualquier material biolégicamente’

inactivo.

29. Uso de un material o composicién de acuerdo a
cualquiera de las reivindicaciones 1 a 25, CARACTERIZADO porque

girve para 1la préparacibn de un medicamento, alimento,

suplemento alimentici;o o bebida.
i
]
!
!
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.30. . Uso .de acuerdo a la reivindicacién 29,

CARACTERIZADO porque el medicamento, alimento, supleménto

alimenticio o bebidaisirve para el tratamiento de una condicién
: . I ;
seleccionada de: niveles de colesterol elevadds en la sangre,

8indromes de obesidad y obesidad diabética, disfuncién
cognitiva vy condi%iones asociadas; neufodegeneracibn no
- cognitiva, 'Qegene#acién.' neuromuscular no cognitiva,
neurodegeneracién m;tor—sensorial y. pérdida de 1la funcién

receptora en .ausencia del deterioro cognitiéo, neural o

neuromuscular.
|

31. Un métédo de tratamiento de un humano o animal no

humano . que . sufre : de, o suscepfible . a,. una condicién

seleccionada de: ni%eles de colesterol sanguiﬁebs elevados,
sindromes de obes@dﬁd y. obesidad diabética, disfuncién
cognitiva y sus coﬁdicioﬁes asocladas, neurodegeneracién no
cognitiva, degeneracién neuromuscular no cognitija;
neurcdegeneracién m?tor-seqsorial Yy pérdida de 1la funcibn
receptora en ausen?ia del deterioro cognitivo, neural o
neuromusculér, CARAéTERIZAﬁO porque compr;nde administrar ‘a

dicho humano o animal no humano una' cantidad efectiva de un

material ‘o cgmposibién de acuerdo a cuélquiera de las

relvindicaciones 1 a§23.

32. Un mééodo de acuerdo a la reivindicacién 31,

CARACTERIZADO porque .el animal es un humano.
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33. Un procedimiento para obtener una esmilagenina ae
grado farmécéugico Eo comestible o un derivado del mismo,
CARACTERIZADO porqué al menos una etapa del procedimiento
incluye preparar un:materj,al de acuerdo 'a cualquiera de las

. 1
reivindicaciones 1 a|25.

i

i

1

34. Un procedimiento de acuerdo a la reivindicacién

- . ]
33, CARACTERIZADO porque el material es preparado en la forma

]

fisica de un sélido seco aislado ‘o en un medio‘liquido tal como
}

una lechada de cristél.

35. Un pro?cedimiento de acuerdo a la reivindicacién
33 o 34, CARACTERIZRDO'porque la esmilagenina es preparada en
la forma de esmilagenina no solvatada anhidra.

36." Un procedimiento de acuerdo a cualquiera de las
reivindicaciones 33 a 35, CARACTERIZADO porque.ademas comprende

formular 1la esmilagénina de grado farmacéutico o comestible

resultante o derivado de lo mismo en un medicamento, alimento,
suplemento alimenticio o bebida.

37. Un ﬁétédo para ajustar la esmilagenina entxe la

forma amorfa y las formas cristalinas I, II, III, IIIA, V, VI y
{
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VII como se ha defiﬁiﬁo aqui, CARACTERIZADO porque comprende la
precipitaciég de uﬁ;iforma ajustada de esmilagenina a partir de
una.primera:forma t%l de esmilagenina en un aolvehte orgénico
adecuado o una mezc?a de §oivente adecuado, opcionalmente ;n
presencia de agua,: para obtener lg forma ajustada de 1la

1
esmilagenhina. - . : ' .

i

i

|
38. Un método de acuerdo a la reivindicacién 37,
CARACTERIZADO porque 'la esmilagenina es ajustada entre la forma
amorfa y las formas cristalinas I, II, III, IIIA; IVyV cémo

se han definido aqui‘
. -1

- 39. Un'métédo de acuerdo a la reivindicacién 37 o 38,
CARACTERIZADO porun la forma ajustada de esmilagenina
comprende un material de acuerdo a cualquliera de las

. )
reivindicaciones 1 a-23.

40. Un métédo para ajustar el nivel de hidratacién de

la esmilagenina entre los niveles anhidro, di-hidratado e
intermediario, CARACTERIZADO porque comprende la precipitacign

de na primera forma de esmilagenina a partir de una solucién de

la misma en un solvente organico adecuado o en una mezcla de
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solvente, 'opcionalménte en presencia de agua, para obtener

|

esmilagenina’a dicho ;nivel de hidratacitn ajustado.

!

I
I .
41. Un método de acuerdo a la reivindicacién 40,

CARACTERIZADO porqug la forma ajustada de esmilagenina
-comprende un matefial de acuerdo a cualquiera de laa

reivindicaciones 1 a-10, 12 a 17 y 19 a 23.

i
|
I
. I -
« 42. Un’ método -de acuerdo a cualquiera de las
reivindicaciones 33 ; 41, CARACTERIZADO porque ademis comprende

1
preparar un derivado de esmilagenina a partir del material

. inicialmente obtenidé.

43. Un método de acuerdo a la reivindicacién 42,

CARACTERIZADO porque el derivado es una pro-droga de

esmilagenina. i

44, -Familégenina, CARACTERIZADA _porque 8e ha
preparado por medio de un método de acuerdo a’ cualquiera de las

reivindicaciones 33 4 41.
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45, Un 'qétodo para .preparar .una prodroga de

esmilagenina, CARACﬁERIZAﬁb pofque comprende esterificar un

material de acuerdo é cualquiera de las reivindicaciones 1 a 23

|
y 44. !

-
46. Una prodroga de esmilagenina, CARACTERIZADA

porque se obtiene qor meqio de un. método de acuerdo a la

reivindicacién 43 o én la reivindicacién 45.
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v " PATENT COOPERATION TREATY

. "‘wnecsniwsb
the INTERNATIONAL SEARCHINQ AUTHORITY NOV 20
From the ————
To: NOTIFICATIO TACOE
HASELTINE LAKE THE INTERNATIONAL SEARCH REPORT AND
Attn. Brown, David Lesllie

E WRITTEN OPINION OF THE INTERNATIONAL

Redcliff Quay RCHING AUTHORITY, OR THE DECLARATION

120 Redcliff Btreet
Bristol BS1 6HU
UNITED KINGDOM

(PCT Rule 44.1)
Duts of malling
(dawinonihyeer)  25/11/2005
Applicants or agant'a fle reference
P102.194PC00/DLE M)lq__ FORFURTHERACTION  See paragraphs 1 and 4 below
Intemational application No. imternational fiing daie
PCT/GB2005/001635 {deyimonthyoer)  28/04/2005
Applicant -

PHYTOPHARM PLC

1. mmhmwmmﬁuthmmwmnmmmmwmmhwm
m Authority have been estabiished and are trenemitted herewith.

Flling of amendmantia and staiement under Article 19:
The applicant i entitiad, if he a0 wishes, 1 amend the chiima of the internationsl Application (sse Rule 48):

When? Ths ime fimit for fiing such amendiments le normally 2 montha from the date of ransmittal of the

Inmmmmmmm.brmd!Mmhmmthlm
Whare? Directlyinthe Intemational Burasu of WIPD, 34 chaemin des Colombetina
1211 Ganeva 20, Switzeriand, Fascimila No.: (41-22) 740.14.95

Formnndnl.ﬂ.dlrﬂueﬂum.mﬂunobgnnmmmm

2 D The epplicant ls hereby notified that no intemational ssarch report will be esteblished and thet the deciaration under
Article 17(2)(a} to thet effect and the written opinion of ths intemational Searching Authorlly are mnemitied herewith,

3. I:] With regard to the protest against payment of (an) ndditional fes(s) under Rule 40.2, the applicant ls notified that:

[] the protast together with the decision therson has been trensmitted 1o the intemationel Bureau together with the
wmmbMNMdhﬁhmﬂﬂhmmmhwm

[[] nodecision hes been mads yet on the protest; the appicant wit be notified as soon as a declsion is made.
4. Reminders '

Mmrmuplmmlmmmwwm.mmm will be published by the
International Bureaw. If tha applicant wishes to or postpona pubfication, n of withdrawal of the inlermational
application, or of the priorty claim, must reach the intsmations! Bureeu as provided In Rules 80bis.1 and 80bis.3, respectivaly,
before the completion of the tacimicel preparations for intematianal publication,’

The applicant may submit commants on an krformal basis on the writtan apinion of tha Intemationsl

Searching Authorhty to the
intermational Bureeu. The intemational Bureau will send a copy of such comments to sl designatsd Offices unless an
Intemationsal prafmingry sxamination report has bean or ks to ba sstablished. Thass cornments would also be mads avallabie o

the public but not befors the expiration of 30 months from the priorty date.

Within 10 monthas from the priority dats, but only In respact of some Offices, a dermmand for intemational
Wmunxnhwmwmmmhmmmmmmsm from the
soma Offices n

; otherwise, th icant must, within 20 months from the priority date, parform the prescribed
acts for antry into the mational muﬂwm. " the the
In respect of ather designated Offices, the time limit of 30 months (or later) wil apply even I no damand i fiad within 19
months.

Sea the Annex 1o Form PCT/IB/301 and, for detefls about the sppiicable time limits, Office by Offics, the PCT Applicant’s
Guids, Voluma Ii, Netional Chaptars and the WIPO Internet aits. . > e

Name and maling address of the International Searching Autharlty | Authortred officer

European Patent Office, P.B. 5818 Patentiaan 2
@ NL-2280 HV Rijswijk Emmanuel Cherqui
Tel. (+31-70) 340-2040, Tx. 31 851 epo nl,

Fax: (+31-70) 340-3018
Form PCTAQA/220 (January 2004)

{See notes on accompanying shest)
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NOTES TO FORM PCT/ISA/220

° Thess Notes are intendad 1o give tha basic Instructions conceming the flling of amendments under article 19. The
Notes are basad on the requiremants of the Patent Cooperation Tresty, the lations and the Adminlstretive Instructions

undar that Treaty. In cass of discrepancy batween theas Notea and thoss requ the latter are applicable. For mora .

detafled Information, see also the PCT Applicant’s Guids, a publication of WIPO.

In thess Notes, “Article”, "Ruls”, and “Section” refer to the provisiona of the PCT, the PCT Regulations and the PCT
Administretiva (nstructions, respectively.

INSTRUCTIONS CONCERNING AMENDMENTS UNDER ARTICLE 19

The applicant has, after having received the Intemational search report and the written opinion of the
Searching Authority, one opportunity to amend the cialms of the international application. it shouid however be
that, since all parts of the (ntemetionsl appication (claims,description and drewings) mey be amended during the
intsrnational praiiminary axamination procedure, thers Is no naed to fie amendments of the clalms under Articls 18
wexcept whers, 2.0 the applicant wants the latter to be publishad for the purposss of provisional protection or hes another
reason for ame the claims before intamational publication. Furthermore, it should be emphasized that provisional
pmelbnhwnnnﬁnlnmosmuonly(m PCT Applicant’s Guide, Anhexes B1 and B2).

The attention of the applicant Is drawn 1o the fact that amandments to the clalms uncer Article 19 are not allowsd where
the Intsmational Sea Authority has declared, under Article 17(2), that no Interational search report would ba
established (sae PCT am.\lohm /A, peregraph 208). :

What paris of the Intemationsl appllcation mey be smended?
Under Articla 18, only the claima may be amanded.

During the International phase, the clalms may also be amended (or further amended) under Article 34 befare

the Intomational Preiminary Examining Authaty. The descrigtion and drawl be amended under
Ariie 54 before the Imemational Exaining Authory. Pom may only h

Upon entry into the national phane, dlmdhhhmdﬂthﬂonwhanﬂrﬂidwﬂwma
or, where applicable, Article 41,

When? Within 2 months from: the date of transmittal of the intemational sserch report or 18 maonths fram the priority
date, whichwver time imR expires iater. It should be noted, however, that the amendments will be considersd
as having bean received on time If they we received by the intemational Bureau after the axpiration of the
n haulfmﬂnthﬁbahuhmﬂibndhhdnlﬁpmﬂbnhlmmmm

Where not to file the amendmenis?
The amendments may only be fliad with the imtsmational Bureeu arxi not with the recalving Offica or the
intsmational Searching Authorlty (Rule 48.2).
Where a demand for intemational preiminary sxamination hes beenfs filed, ses beiow.

How?

Elth
om:mﬂ:::rm?ﬂndﬂm.byuﬂlmmnrmmdﬂmurb;mﬂhgmomd

A replacement shest must b submitiad for each shest of the claims which, on account of an amendment or
amendments, differs from the shest originally Med.

Al the claims appearing on a replacement gheet must be numbared In Arabic numerals. Whers a claim Is
cancelied, no renumbering of the other ciaime ks required. in all cases where ciaims are rerumbered, they must
ba renumberad consecutively (Administrative Instructions, Saction 205(b)).

Th-lmm'mmlm-thmnblnmlmmnlﬁhmllpﬁhﬂmllbhpuuhhd

What documents must/may sccompany the amendments?

Lattar (Section 205(b)):
The amendments must be submitted with a letter.

The lattar wil not he pablished with the internationsl eppiication and the amended clalmas. It should not be
confusad with the "Statement under Article 18(1)" (see balow, under "Siatement under Articla 18{1)").

The Istter must b In English or French, at the cholca of the . Howsver, It the languaga of th

.
o 'thE;MHTWmMHIn ; If the language of the brismational application

Notas to Form PCTASA/220 (first sheet) {Jaruary 2004)




PATENT COOPERATION TREATY

PCT

INTERNATIONAL SEARCH REPORT
(PCT Aticle 18 and Rules 43 and 44)

VA AN

Applicarta or agent's flie refarence FOR FURTHER o9 Form PCTNSAZ220
P101194PC09/DLB ACT]PN as wel as, where appiicable, item 5 below.
ntsmational spplication No. imernational filng dute (deyWmonthVyear) {Earliast) Priority Date (day/montivyear)
PCT/GB2005/001635 28/04/2005 28/04/2004
Applicant

PHYTOFHARM FLC

This Imtemational Search Raport llilrurlllunISaurdll Authority and Is trenamitind 1o the applicant
according 1o Article 18, Amwhbelnnnmnmw‘ Intemational Bu " i

This international Search Report conalsts of a total of 9 shests.
[X] ttis aleo accompanied by a copy of each prior art document chied in this report.

1. Basie of the report

a wnhraguutnlhnIlmnnhhhmuhrdmm“unummhmuhmmmnhh
language in which It was fied, uniesa vtherwise indicated under this Rem.

thia Authority (Fade 23.1(b)).

2 [X] Cortain claims wers found unssarchable (See Box ).
3 [X] Unityotinvention is lncking (see Box ).

4. With regard to the titls,
[C] thewstis approved as submitted by the epplicant.
[X]  thetext has been eatabiished by this Authority to read as folows:
CRYSTALLINE AND AMORPHOUS FORMS OF SMILAGENIN

5. Whh regard to the abetract,
[X] . the text s approved as submitted by the applicant.
the text has baan esinblishad, sccording to Rule 38.2{b), AuthorRy eppears spplicant
O Mmmmmfmmdmdmmaummﬁm-m;mwémm
8. Whh regard o the drewings,
a. the figure of the drewings to be published with the abstrect ia Figure No.
[[]  =asuggestad by the sppiicant.
(] s ealacted by this Authortty, because the spplicant falied tn suggest a figure.
[C] == setected by this Authority, because this figure better chavaciarizss the Invention.
b. [ ] none ot the figures is 1o ba published with the sbetract.

[] Theimemational search was canied out an the basis of a trensiation of the intsrnetionss eppication fumished to

b. [[] Wnh regard to any nucisotide and/or amino acid sequence diaciosed in the Internations! applcation, see Box:No. |.

Form PCTNBA/210 {first sheet) (damuary 2004)
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Intemational ﬁlulhn No.
INTERNATIONAL SEARCH REPORT PCT/GB266%5/001635

Boxll Observations where certaln claims were found unsearchable {(Continuation of tem 2 of first sheetl)

Thia Intemational Search Repert has not been established In respect of certain clalms under Article 17(2){a) for the following ressona:

1. Claima Nos.:
becausa they relate to subject matter not required to be searched by this Authority, namety:

Although claims 31,32 are directed to a method of treatment of the

human/animal body, the search has been carried out and based on the alleged
effects of the compound/composition.

2. [ ] cimimaNee.:

because they relate to parts of the intemnational Application that do not comply with the prescribad requirements to stch
an extent that no meaningful intemational Search can be caned out, apacifically: o

a. D Claime Nos.:
because they ere dependsnt cialma and are not draftad in accordance with the aecond and third sentances of Rule 8.4(s).

Box Nl Obssrvations whare unity of invention Is lacking {(Continuation of Itam 3 of first shest)

This international Searching Authority found muttiple iInventions in this intemeational application, as follows:

see additional sheet

1. As ol ackitional search fess
D mqmglu were imely pald by the agplicant, this intamutional Search Report covers all

- As all searchable ciaims could be searched withaout effort an eddidonal fea, this i not invite
de o justitying fos, this Authority payment

a As some of the ired additonal search fees the
D mwmmmﬁMMMMﬂ.wmmmﬂL:mmlmmm

4 No required adiitionsl search fese appicant. Consecuently, this Imemations! Search Report
|._x:| nwmmuannummmmmmemNm'ﬂl .

see attached sheet

Remark on Protest D The additional search fees were accompaniad by the spplicant's protest.

D No protest accompanied the payment of additional search fees.

Form PCTABA/210 (coninustion of first sheat (2)) {January 2004)
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intsmational Application No. PC T/ GB2095/ 001635

FURTHER INFORMATION CONTINUED FROM PCTASA/ 218

This International Searching Authority found multiple (groups of)
inventions in this international application, as follows:

1.

claims: 1,13-17,19-41,44 (in part) 2 (in full)

Crystalline form I of Smilagenin, processes for the
production thereof, compositions and uses thereof

claims: 1,13-17,19-41,44 (in part) 3 (in full)

Crystalline form 111 of Smilagenin, processes for the
production thereof, compositions. and uses thereof

claims: 1,13-17,24-41,44 (in part) 4 (in full)

Crystalline form 111A of Smilagenin, processes for the-
production thereof, compositions and uses thereof

claims: 1,13-17,24-41,44 (in part) 5,9 (in full)

Monohydrate crystalline form V of Smilagenin, processes for
the production thereof, compositions and uses thereof

. claims: 1,13-17,24-41,44 (in part) 6,8 {in full)

Channel hydrate crystaliine form VI of Smilagenin, processes
for the production thereof, compositions and uses thereof

claims: 1,13-17,24-41,44 (in part) 7,11,18 (in full)

fPrOH solvate crystalline form VII of Smilagenin, processes
for the production thereof, compositions and uses thereof

claims: 10 (in full) 13-17,24-36,46,41 (in part)

Smilagenin hydrates other than monohydrate, processes for
the production thereof, compositions and uses thereof

claims: 12 (in full) 13-17.24-41.4‘4 (in part)

Amorphous smilagenin, processes for the production thereof,
compositions and uses thereof.

claims: 42,43,45,46 (in full)

Derivatives of smilagenin and processes for the production
thereof.
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International Application No. PCT/ GB2065/ 801635

FURTHER INFORMATION CONTINUED FROM PCT/ISA/ 216
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international Appficstion Ne

PCT/GB2005/001635

Mnmmwmaummwmm

AR08 "“ABTK31/58  A61P19/18  A61P25/28

B. AELDS SEARCHED

Minimum documantation saarched (ckassifioation eystam followed by classiication symbois)

Co7J A61K A6lP

Documaniztion searched other this minkrum docusmantation i the extent that such documents are includad in the flekis ssarched

EMBASE

Etectronia data bese conmilted during ta Arernstionsl essrch (neme of data bese and, where practical, saarch terms used)
EPO-Internal, CHEM ABS Data, BEILSTEIN Data, WPI Data, PAJ, BIOSIS, MEDLINE,

C. DOCUMENTS CONSIDERED TO BE RELEVANT

Category® | Chiation of documant, with indication, where sppropriaie, of the relovant passages Reisvent o claim No,
X MARKER R E ET AL: "THE STRUCTURE OF THE 1,2,
SIDE CHAIN OF SARSASAPOGENIN® 13-17,
JOURNAL OF THE AMERICAN CHEMICAL SOCIETY, 19-41,44
N;ERICAH CHEMICAL SOCIETY, WASHINGTON, DC,
us,
vol. 61, 1939, pages 846-851, XP901109547
ISSN: 0862-7863
page 850, colum 2, paragraph 7
X CALLOW R K ET AL: "EPIMERISATION AT C(25) 1,2,
OF STEROID SAPOGENINS: SARSASAPOGENIN, 13-17,
NEOTIGOGENIN, AND SISALAGENIN® 19-41.,44
JOURNAL OF THE CHEMICAL SOCIETY, CHEMICAL
SOCIETY. LETCHWORTH, GB, 1955, pages
1671-1674, XP681169548
ISSN: ©6368-1769
page 1672, paragraph 5
-l_-
m Further documents are latad in the cantimsstion of b C. E Patart family mambers re Seted In anne.
* Special catagaries af cied documents : “T" \nter document publishad after the Intemefional fling date
"A" document defring te general s of e art which ket A 1 erviaee the Frecirls o By S
- -ﬂl:g.m-lhnnﬂldmud.h [ > m‘mm&? m
rmﬂhw ”ﬁm. Invelve an imentive atep whah the document is hlulllu'
clation or ofhar speckal reason (as v mudm'um":?m atap when the
'O'dnlmuhﬁubmuiﬁhn.ut. achiblion or mmmﬁ::unm:r#nm
A Ill.'lunl "mm’ "3’:&':.‘?""""“""“ —

A" document member of the sams patart faily

Date of tha actus] compiation of the internaionsl ssarch Datw of maling of the intemadional search report
& August 2685 23 11 2065
Name ardi maling accress of he 1SA Authorized officer
Ewropean Patent Office, P.B. 5818 Paientinan 2
%(ﬁrs)wmmn a1 051
Fase (191 70) 240308 oo, Watchorn, P

Fearm PCTABARID (sacond sheet) [iamuary 2004)
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International Applicetion No
PCT/GB2065/001635

£{Continustion} DOCUMENTS CONSIDERED TO BE RELEVANT

Category * | Chation of doctment, with indication, where sppropriaie, of the relovant passages

Relevant ¥ claim No.

X C. DJERASSI ET AL: "Constitution and
Stereochemistry of Samogenin, Markogenin
and Mexogenin®

JOURNAL OF THE AMERICAN CHEMICAL SOCIETY.,
vol. 77, 1955, pages 4291-4297,
XP002293035

UEAMERICAN CHEMICAL SOCIETY, WASHINGTON,
DC.

page 4295, colum 2, last paragraph

X .M. E. WALL ET AL: "Steroidal Sapogenins.
XX1V, The Hydrochloric Acid Catalyzed
Equilibration of 22E,25D- and
22E-25L-Spirostanes”

JOURNAL OF THE AMERICAN CHEMICAL SOCIETY.,
vol. 77, 1955, pages 3686-3089,
XP002293036

UEAMERICAN CHEMICAL SOCIETY, WASHINGTON,
DC.

page 3688, column 2, paragraph 3

X C. SANNIE ET AL: "No 229 - Recherches sur
les sapogénines a noyau stérolique.
Identification de ces génines sur de
petites quantités de plantes”

BULLETIN DE LA SOCIETE CHIMIQUE DE FRANCE,
1952, pages 1680-1685, XP862293037
FRSOCIETE FRANCAISE DE CHIMIE. PARIS.

page 1083, colum 2, paragraph 3

X J. B. ZIEGLER ET AL: "The Stereochemistry
of Steroidal Sapogenins II"

JOURNAL OF THE AMERICAN CHEMICAL SOCIETY.,

vol. 77, 1955, pages 1223-1229,

XP062293038

ggAHERICAN CHEMICAL SOCIETY, WASHINGTON,

page 1229, colum 1, last paragraph -

colum 2, paragraph 1

X M. E. WALL ET ALL: "Steroidal Sapogenins.
XXVII. Preparation and Properties of

20-1sosapogenins”

JOURNAL OF THE AMERICAN CHEMICAL SOCIETY.,

vol. 77, 1955, pages 5661-5665,

XPB02293039

ggAHERICAH CHEMICAL SOCIETY, WASHINGTON,

page 5662; tables 1,11

1 |2|
13-17,
19-4],44

1'2.-
13-17,
19-41,44

1'2.
13-17,

1'2.
13-17,
19-41,44

1.2.
13-17'
19-41,44

19-41,44.

Farm PCTASA/ING (contimuiion of sscorel shaet) Rlarury 2004)

nanas 2 afF A
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Intemational Application No
PCT/GB2005/901635
C.(Conthwsiion) DOCUMENTS CONSIDERED TO BE RELEVANT
Calegory * | Chetion of documment, with Inication, where spprapriate, of the relevart passages Relevant © claim No.
X NAKANO K ET AL: "“THE STEROIDAL GLYCOSIDES 1,2,
FROM THE CAUDEX OF YUCCA-GLORIOSA" 13-17,
PHYTOCHEMISTRY (OXFORD), 19-41,44
vol. 28, no. 4, 1989, pages 1215-1217,
XP00O2293040
ISSN: 6831-9422
page 1217, column 1, paragraph 2
X R. E. MARKER ET AL: "Steroidal 1,2,
Sapogenins" 13-17,
JOURNAL OF THE AMERICAN CHEMICAL SOCIETY., 19-41,44
vol. 69, 1947, pages 2167-2230,
XP002293041
gSéAHERICAN CHEMICAL SOCIETY, WASHINGTON,
pag':e 2227, colum 1, paragraph 5-7
X US 3 169 959 A (DAILEY EARL E ET AL) 1,2,
16 February 1965 (1965-02-16) 13-17,
19-41,44
colum 4, lines 6-40; examples I,IV-VI
X I. SCHEER ET AL: "The C-25 Isomerism of 1,2,
Smilagenin and Sarsapogenin® 13-17,
JOURNAL OF THE AMERICAN CHEMICAL SOCIETY., 19-41,44
.vol. 77, 1955, pages 641-646, XP082293642
g‘éAHERICAN CHEMICAL SOCIETY, WASHINGTON,
pas':e 644, colum 2, 1ine 2
X US 5 817 562 A (HOLMES THOMAS J ET AL) 1,2,
21 May 1991 (1991-65-21) 13-17,
19-41,44
example XIII
X WO 99748482 A (HU YAER ; XIA ZONGQIN (CN); 1,2,
BROSTOFF JONATHAN (GB): RUBIN IAN (6B): 13-17,
WA) 36 September 1999 [1999-89-36) 19-41,44
page 1, paragraph 1; claim 1
X US 4 602 603 A {MALINOW M RENE) 1,2,
22 July 1986 (1986-67-22) 13-17,
19-41,44
column 2, last paragraph
X EP © 204 661 A (PROGENICS INC) 1,2,
16 December 1986 (1986-12-10) 13-17,
19-41,44
page 3, last paragraph
page 6, paragraph 1
..,--

Form PCTABAZZ10 faonimstion of sscond shest) (lenusary 2004)

nana T Af A
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internasional Application No

PCT/6B2665/081635

C.[Continuafion) DOCUMENTS CONSIDERED TO BE RELEVANT

Cabogory ®

Chation of document, with indication, where appropriate, of the relevant passages

Relevant © cleim No.

X

P.X

ASKEW F A ET AL: "THE SAPOGENINS OF
SARSAPARILLA ROOT"

JOURNAL OF THE CHEMICAL SOCIETY, CHEMICAL
SOCIETY, LONDON, GB, 1936, pages
1399-1403, XPO08012913

ISSN: 6368-1769

cited in the application

page 1462, paragraph 8

J. PARSONS ET AL: "X-ray diffraction
powder data for steroids: Supplements IV*®
"HENRY FORD HOSP. MED. BULL.,

vol. 12, March 1964 (1964-03), pages
87-126, XPoo8o34279

cited in the application

page 90; example 97

page 112

CAMP B J ET AL: "“ISOLATION OF A STEROIDAL
SAPOGENIN FROM THE BILE OF A SHEEP FED
AGAVE LECHEGUILLA®

VETERINARY AND HUMAN TOX1COLOGY,
MANHATTAN,MS, US,

vol. 30, no. 6, December 1988 (1988-12),
pages 533-535, XP008034224.

1SSN: 0145-6296

page 533, colum 2, lines 2,3

page 534, colum 2, paragraph 3

page 535, colum 1, paragraph 2

page 535, colum 1, last paragraph

WO 2004/637845 A (PHYTOTECH LIMITED;
GUNNING, PHILIP, JAMES; TIFFIN, PETER,
DAVID) 6 May 2004 (2004-65-86)
examples 2,5

1 |2|
13-17 »
19-41,44

1,2,
13-17,
19-41, 44

1,2,
13-17,
19-41,44

1|2.
13-17,

19-41,44.
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(30) Prioridad  (31)

27) Fecha de soliatuc: ‘MY] 41/ 2006
0A95675 (32 28042004 (33) GB

(72) Inventor{es)

(74) Apoderado:

Industria y Comercio EXTRACTO PARA PUBLICACION
SUPERINTENDENCIA SOLICITUD DE PATENTE DE INVENCION PCT
(21) N* de sollcitud: O 114 256 {51) Int Ci: C07J 71100

(71)Solicitante{s)  PHYTOPHARM PLC

PETER DAVID TIFFIN

EMILIO FERRERO

(85) Fecha limite iniclo fase naclonal:  28/41/2006
(86) Daios relativos a la presentacién de la solictud PCT

Fecha de presentacidn de la soliclitud:  28/04/2005
No. de solicitud PCTASB2005/0016835

(87) Publicacion intsmacional

Feche: 1071172005
N* publicacidn: WO 20051105825 A2

(54) Titulo:

COMPUESTOS QUIMICOS

Reivindicacién(es):

1. Esmilagenina CARACTERIZADA porque se encuenira en
cuglquiera o més de las formas |, Ill, IIA y V & como se
definido en la presente invencién.

2. Esmllagenina de acverdo a la relvindicacién 1,
CARACTERIZADA porque se encuentra en la forma cristalina
1.

3. Esmilagenina de acuerdo & la reivindicacldn 1,
CARACTERIZADA porque se encuentra en i forma cristalina
(K

4. Esmilagenina de acuerdo a la reivindicacdn 1,
CARACTERIZADA porque 88 encuentra en |a forma cristafina
A

5. Esmilagenina de acuerdo a la reivindicacion 1,
CARACTERIZADA porque se encuentra en la forma cristalina
V.

8. Esmilagenina de acuerdo a la reivindicacdn 1,
CARACTERIZADA porque ge encuenira an la forma cristalina
VI

7. Esmilagenina de acuerdo a la rmeivindicacidn 1,
CARACTERIZADA porque se encuenira en Ia forma aistalina
ViL.

8. Eamllagenina, CARACTERIZADA porque o3 sl canal
hidrato.

9. Esmilagenina, CARACTERIZADA pomue es monohidralo
de eamilagenina.

10. Hidrato de esmilagenina, CARACTERIZADA ponmue tiene
una estequiomeiria de hidratacin diferente de 1:1.

11. Esmilagenina, CARACTERIZADA porque es solvato de

alcohol Iso-propllico asmilagenina.
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SUPERINTENDENCIA

REQUISITOS MINIMOS PARA ADMISION A TRAMITE ‘

PCT f

PATENTE DE INVENCION [b}/ MODELO DE UTILIDAD [ ]

¢ Indicacién de que se solicita la concesion de una patente - 1

¢ Datos de Identificacion del solicitante o de la persona que presents la solicitud 4

¢ Descripcion de la invencidn [

4 Dibujos de ser estos pertinentes e,

4 Comprobante de pago de las tasas establecidas ' [ n]/
COMPLETA [ ] . INCOMPLETA [ ]

DISENO INDUSTRIAL- [ 1

¢ Indicacion de que se solicita el registro de Disefio Industrial {1

€ Datos de identificacion del solicitante o de la persona que presenta la solicitud [ ]

¢ Representacién gréfica y fotografica del Disefio Industrial 0 muestra del '[ ]
material que incorpora &l disefio

€ Comprobante de pago de las tasas establecidas [1]

COMPLETA [ ] INCOMPLETA [ ]

ESQUEMA DE TRAZADO | ]

€ Indicaclén de que se solicita el registro de un Esquema de Trazado

¢ Datos de identificacién del solicitante o de la persona que presenta la solicitud
€ Representacién gréfica del esquema trazado

€ Comprobante de pago de las tasas establecidas

— e — -
[ e

COMPLETA [ INCOMPLETA [ ]

a Resp le
Fech é ZEA&M// Carrera 13 No. 27-00 Plso 5, 7 y 10
Conmutador: 3 8208 40
Fax: 350 52 20
E-mall: Info@slc.goyv.co
www.slc.gov.co

Bogoté, D.C., Calombia
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Doctor (a)

FERRERO EMILIO

Apoderado(a) y/o Represemtante de
PHYTOPHARM PLC

REFERENCIA Radicaclién No. 06 119356
Solicitud internacional PCT/GB2005/001635
Fecha inicio fase nacional 28/11/2006

Trimite 11
Evento 378
Actuacidn .

Oficio No. A W VI TZS 1

Como resultado del examen de forma, realizado con fundamento en el articulo 38 de
la Decisifn 486 de la Comisiém de la Comunidad Andina, articulo 27 del Tratado de
Cooperaciém en Materia de Patentes (PCT), reqgla 51 bis del Reglamento y Circular
Onica de la Superintendencia de Industria y Comercio, se le comunica que:

1. La policitud no contiene 1la coplia del documesnto en que consta la cesisn del
derecho a la patente del inventor al solicitante o a su causante. {(Art. 26-k)
Decisi&n 486.

En cumplimiento de lo dispuesto por el articulo 39 de la Declsiém 486, se le
requiers para que dentro del término de dos meses psiguientes a la fecha de
notificacién del presente oficio, complete los requisitos anteriormante enunciados.
En caso de no dar cumplimiento al presente requerimiento, la solicitud se
conaiderari abandonada y perderi su prelacién.

Notifigquese el presenta oficio conforme a lo dispueato el numeral 5.2, literal
e}, del capitulo quinto de Itulo primero de la Circular Unica No.1l0 de 2001.

El anteyigh raquerim:lento fuse notificado por fijacién lista de
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