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CAMPO DE LA INVENCION _
La presente invencibn se refiere a una formulacion farmacéutica que comprende

antiparasitaria de un extracto de dos especies vegetales de Salix babylonica y Leucaena
leucocephala y sus combinaciones de 1:1 asi como al método para obtencion de dichos

~extractos y sus fracciones de los compuestos quimicos. Se utilizo el GC-MS (cromatoégrafo

de gases acoplado a un espectrofotometro de masas) para la identificacion de los
compuestos quimicos en los extractos. Los compuestos quimicos identificados en S.
babylonica, L. leucocephala y sus combinaciones (1:1) fueron 9, 15 y 20 compuestos,

- respectivamente. Dicha formulacién se utiliza para el tratamiento, cura y prevencion de las

enfermedades parasitarias intestinales en el ganado ovino. Esta formulacion de la presente
invencién, brinda una solucion para el tratamiento de la enfermedad parasitaria en el ganado
ovino; ya que dicha formulacion comprende un extracto con una mayor concentracion de
compuestos activos que producen un mayor efecto antihelmintico en estos animales. Las
fracciones de los extractos vegetales presentan propiedades antihelminticas y son obtenidos
por un método breve y con volumen de elusion estandarizados que optimizan los
rendimientos utilizando el GC-MS. Adicionalmente, los extractos y sus fracciones, no
presentaron efectos toxicos en fase liquida, lo que representa una ventaja sobre los
farmacos y otros extractos vegetales. Dichas presentaciones farmaceuticas de los extractos
comprenden orales a los borregos vy, las cuales pueden'ser elaborados con tecnicas

- convencionales de manufactura farmaceutica.

ANTECEDENTES DE LA INVENCION

Las enfermedades parasitarias se encuentran entre las causas mas frecuentes e importantes
que ocasionan una ineficiencia bioldgica y econémica en los sistemas pecuarios de todo el
mundo. Tales problemas disminuyen sutil o apreciablemente la produccion de los animales
trayendo como 'consecuencia bajés utilidades a los productores, lo cual favorece el
desaliento y abandono de la actividad pecuaria (Cuéllar, O.J.A., Chavez, H.A., Fernandez,
M.S., Silva, M.R., Miranda, M.S. “Evaluacién de dos sistemas de manejo para el control de
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nematodos gastroentéricos de corderos en el tropico sub-humedo niemca T&n Lgﬁﬁ?
XVIII Congreso Panamericano de Ciencias Veterinarias (PANVET). La Habana, Cuba). Los

sistemas de produccién de pequefios rumiantes basados fundamentalnTeRtE e Ta atmzationr==~" =

de forrajes encuentran ‘en estas parasitosis una de las limitantes mas importantes para el

aprovechamiento eficiente de este recurso nutricional, con efectos sobre las ganancias de

peso, desarrollo corporal y el comportamiento reproductivo, e indirectos como Ila
subutilizacién del recurso forrajero, la predisposicion a enfermedades y las complicaciones
en el manejo, entre otras. Dentro de las enfermedades parasitarias las nematodosis
gastroi'ntestinales, en especial, es una enfermedad multietiolégica ocasionada por la accion
conjunta de varios generos y especies de parasitos, y _puéde considerarse como un complejo
parasitario, el cual afecta por igual a ovinos y caprinos. (P.E. Steffan. "Control de los
nematodos internos de los bovinos mediante el uso racional de antihelminticos”. Conferencia
Electronica. Red Latinoamericana de Helmintcilogia. INTA-FAQO. Argentina, 2000).

Los géneros mas importantes son: Haemonchus, Mecistocirrus, Ostertégia y
Trichostrongylus, en el abomaso; Cooperia, Trichostrongylus, Nematodirus, Bunostomum Y
Strongyloides, en el intestino delgado, y Oesophagostomum, Chabertia, Trichuris y
Agriostomum, en el intestino grueso (Benavides, 1996; Viliar, 1997). De estos nematodos,

" los géneros Haemonchus, Cooperia, Ostertagia, Trichostrongylus y Oesophagostomum son

considerados como los mas importantes desde el punto de vista patologico y epidemiologico,
en los rumiantes por encontrarse distribuidos en las mas diversas zonas geoecolégicas del
planeta, y son producidos por una amplia gama de especies, las cuales pueden variar segun
las regiones (C. Garcia-Romero, F. Valcarcel-Sancho, M. Cordero del Campillo, F.A. Rojo-
Vazquez. “Etiologia y epizootiologia de las infestaciones por t_riCoestrongilidos en bovinos en
Galicia”. Med. Vet. 1994; 11 (3):212-218). '

Durante muchos afios se han propuesto diversas formas de control y prevencion de estas
nematodosis, entre las que se encuentran los meétodos de manejo de pastizales y el pastoreo
alternativo y mixto entre diferentes especies (G. Aumont. “integrated control of
gastrointestinal nematodes in ruminants in the humid tropics”. Conferencia. Curso "Ruminant
production at grazing in the humid tropics”. EEPF “Indio Hatuey”. Matanzas, Cuba, 1998), la

 seleccion genética de animales resistentes al parasitismo, con una mayor utilizaciéon de las

razas autoctonas, la utilizacion de vacunas y los controles biolégicos (P. Mendoza de Gives.
“Control bioldgico o de nematodos parasitos de rumiantes utilizando enemigos naturales”.
En: Memorias, 2do. Curso Internacional “Epidemiologia y control Integrado de nematodos
gastrointestinales de importancia econdmica en pequefios rumiantes”. Eds. F.J., Torres &
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AJ., A_guilar. Yucatan, México. 2002; p. 82-86; P.J. Waller. “Global
nematode parasite control in ruminant livestock: the need to adopt alternatiyes to

O iy W B

' chemotherapy, with emphasis on biological control”. Animal Health Research Reviews. :

4(1): 35-43).

Dentro de estas nuevas estrategias de control parasitarias, se han comenzado a evaluar las

potencialidades de algunas sustancias presentes en los forrajes, denominadas como
factores antinutricionales, las cuales, segun los investigadores constituyen una excelente
alternativa para disminuir la carga parasitaria en pequefios rumiantes, parece ser una
realidad a corto plazo, ofreciendo una alternativa eficiente y segura en la reduccién de la
poblacion parasitaria. '

La alta incidencia de nematodos gastrointestinales en pequefos rumiantes, especiaimente
Haemonchus contortus y en menor escala otros, como Cooperia spp, Trichostrongylus
colubriformis, Oesophagostomum spp y Strongyloides papillosus, y la resistencia que los
mismos han generado a gran parte de los farmacos antiparasitarios, hacen necesaria la.

" busqueda de nuevas soluciones a este problema (L.l. Alvarez, M. L. Mottier, C.E. Lanusse.

“Drug transfer into target helminth parasites”. RENDS in Parasitology. 2007; 23: 97-104).
Existe evidencia que algunos factores antinutricionales tales como los taninos presentes en
las leguminosas en niveles rhedios contribuyen al control de parasitos gastrointestinales en
pequefios rumiantes, lo cual se traduce en un mejor desempefio productivo (V. Paolini, J.P.
Bergeaud, C. Grisez, F. Prevot, Ph. Dorchies, H. Hoste. "Effects of condensed tannins on
goats experimentally infected with Haemonchus contortus”. Veterinary Parasitology. 2003,
113:253). .

La utilizacién de agentes biol6gicos como los extractos arbustivos destinados a reducir
estados larvarios en rumiantes ha crecido considerablemente en los ultimos 5 afios, debido
al impacto obtenido. La investigacion sobre la utilizacion de extractos de plantas en la
alimentacién animal es reciente; especificamente en el efecto que tienen algunos

componentes de hojas de arbustos utilizados como forraje no se ha hecho practicamente

nada; lo mas semejante es un estudio que se realizd en Venezuela en corderos de razas
tropicales (R. Medina, A. Sanchez. “Efecto de la suplementacion con follaje de L.
leucocephala sobre la ganahcia de peso de ovinos desparasitados y no desparasitados
contra estrongilidos digestivos". Zootecnia Tropical, 2006; 24(1). 55-68), donde
alimentandolos con hojas de L. leucocephala se midid el comportamiento productivo en
téerminos de ganancia de peso en dos grupos, uno desparasitado contra estrongilidos y el




10

19

20

25

30

otro sin desparasitar; el resultado fue que el grupo sin despal_:asité'r"3T i COHSERANShd ',-r o
R et

‘h *  INDUSTRIAL
leucocephala gané mas peso con respecto al otro que no consumio L. leucocephala.

Se ha reportado que los animales que recibieron hojas de L. leucocepiratacome-cuplomiaRiQ mpem o

alimentario, mantuvieron cargas parasitarias menores de 500 huevos/g, en comparacion con
cargas progresivas de 800, 1000, 2.000 y 4.000 huevos/g en animales suplementados con
pasto Guinea y Brachiaria en el mismo lapso de cinco meses de duracién del ensayo (T.R.
Preston. 2004. “Estrategia nutricional de la cabra”. Memorias II Seminario Binacional
Caprino. San José de Cucuta. Colombia. 2004). Ademas se reporté que las plantas
arbustivas con niveles bajos de taninos Condensados disminuyen las infestaciones
parasitarias en los rumiantes, ademas contribuyen a mejorar el plano nutricional por su rol en

la proteccion de la proteina pasante a nivel de la degradacion ruminal (P.J. Waller.

“International approaches to the concept of integrated control of nematode parasites of
livestock”. International Journal for Parasitology, 29 (1999), 155164). En investigaciones
realizadas en Nueva Zelandia en la década de los 90, con ovinos, en condiciones de
ramoneo vs pastoreo, en sistemas con plantas que presentaban taninos condensados, se
alcanzé una disminucion significativa del parasitismo gastrointestinal en los animales (H.
Hoste. Importancia del Oxido de cobre, plantas taniferas y taninos condensados en el control
de nematodos gastrointestinales en pequefios rumiantes. En: Memorias, 2do. Curso
Internacional “Epidemiologia y control Integrado de nematodos gasftrointestinales de
importancia econémica en pequefios rumiantes”. Eds. F.J., Torres & A.J., Aguilar. Yucatan,
Mexico. 2002; p. 72-76). En cabras en pastoreos, han sido reportados donde se ha
observado un decrecimiento significativo del conteo fecal de huevo y la reduccion de las
afectaciones a nivel de la mucosa gaStrointestinaI, causadas por el género Haemonchus (J.

- D. Kabasa, J. Opuda-Asibo, U. ter Meulen. “The effect of oral administration of polyethylene

glycol on faecal helminth egg counts in pregnant goats grazed on browse containing
condensed tannins®. Tropical Animal Health and Production. 2000; 32: 73; V. Paolini, J.P.
Bergeaud, C. Grisez, F. Prevot, Ph. Dorchies, H. Hoste. “Effects of condensed tannins on
goats experimentally infected with Haemonchus contortus”. Veterinary Parasitology. 2003,
113: 253).

La fitomedicina es una actividad humana milenaria, desde hace mucho tiempo algunos
productores

marginados, muchas veces indigenas, han identificado plantas que mejoran la condicion y
estado de salud de sus animales (Alejandre, O.M.E., L6pez, V.L., Hernandez, F.A. "Plantas
de uso medicinal en ovinos en dos comunidades de Oaxaca’. Mem. Xlll Congreso Nacional
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de Produccion Ovina (AMTEQ). 2006, Toluca, México). Cabe meﬁmonar QUi ANiRkdS
principios activos actuales se han aislado o purificado de las plantas. No obstante lo anterior,

se crea la necesidad de generar trabajos cientificos para validar la dosis, su accion y efectos

adversos de los compuestos elaborados a partir de plantas sobre los animales. La mayoria
de los datos disponibles se refieren a trabajos in vitro, faltando conocer la biodisponibilidad
en animales parasitados. En general, los trabajos in vivo, los compuestos vegetales han
mostrado una baja eficacia y dificilmente igualan a los antihelminticos sinteticos disponibles

~(Githiori, J.B., Thamsborg, S.M., Athanasiadou, S. “Use of plants in novel approaches to

control of gastrointestinal nematodes in small ruminants”. Proc. Novel Approaches to the
Control of Helminths Parasites Livestock, 2005. Worm control or worm management. New
péradigms in integrated control. Merida, Yucatan, Mexico).

Trabajando especificamente con plantas taniferas (que poseen en su composicion taninos
condensados), se evaluaron los extractos que de cuatro plantas (Sarathammus scoparius,
genista; Calluna vulgaris, brezo; Pinus sylvestris, hojas de pino; Castanea sativa, frutas de
castaﬁa) que poseen polifenoles y taninos condensados, encontraron que los extractos de
pino, castafia y heather tenian un efecto (90%) sobre el desenvainamiento de L-3 de H.
contortus, en el caso de la genista solo se pudo retrasar, pero no suspender, el proceso d
desenvainamiento larval (Chauveau, S., Martinez, O.C., Frevot, F., Torres, A.F.J. “Effects of
extracts from 4 tanniferous plants on the in vitro exsheathment of third stage larvae of

~parasitic nematodes”. Proc. Novel Approaches to the Control of Helminths Parasites

Livestock, 2005. Worm control or worm management. New paradigms in integrated control.

- Merida, Yucatan, Mexico).

Una evaluacion interesante la efectuaron en corderos con una infeccion artificial con
nematodos gastroentéricos a quienes le ofrecieron un forraje (Sericea lespedeza) que

contiene taninos condensados. Encontraron una buena reduccion (>75%) en la eliminacion

de huevos, sin embargo, sélo durante el periodo de administracion del forraje (21 dias),

después hubo una elevacidon en la eliminacion de huevos. Ellos concluyen que este tipo de
forraje solo tiene un efecto sobre la fertilidad de los NGE (Lange, K.C., Ocott, D.D., Miller,
J.E.', Mosjidis, J.A., Terrill, T.H., Burke, J.M. “Effect of the condensed tannin containing
forage, sericea lespedeza, fed as hay, on natural and experimental challenge infection in
lambs”. Proc. Novel Approaches to the Control of Helminths Parasites Livestock, 2005. Worm
control or worm management: New paradigms in integrated control. Merida, Yucatan,

- México).
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En México, (Hernandez, H.A., Lopez, M.N. “Efecto del tratamiento con BRIGERS HE A
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medicinales (estafiate, epazote, semilla de calabaza, semilla de papaya y ajo) sobre

»

parasitos gastroentéricos en ovinos”. Tesis de licenciatura. 2000, U

- Tlaxcala, México) evaluaron el efecto de extractos de plantas medicinales (estafiate,

epazote, semilla de calabaza, semilla de papaya y ajo) para el tratamiento de nematodos
gastroentericos en ovinos en pastoreo, encontrando una accion antiparasitaria muy variable
y con eficacias de moderadas a bajas. Por su parte (Hounzangbe, A.M.S., Zinsou, E.,
Hounpke, V., Moutairrou, K., Hoste, H. “Anthemintic effects of three plants from South Benin
on infections of the gastrointestinal tract of sheep with parasitic nematodes”. Proc. Novel
Approaches to the Control of Helminths Parasites Livestock, 2005. Worm control or worm
management: New paradigms in integrated control. Merida, Yucatan, Mexico.), evaluando
diferentes esquemas de aplicacion de tres plantas (Zanthoxylum zanthoxyloides, fagara;
Newbouldia laveis; Carica papaya, semillas de papaya) en ovejas infectadas con NGE,
encontraron una reduccion importante en la eliminacion de huevos, siendo del 87% para las
que recibieron fagara y de 95% las tratadas con Newbouldia.

Sin embargo, la aplicaciobn de extractos de quebrachos (Acacia mearnsij) a corderos

infestados con Trichostrongylus colubriformis causé la reduccion de mas del 50% de la

excrecion de huevos (Athanasiadou S, | Kyriazakis, F Jackson, RL Coop. “Consequences of
long-term feeding with condensed tannins on sheep parasited with Trichostrongylus
colubriformis”. Int J Parasitol, 2000, 30; 1025-1033 ; Athanasiadou S, | Kyriazakis, F Jackson,
RL Coop. “Direct anthelmintic effects of condensed tannins towards different gastrointestinal
nematodes of sheep: in vitro and in vivo studies”. Vet Parasitol., 2001; 99, 205-219). En
Tanzania (R.A. Max, D. Wakelin, P.J. Buttery, A.E. Kimambo, A.A. Kassuku, L.A. Mtenga.
“Potential of controlling intestinal parasitic infections in small ruminants (sheep and goats)
with extracts of plants high in tannins”. Memorias. Taller “Responding to the Increasing
Global Demand for Animal Products”. 2002; Page 91, Universidad Autdbnoma de Yucatan.
Mérida. Meéxico), al utilizar este mismo extracto de quebracho en ovinos infestados con
Haemonchus contortus, 10 que demuestra la actividad antihelmintica de estos metabolitos

- secundarios sobre el parasitismo gastrointestinal. La ingestion de taninos condensados de

quebracho (50-60 g/kg) pOdria ser una alternativa a la utilizacién de farmacos
antineiminticos, debido a su capacidad para reducir el nimero de huevos fecales y controlar
el grado de parasitismo de los animales en larva 1.

Son escasos los trabajos donde se ha logrado caracterizar quimicamente los principios
activos de las plantas que tienen actividad terapéutica, sin embargo, se han identificado
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taninos. En algunos de esos compuestos se han encontrado fa“'ctores antifit¥tivhale

(Githiori, J.B., Thamsborg, S.M., Athanasiadou, S. “Use de plants in novel approaches to

» R P

control of gastrointestinal nematodes in small ruminants”. Proc. Novel Approaches to the
Control of Helminths Parasites Livestock, 2005. Worm control or worm management. New
paradigms in integrated control. Mérida, Yucatan, México).

Dentro la medicina tradicional en Queensland, Australia (F.C. Moreno, |.J. Gordon, A.D. '
Wright, M.A. Benvenutti, C.A. Saumell. “Efecto antihelmintico in vitro de extractos de plantas
sobre larvas infectantes de nematodos gastrointestinales de rumiantes®™ Arch. Med. Vet.
2010; 42, 55-163), se estudiaron la capacidad antiheimintica de élgunas especies de plantas
y se evaluaron el efecto in vitro de extractos de hojas de plantas en la migracion de larvas
infectantes (L3) de Haemonchus placei, Cooperia sp, Haemonchus contortus vy

- Trichostrongylus colubriformis. Los extractos de plantas reduj'eron la migracién de larvas de

H. placei y Cooperia sp. Las plantas con mayor actividad antihelmintica contra estas
especies de nematodos fueron Allocasuarina torulosa, Neolitsea dealbata, Acacia
holoéericea, Acacia salicina, Callitris endlicheri y Casuarina cunninghamiana. LLos extractos
fueron menos efectivos en inhibir la migracion de larvas de H. confortus y T. colubriformis.
Las plantas que mostraron una mayor inhibicion de la migracion larval contra estas especies
de nematodos fueron Callitris endlicheri, Casuarina cunninghamiana, Acacia farnesiana,
Acacia holosericea y Acacia nilotica.Callitris endlicheri fue la especie que mas
consistentemente inhibio la migracion de todas las especies de nematodos estudia'das. Estos
resultados /n vitro sugieren la existencia de propiedades antiheiminticas asociadas con
algunas de las especies de plantas evaluadas.

En contraste, a diferencia de la presente solicitud, se utilizaron los extractos de hojas
arbustivas, ademas se monitorearon las pobilaciones parasitarias durante un periodo de 60

"dias en ovinos; resultando disminuida y estadisticamente diferente la poblacion de

estrongiloides y otras 8 especies parasitarias en corderos de pelo que consumieron extractos
de hojas de S. babylonica y L. leucocephala asi como sus combinaciones (1:1), con respecto
a los que no las consumieron; el mismo resultado se encontré en el comportamiento
productivo. _

Asi, en ninguno de dichos estudios o en la busqueda de antecedentes tecnologicos
solicitada ante el Instituto Mexicano de la Propiedad Industrial se hace referencia a los
posibles compuestos quimicos (Tablas 1, 2 y 3) de los extractos y fracciones que son
herramientas valiosas en el establecimiento de la efectividad y control de calidad de los
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fitomedicamentos. De esta manera, en {a presenta invencioén, los eﬂracgn Em
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de S. babylonica y L. leucocephala surgen como un producto que presenta veﬁfé‘]’é?‘éobre

los ya existentes en el estado de la técnica, debido a su utilizaciéq,_gg_:_gl_ fratamiento de . one

enfermedad parasitaria sin efectos toxicos en una administracion oral a los ovinos.

Adicionalmente, la presente invencibn también se refiere a la preparacion de una
composicion farmacéutica que comprende dichos extractos, o bien las fracciones de S.
babylonica y L. leucocephala con actividad desparasitaria en un tiempo breve en relacion
con los fraccionamientos habituales de laboratorio donde se utiliza el GC-MS (cromatografia
de gases acoplado a un espectrofotometro de masas, equipo Saturno 2100T marca Varian,

- con una columna de gas de acarreo de helio, 1 mi/min. Volumen de inyeccion 1 ylL) y, aun

mas un método de elusion que permite optimizar los rendimientos de dichas fracciones. Los
extractos, objeto en la presente invencidn, se encuentran estandarizados en sus contenidos
del principio y adicionaimente son obtenidos mediante una mezcla de disolventes organicos
de baja polaridad (acetona, metanol y hexano en una proporcion igual). Los extractos de S.
babylonica y L. leucocephala objetos de la presente invencion, son extractos liquidos que se
preparan de ese manera para obtener una apariencia aceptada para los animales.

NO obstante, como ventajas de la presente invencion, se refiere una composicion
farmaceutica elaborada a partir de unos extractos liquidos que involucran un medicamento
herbolario, y por lo tanto, son medicamentos de naturaleza completamente distinta. Aun
mas, en el | aspecto econdmico, la composicion farmacéutica elaborada a base de

compuestos puros presenta otra ventaja, dado que involucra un proceso de purificacion

. exhaustiva

BREVE DESCRIPCION DE LAS FIGURAS

o En la Figura 1 se observa el perfil cromatografico del extracto de S. babylonica
objeto de la invencion. Se muestran los tiempos de retencion asi como el area bajo cada
curva de los compuestos presentes. .

En la Figura 2 se observa el pérfil cromatografico del extracto de L. leucocephala
objeto de la invencion. Se muestran los tiempos de retencion asi como el area bajo cada
curva de los compuestos presentes.

' En la Figura 3 se observa el perfil cromatogréfico del extracto de fa combinacion
(1:1) de S. babylonica y L. leucocephala objeto de la invencion. Se muestran los tiempos de
retencion asi como el area bajo cada curva de los compuestos presentes.
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En la Figura 4 se observan los espectros de masas (MS) del tntetracontaWB”é?i“'éi

extracto de S. babylonica. Se muestran los tiempos de retencién de estg compuesto en la
figura. Se muestra los tiempos de retencion de este compuesto en la figura.
En la Figura 5 se observa los espectros de masas (MS) del acido hexadecanoico,

metil-ester (acido palmitico, metil ester) en el extracto de S. babylonica. Se muestran los

 tiempos de retencion de este compuesto en la figura.

En la Figura 6 se observan los espectros de masas (MS) del acido octadecanoico en
el extracto de S. babylonica. Se muestran los tiempos de retencion de este compuesto.

En la Figura 7 se observna los espectros de masas (MS) del 1,3-dioxano, 4-
(hexadeci-loxi)-Z-pentadecil en el extracto de S. babylonica

En la Figura 8 se observan los espectros de masas (MS) del Fitol (3, 7, 11, 15-
tetrametil-2-hexadequen-1-0l) en el extracto de S. babylonica.

En la Figura 9 se observan los espectros de masas (MS) del (H)-Benzofuranona 5,
6, 7, 7a-tetrahidro-4, 4, 7 a-trimetil (dihidroactinidiolida) en el extracto de L. leucocephala. Se
muestran los tiempos de retencion de este compuesto.

Enla Figura 10 se observan los espectros de masas (MS) del acido pentadecanoico
en el extracto de L. leucocephala. Se muestran los tiempos de retencion de este compuesto.

En la Figura 11 se observan los espectros de masas (MS) del 6, 10, 14-trimetil 2-

" pentadecanona en el extracto de L. leucocephala. Se muestran los tiempos de retencion de

este compues_to.

En la Figura 12 se observan los espectros de masas (MS) del dietil-ftalato (acido 1,
2-Benzen-dicarboxilico) en el extracto de L. leucocephala. Se muestran los tiempos de
retencion de este compuesto.

Enla Figura 13 se observan los espectros de masas (MS) del 3, 7, 11, 15-tetrametil-
2-hexadequen-1-ol (Fitol) en el extracto de L. leucocephala. Se muestran los tiempos de
retencion de este compuesto.

En la Figura 14 se observan los espectros de masas (MS) del 1-nonadecanol en el
extracto de L. leucocephala. Se muestran los tiempos de retencion de este compuesto.

En la Figura 15 se observan los espectros de masas (MS) del acido 9, 12-
octadecadienoico- metil ester como compuesto identificado en la mezcla de los extractos de

- S. babylonica y L. leucocephala. Se muestran los tiempos de retencion de este compuesto.

En la Figura 16 se observan los espectros de masas (MS) del acido 9, 12, 15-
Octadecatrienoico- etil ester (Z,Z,Z) como compuesto identificado en la mezcla de los

SRl ryvpiiven
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En la Figura 17 se observa la estructura quimica del acido hexacontanoico como

compuesto identificado en la mezcla de los extractos de S. babylonica y L. leucocephala.
En la Figura 18 se observan los espectros de masas (MS) del acido 9, 12, 15-

| P , #
| I MPI e
extractos de S. babylonica y L. leucocephala. Se muestran los tiempos e f cidn b ¢ M )

octadecatrienoico-etil ester, (Z,Z,Z), como compuesto identificado en la mezcla de los
extractos de S. babylonica y L. leucocephala. Se muestran los tiempos de retencion de este
compuesto.

En la Figura 19 se observa la estructura quimica del acido 5, 8, 11, 14, 17-
eicosapentaenoico, metil ester como compuesto identificado en la mezcla de los extractos de
S. babylonica y L. leucocephala.

En la Figura 20 se observan los espectros de masas (MS) del acido octadecanoico
16-dimetil ester como compuesto identificado en la mezcla de los extractos de S. babylonica
y L. leucocephala. Se muestran los tiempos de retencion de este compuesto.

En la Figura 21 se muestra la estimacion de la porcentaje de reduccion en el conteo
de parasitos (PRCP) de Haemonchus sp después de 20 dias (P1), 40 dias (P2) y 60 dias
(P3) de la administracion oral de los extractos de S. babylonica (SB), L. leucocephala (LL)y
la mezcla de los dos extractos (SBLL, 1:1, v/v) en comparacion con el grupo control (O
extracto) en ovinos. Se muestra la PRCP de esta especies de parasitos con los tratamientos
de extractos (SB, LL o0 SBLL) con la dosis de 30 ml/animal/dia de extractos.

En la Figura 22 se muestra la estimacion de la porcentaje de reduccion en el conteo
de parasitos (PRCP) de Ostertagia sp después de 20 dias (P1), 40 dias (P2) y 60 dias (P3)
dé la administracion oral de los extractos de S. babylonioa (SB), L. leucocephala (LL) y la

mezcla de los dos extractos (SBLL, 1:1, viv) en comparacion con el grupo control (O extracto)

en ovinos. Se muestra la PRCP de esta especies de parasitos con los tratameintos de
extractos (SB, LL 0 SBLL) con la dosis de 30 ml/animal/ dia de extractos.
En la Figura 23 se muestra la estimacion de la porcentaje de reduccion en el conteo

de parasitos (PRCP) de Oesophagostomum spp después de 20 dias (P1), 40 dias (P2) y 60

dias (P3) de la administracion oral de los extractos de S. babylonica (SB), L. leucocephala
(LL) y la mezcla de los dos extractos (SBLL, 1:1, v/v) en comparacion con el grupo control (0
extracto) en ovinos. Se muestra la PRCP de esta especies de parasitos con los tratameintos
de extractos (SB, LL o SBLL) con la dosis de 30 mi/animal/dia de extractos.

En la Figura 24 se muestra la estimacion de la porcentaje de reduccion en el conteo
de parasitos (PRCP) de Cooperia sp despues de 20 dias (P1), 40 dias (P2) y 60 dias (P3) de
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la adminstracion oral de los extractos de S. babylonica (SB), L. Ieudocephala Tme ,.4,._; &G

de los dos extractos (SBLL, 1:1, v/v) en comparacion con el grupgmgonggL(O extracto) en
ovinos. Se muestra la PRCP de esta especie de parasitos con los tratamlento;gem 0S
(SB, LL o0 SBLL) con la dosis de 30 ml/animal/dia de extractos.

' En la Figura 25 se muestra la estimacion de la porcentaje de reduccion en el conteo
de parasitos (PRCP) de Bonostomum sp después'ZO dias (P1), 40 dias (P2) y 60 dias (P3)
de Ila 'administracién oral de los extractos de S. babyloriica (SB), L. leucocephala (LL) y la
mezcla de los dos extractos (SBLL, 1:1, v/iv) en comparacién con el grupo control (0 extracto)
en ovinos. Se muestra la PRCP de esta especie de parasitos con los tratamientos de
extractos (SB, LL o SBLL) con la dosis de 30 mlfanimalidia de extractos.

En la Figura 26 se muestra la estimacion de la porcentaje de reduccion en el conteo

de parasitos (PRCP) de Nematodirus battus después de 20 dias (P1), 40 dias (P2) y 60 dias

(P3) de la administracion oral de los extractos de S. babylonica (SB), L. leucocephala (LL) y
la mezcla de los dos extractos (SBLL, 1:1, v/v) en comparacion con el grupo control (0

~extracto) en ovinos. Se muestra la PRCP de esta especies de parasitos con los tratamientos
‘de extractos (SB, L.L 0 SBLL) con la dosis de 30 ml/animal/ dia de extractos.

En la Figura 27 se muestra la estimacion de la porcentaje de reduccién en el conteo
de parasitos (PRCP) de Chaberita sp despuées de 20 dias (P1), 40 dias (P2) y 60 dias (P3)
de la administracion oral de los extractos de S. babylonica (SB), L. leucocephala (LL) vy la
mezcla de los dos extractos (SBLL, 1:1, v/v) en comparacién con el grupo control (O extracto)
en ovinos. Se muestra la PRCP de esta especie de parasitos con los tratameintos de
extractos (SB, LL o SBLL), con la dosis de 30 ml/animal/dia de extractos.

En la Figura 28 se muestra la estimacion de la porcentaje de reduccion en el conteo

- de parasitos (PRCP) de Strongiloides papillosus después de 20 dias (P1), 40 diaa (P2) y 60

dias (P3) de la adminstracion oral de los extractos de S. babylonica (SB), L. leucocephala
(LL) y la mezcla de los dos extractos (SBLL, 1:1, v/v) en comparacion con el grupo control (0
extracto) en ovinos. Se muestra la PRCP de esta especie de parasitos con los tratamientos
de extractos (SB, LL o SBLL) con la dosis de 30 ml/animal/dia de extractos.

En la Figura 29 se muestra la estimacion de la porcentaje de reduccioén en el conteo
de parasitos (PRCP) de Nematodirus spathiger, despuées de 20 dias (P1), 40 dias (P2) y 60
dias (P3) de la administracion oral de los extractos de S. babylonica (SB), L. leucocephala
(LL) y la mezcla de los dos extractos (SBLL, 1:1, v/v), en comparacion con el grupo control (0
extracto) en ovinos. Se muestra la PRCP de esta especies de parasitos con los tratamientos
de extractos (SB, LL o SBLL) con la dosis de 30 ml/animal/dia de extractos.
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En la Figura 30 se muestra el impacto positivo de los extractos de S: "‘H&EECa

(SB), L. leucocephala (LL) y la mezcla de los dos extractos (SBLL, 1:1, v/v) en comparacion

Dl A g % o S e Ty Il e S ar T el

con el grupo de control (0 extracto) sobre la estimacion de la reduccién de la carga
parasitaria (valores promedio, %) en ovinos.

DESCRIPCION DETALLADA DE LA INVENCION
L os detalles caracteristicos de esta formulacién farmacéutica indicada para el tratamiento de
la informidad parasitaria en ovinos, se muestran en la siguiente descripcion y en los ejemplos

. que se acompafian, asi como la preparacion de los extractos de la especie vegetal utilizada,

en la forma farmacéutica de dosificacion, siguiendo los mismos signos de referencia para
indicar los procedimientos y los ejemplos mostrados.

La forma farmacéutica acorde con la formulacién farmacéutica objeto de la presente
invencién, esta particularmente disponible para administracién oral. Las formas de
dosificacién acorde a la formulacion farmacéutica objeto de la presente invencién, pueden
ser elaboradas con teécnicas y meétodos de fabricacién convencionales, entre las que
podemos mencionar. '

La colecta de las hojas de S. babylonica y L. leucocephala puede llevarse a cabo entre los
meses de agosto y septiembre. Una vez que la planta haya presentado al menos un ciclo de
ﬂorabién y fructificacion. Las hojas colectadas se secan en oscuridad a una temperatura de
28°C a 35°C, manteniendo una humedad relativa de 15% a 20%, con un tiempo de secado

entre 10 a 15 dias. Los materiales végetales secos se cubren con 8 litros por cada kg de

material vegetal con disolvente organico de (etanol, metanol y agua), a una temperatura
entre 25°C a 30°C para ser reposado durante 72 horas. El disolvente se recupera
manualmente en bafio maria en un intervalo de 35°C a 40°C para una hora y posteriormente
se filtrd y se guardé el extracto en refrigeracion a una temperatura de 3°C a 4°C hasta que
se utilizé oral para el tratamiento de los corderos.

Las composiciones farmacéuticas de la presente invencidbn comprenden los extractos de S.

‘babylonica, L. leucocephala o la mezcla de los dos (1:1) con actividades antiparasitarias y

esta particularmente disponible para administracién oral de 30 mi de extracto/animal/dia. S
utilizaron 16 cordefos, en 4 tratamientos con 4 corderos por tratamiento, en 3 periodos
experimentales con una duracién de 20 dias por tfatamiento, dando un total de 60 dias del
tratamiento con los extractos.

En los siguientes ejemplos se presenta el proceso de obtencion del material vegetal,
" preparacion del extracto, fracciones de S. babylonica, L. leucocephala o la mezcla de los dos



10

15

20

25

30

13 mﬁ-h—ll:".* Py Sy o e S R

E!ﬁ ..

ITUTD MEXICAN % '. o
(1:1) empleados en las composiciones farmacéuticas y evaluacion de*los 'g:{ camﬁr% |

1‘\-'

carga parasitaria en los corderos.
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EJEMPLO No. 1
" Obtencién de los materiales ve njetales de Salix babyvlonica v Leucaena leucocephala

El material vegetal referido en esta invencion se obtuvo a partir de las hojas de_S. babylonica
y L. leucocephala, la mayoria recolectadas en la zona sur del Estado de México y parte norte
del Estado de México (Toluca), las cuales no recibieron ninguna fertilizacién en la temporada
de la recoleccion (de noviembre 2009 hasta enero 2010). Posteriormente se secaron en la
sombra a una temperatura de 25°C a 30°C en oscuridad, manteniendo una humedad relativa
de 15% a 20%, el tiempo de secados es de 15 0 20 dias en un area ventilada y se voltearon
constantemente para evitar pudricién. Posteriormente se molieron con molino de martillos
alcanzando un tamano de particula de 0.3 00.5cm y se envasaron en costales de plastico
con su identificacion correspondiente hasta el momento de elaboracion el extracto. '

- EJEMPLO No. 2

Preparacion de los extractos liquidos de Salix babylonica, L eucaena leucocephala

La preparacion del extracto liquido de S. babylonica y L. leucocephala, objeto de la
iInvencion, comprende las etapas:
a) - Secado del material vegetal.

b) - Molienda.
c) - Desorcion y evaporacion de disolventes hasta tener el producto liquido.

A continuacion se describe cada una de las etapas del método de preparacion

a) - Secado del material vegetal

~Las hojas de S. babylonica y L. leucocephala, secan en oscuridad a una temperatura de

20°C a 35°C, manteniendo una humedad relativa de 15% a 20%, el tiempo de secados es de
15 0 20 dias en una area ventilada.

'b)- Molienda

El material vegetal de S. babylonica y L. leucocephala se tritura en un molino de martillos
alcanzando un tamafio de particula de 0.3-0.5 cm.
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- ¢) - Desorcion y evaporacion de disolventes hasta tener el producto liquidd  #STITUTO MEXICANO

Dz LA PKOFIEDAD
.. en un tanque de plastico (garrafon) de 20 litros se introducen de 2 a 3 kg de 'material

vegetal triturado de S. babylonica y L. leucocephala (tamafio de pacdiculac.malla 03 a . .

0.5 cm), y se cubre el material vegetal con 7 a 8 litros por cada kg de material vegetal,
preferentemente 7.5 litros por kg con una mezcla de disolventes etanol: metanol: agua
destilada en una proporcién que va de 100 a 40% de etanol: 40% de metanol: 20% de
agua destilada, a una temperatura entre 20°C y 35°C, preferentemente 30°C por 72
horas.

ii. Despues del reposo 30°C por 72 horas, la mezcla del extracto con disolventes se
calentéo a bafno maria a una temperatura de 30° a 35°C durante un 1h para facilitar la
filtracion, y se filtr6 con 4-5 etapas de gasas. La mezcla de disolventes se evapora bajo
la campana por dejar el extracto bajo la campana 24 horas antes de administrario a los
animales. El extracto se guardo en refrigeracion a una temperatura de 3°a 4°C hasta
que se utilizé. La mezcla de disolventes recuperados se utiliza nuevamente para repetir
la desorcion del material vegetal. La operacion se realiza por 3 veces. El material
vegetal descerado resultante se coloca disperso sobre el papel absorbente para
permitir por evaporacion, la eliminacion de los restos de la mezcla de disolventes que

utilizé en la desorcién.

EJEMPLO No. 3
Caracterizacion fitoguimica de los extractos de Salix babvionica Leucaena

leucocephala

La separacion fue lograda por columna capilar, RTX 5 MS (5% de fenil-metil-polisiloxano) (30
ml de largo, y 0,25 mm diametro interno, 0,25 um espesor cinematografico). La temperatura

~ de la columna fue mantenida en 50°C por 6 min y programado a 300°C a razén de 5°C/min.

La tasa del flujo de helio (el gas de portador) fue 1 mli/min en el partido 20 mi/min de 0 a
0,01. Una aliquota (1 yL) de solvente que contiene el extracto de cada uno de S. babylonica
y L. leucocephala, la mezcla fueron inyectados en la columna de GC con un calentador de
inyector en 300°C causa que las sustancias quimicas puedan liegar a ser gases. La MS fue
operada (full scan—mode) en la ionizacion de impacto de electron (El-modo) en 70 voltios de
electron (eV). La temperatura de la fuente del ion fue 230°C. La MS fue escudrifiada de 40 a
650 m/z con dos ritmos por segundo. Un integrador automaticamente caiculado alcanza el
maximo areas.
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Para la caracterizaciéon fitoquimica del extracto liquido de S. babylonica y L. leucocepta

objeto de la invencién con la cuantificacion de los principios activos o compuestos quimicos,
. **mMm‘

se ha disefiado un protocolo especifico de cromatografia de gases aqoplado a un
espectrofotometro de masas marca Varian Saturn 2100T 3900 GC/MS. La separacion y

caracterizacion de la fitoquimica de los extractos fue lograda por una columna capilar, RTX 5
MS (5% de fenil-metil- polisiloxano) (30 ml de largo, y 0,25 mm diametro interno, 0,25 pm
espesor cinematdgréfico). La temperatura de la columna fue mantenida en 50°C por 6 min y
programado a 300°C a razén de 5°C/min. La tasa del flujo de helio fue 1 mi/min en el partido _
20' mi/min de 0 a 0,01. Para la determinacion de a concentracion de compuestos activos se

- utiliza la referencia del espectro de masas (MS) para determinar e identificar los compuestos
én el laboratorio de la Facultad de Quimica de la Universidad Autonoma del Estado de
Mexico, y cuya identidad fue corroborada por cooperacion con los datos espectroscopios
reportados. La MS fue operada (full scan—mode) en la ionizacion de impacto de electron (El-
modo) en 70 voltios de electron (eV). La temperatura de la fuente del ion fue 230°C. La MS
fue escudrifada de 40 a 650 m/z con dos ritmos por segundo. Un integrador
automaticamente calculado alcanza el maximo de areas. El extracto objeto (1 plL) de la
invencion de solvente que contiene el extracto de cada uno de L. leucocephala, S.
babylonica y la mezcla fueron inyectados en la columna de GC con la calentadora de
inyector en 300°C causar que las sustancias quimicas a llegar a ser gases. Cada muestra
se corre por triplicado. El perfil cromatografico es analizado en un intervalo de longitudes de
onda entre 200 y 400 mm, fijado la lectura a 220 mm. la curva de calibracion se obtiene por

~medicion del area bajo la curva (R2>0.98) del compuesto respectivo , acorde con los
sngunentes valores mostrados en las fi iguras 1, 2 y 3 asi como las tablas 1, 2 y 3. Dichas
muestras fueron analizadas por tripilicado y provenientes de tres extractos independientes.
Finalmente, el extracto objeto de la invencion tiene una concentracién de compuestos
quimico_s identificados y presentados en las siguientes tablas 1, 2 y 3.

Tabla 1. Compuestos quimicos identificados en el extracto de las hojas de L. leucocephala
_ por el analisis de GC-MS.

Tiempo de retencion Area
- _ a Formula o
Compuesto (min) PM _ (%)
- quimica
' Determinado Autentico
12.570 12.739 180.24 C41H460, 23.09

2(4H)-benzofuranona, 5.6,7,7a-
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tetrahidro-4,4, 7a-trimetil-, (r)- INDUSTRIAL
Dietil ftalato (Acido 1,2- 13.307 13.307 22224 CuallaQy 1013
benzenedicarboxilico) '
1-Nonadecano . 14.261 14.261 268 CioHao 1.36
3,7,11,15-tetrametil-2-hexadecen-1- 15.650 15650 296.53 CygHiO  1.91
ol (fitol) '
6,10,14-trimetil 2-pentadecanono 15.736 15,736 268.47 Cqi.aH3sO 4.17
Acido Pentadecanoico, 14-dimetil- 16.270 16.489  270.1 Cy7H340, 8.20

ester

? Peso molecular del compuesto (g/mol).
° Concentracién sobre el area total de cada curva (peak) identificado.

Tabla 2. Compuestos quimicos identificados en el extracto de las hojas de S. babylonica por
el analisis de GC-MS

Tiempo de retencion _ ~ Area

Compuesto (min) PM Form.ula (%)b
- quimica
Determinado Auténtico
2-hidroxi-6-methil- benzaldehido ~ 7.730 7.788  136.15 CgHgO, 0.994
2-Metoxi-4-vinil-fenol 9.752 9.752 150  CgHyO, 0.36
Butilato de hidroxi-tolueno 12.327 12.327 2202 CisHpO 0.66
Hexatricontano 13.193 13.193 506.97 CagH74 0.77
Nonadecano 14.257 14266  268.52 CioH4o 1.168
AcidoTridecanoico, 1,2-dimetil-ester 14.464 14547 242.39 CysH300, 0.67
3,7,11,15-tetrametil-2-hexadecen-1- 15.689 15645 296.53 C,H40 9.72
ol (Fitol)
Acido Hexadecanoico, metil ester 16.452 16.452 270.45 CyHsO, 14.97
- (4cido palmitico, metil ester) |

Acido 9-octadecenoico, 1,2,3- 17.980 17.985 88543 Cs/H10sOs 11.05 ’
propanetril ester, (E,E,E)- ,
Acido Octadecanoico, metil ester 18.167 18.170 296.49 CigH3O, 1.68
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1,3-dioxano, 4-(hexadeciloxi)-2- 18.716 18.722 517 ° CasHiaQuecidRids Yoo wetad
pentadecil
" Tritetracontano 19.488 19487 605.15  CusHgs  15.21
1-pentacontanol 21.625 21.625 719.34 CgoH1020 0.97

® Peso molecular del compuesto (g/mol).
® Concentracion basa sobre el area total de cada curva (peak) identificado.

Tabla 3. Compuestos quimicos identificados en la mezcla de los extractos de L.
leucocephala and S. babylonica por el analisis de GC-MS

Octadecatrienoico, etil ester
(Z,2,2)

Tiempo de retencion Area
. a Formula ,
Compuesto (min) PM o (%)
- Determinado Autentico A
“Acido 9-Oxononanoico, metil  11.293  11.299  186.24  CyoHigOs  0.77
ester . . '
Acido 7,10-Hexadecadienoico, 12.715 12.707  266.41  CyH30, 0.307
metil ester _ '
Biciclo[10.1.0]tridec-1-ene 13.049 13.049 178 CisHa2; 0.139
Dietil ftalato 13.281  13.290 222.24  CyH14O,  0.88
3,7.11, 15-Tetrametil-2- 15.647 15.647 296.53 CooHaoO 0.98
hexadecen-1-0l
6,10,14-Trimetil, 2- 15.723 - 156.723 268.47 C1sH360 0.46
pentadecanona
Acido 9-Hexadecenoico, metil 16.279 16.279 26843  Cq47H3s0, 0.29
ester
Acido Hexadecanoico, metil 16.443 16.452 270.2 Ci7/Hx O, 9.017
~ester '
Dibutil ftalato 16.892 16.892  278.34  CyeH»Os 0.403
Acido 9,12-Octadecadienoico, 17.941 17.936 294.47 CioH3sO,  11.24
metil ester
Acido 9,12,15- 18.007 18.007  306.48  CyHwuO, 29.40
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Acido Octadecanoico, 16-
dimetil ester
Acido 5,8,11,14,17-
Eicosapentaenoico, metil ester
. Acido Nonanoico, 9-(o-
propilfenil), metil ester
Acido Oxaciclotetradeca-4,11-
diino
Triciclo[7,4,0,0(3,8)]tridec-12-
en-2-ona, 5,6-epoxi-4-metil-1-
(2-propinil)
- 2-Pentadecil-4-(hexadeciloxi)-
1,3-dioxano
Acido Hexacontanoico
Tritetracontano

18.165

18.379

18.427

18.490

18.578

18.720

20.238
20.943

2 Peso molecular del compuesto (g/mol).

18

18.165
18.348

18.427
18.490

18.578

18.664

20.238

20944

312.53;

330.50 _

290.2

190

256.33

538

874
605.15

CpoHayO,  2.03

e .
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CioH300;  0.504
C13H180  0.094
CitH20,  0.905
CasHrnOs  12.867
CeoH1220;  2.09
3.20

CasHss

" Concentracion sobre el area total de cada curva (peak) identificado.

EJEMPLO No. 4

Evaluacion de los extractos de Salix babylonica, Leucaena leucocephala para tratar

enfermedades parasitarias en el ganado ovino

i. Animales y los tratamientos
En esta invencion se utilizaron 16 corderos, con un peso promedio de 24.5 kg de peso vivo y

edad de 4 a 5 meses. Los cuales se utilizando 4 tratamientos con 4 corderos (raza de

KatahdinxPelibuey) por tratamiento, en 3 periodos experimentales con una duracion de 20
dias/periodo, dando un total de 60 dias (20 dias (Periodo1), 40 dias (Periodo 2) y 60 dias
(Periodo 3) del tratamiento con los extractos. La descripcion de los tratamientos y el nimero

de los corderos utilizados son en la tabla 4.

e S 'l.-".i- %+ >
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Tabla 4. Descripcién de los tratamientos y el nimero de los corderos en cada grupo
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experimental.
Tratamiento No. de ~ Descripcién
corderos
Control 4 corderos Dieta base (maiz, sorgo, pasta de soya y harina de
' ' pescado con sus respectivas premezclas de

vitaminas y minerales)

S. babylonica 4 corderos Dieta base + Extracto de S. babylonica (30
ml/dia/animal)

L. leucocephala 4 corderos Dieta base + Extracto de L. Ieucocephaia'- (30
ml/dia/animal)

S. babylonica + 4 corderos Dieta base + Extracto de S. babylonica (15 ml/dia) +

‘L. leucocephala L. leucocephala (15 mil/dia/animal) = 30

mi/dia/animal

wnllianll

La toma de las muestras de heces para la evaluacion de los extractos fue en tres periodos
experimentales después 20 dias (Periodo 1), 40 dias (Periodo 2) y 60 dias (Periodo 3) tras la
administracion oral de los extractos a los corderos.

ii. Recoleccion y analisis de muestras de heces

L.a recoleccion de muestras se realizé en las mafanas, se recolectaron las muestras de
heces una hora antes de la alimentacion (a las 7:00 horas) se recolectaron muestras de
manera individual, de cada animal dentro cada tratamiento, de heces directamente de la
ampolla rectal con la ayuda de guantes de latex esterilizados, se utilizaron bolsas plasticas
esterilizadas previamente identificadas con el numero de cada animal, y se trasladaron
inmediatamente al laboratorio. En el laboratorio las muestras fueron preparadas con la
técnica de flotacion para el examen parasicologico utilizando una solucion sobresaturada de
nitrato de sodio. Posteriormente se cuantifico e identifico la presencia de posibles nematodos
- gastrointestinales por gramos de heces y posteriormente se determino la accion de los
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parasitologico.

jil. Examen parasitologico

Se utilizd una técnica de flotacion por nitrato de sodio para el examen parasitologico de las
muestras de heces colectadas en ovinos. En las heces pueden aparecer elementos no
fecales como moco o restos de tejido conjuntivo. La presencia de mucus es indicio de
irritacion compatible con la existencia de un parasitismo, la de tejido conjuntivo, en cambio,
pu'edes revelar una deficiencia digestiva independiente de la presencia 0 no de parasitos
intestinales. De cada una de las diferentes partes, si se trata de unas heces heterogeneas en
su consistencia: duras, blandas, liguidas, mucosanguinolentas, etc. deberan separarse

pequenas fracciones para realizar con ellas un examen microscopico, siguiendo las pautas

que mas adelante se indican.
La investigacion de parasitos o seudoparasitos macroscopicamente visibles en heces,
implica la necesidad de diluir la totalidad de la muestra recibida en suficiente cantidad de

~agua o solucion salina fisioloégica. Se preparo en un vaso de cristal de 1 L de volumen una

solucion sobresaturada salina fisioldgica del nitrato de sodio, para ello se agregé un exceso
de la solucién de nitrato de sodio en agua destilada. Dos gramos de heces frescas,
iInmediatamente colectadas de los ovinos, fueron mezcladas con 20 mL de la solucion
sobresaturada de nitrato de sodio, en un mortero, se cold la suspension de heces despues y
con ayuda de un colador metalico de malla fina (1 mm), se lieno completamente un tubo de
ensayo y otro tubo de ensayo de lados paralelos hasta que el liquido alcanzo el borde, se
tapd mediante un cubre objetos. La dilucién de la masa fécal puede realizarse a mano, en un
mortero adecuado, o mejor, con un agitador mecanico. Lo importante es realizar la
incorporacion del diluyente muy lentamente, sobre todo al principio, para conseguir una
suspension fecal con aspecto de liquido turbio. Esta suspension se deja reposar media hora
y despues se decanta el sobrenadante;, seguidamente se afiade un nuevo volumen de
diluyente y tras agitar y dejar repasar se decanta de nuevo. Estas operaciones se repiten

hasta que el sobrenadante quede claro. Posteriormente, el sedimento se pasara en alicuotas

a un recipiente, cristalizador, de gran superficie y pequefia altura. El liquido debid estar en
contacto con el cubreobjetos, se dejo el tubo en posicion vertical por espacio de 10 minutos,
se quito el cubreobjetos mediante unas pinzas pequefas y se coloco, con la parte humeda
hacia abajo sobre un portaobjetos y se procedio al examen microscopico directo. Cada
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y oscuro alternativamente, operacion que se continuara hasta haber observado la totalidad |
de la suspension fecal. Con este procedimiento se pueden detectar aduitos y larvas de

nematodos, aduiltos de trematodos y cestodos y larvas de moscas que por su tamafno son
directamente visibles. La diferenciacion primaria entre estos grupos de parasitos y
seudoparasitos macroscépicos puede establecerse de acuerdo con una serie de
caracteristicas morfoldgicas. ,

Para el conteo y la identificacion de los parasitos, se utilizd un microscopio electronico
conectado con una computadora (Lap Top) para contar e identificar las especies parasitarias
en las muestras de heces previamente colectadas de los ovinos en el experimento. Su
mecanismo de accion se bas6 en mezclar las heces con una solucion de diferente densidad
a la de los elementos parasitarios, de tal forma que si la densidad del liquido reactivo es
menor y estos se depositan en el fondo; por el contrario, si es mayor, flotaran en su

- superficie. Las especies parasitarias que fueron identificadas son: Haemonchus sp;

Ostertagia sp; Oesophagostomum spp, Cooperia sp; Bonostomum sp, Nematodirus battus;
Chaberita sp; Strongiloides papillosus; Nematodirus spathiger. Las variables analizadas
demostraron la disminucion de parasitos por gramo de heces (frecuencia de parasitos en el
tracto gastrointestinal) y se muestran los resultados en las figuras 21 a 30.
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REIVINDICACIONES

- Habiendo descrito de manera suficiente y clara mi invencion, considero como una novedad y
5 por lo tanto reclamo como de mi exclusiva propiedad, o contenido en las siguient s
clausuias:

1. Mezcla antiparasitaria con efecto sinérgico caracterizada porque comprende un
extracto 1:1 (v/v) de S. babylonica y un extracto de L. feucocephala.
10 '
2. Mezcla antiparasitaria de conformidad con la reivindicacion 1, caracterizada porque
el extracto de L. leucocephala, comprende los porcentajes de los compuestos
identificados en la Tabla 1. '

15 3. Mezcla antiparasitaria, de conformidad con la reivindicacion 1, caracterizada porque
el extracto de S. babylonica comprende los porcentajes de los compuestos
identificados en la Tabia 2.

4. Mezcla antiparasitaria de conformidad con la reivindicacidn 1, caracterizada porque
20 la combinacion de los extractos de L. leucocephala y S. babylonica comprende los
porcentajes de los compuestos identificados en la Tabla 3.

5. Mezcla antiparasitaria de un extracto de S. babylonica y L. leucocephala de
conformidad con las reivindicaciones anteriores para usarse para la reducciéon de la
25 carga parasitaria en ovinos en donde dicha mezcla es administrable en forma oral.

6. Mezcla antiparasitaria de conformidad con las reivindicaciones anteriores para
usarse para la reduccidén de la carga parasitaria en ovinos en un periodo de 60 dias
y donde la dosis del extracto es de 30 ml extracto/dia.

30

7. Mezcla antiparasitaria de conformidad con las reivindicaciones anteriores para
usarse para la reduccion de la carga parasitaria en ovinos donde dicha mezcla es
administrable en 3 dosis con una duracion de 20 dias/dosis y donde el nivel del
extracto es de 30 ml extracto/dia.
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8. Mezcla antiparasitaria de conformidad con las reivindicaciones anteriores para
usarse para la reduccion de la carga parasitaria en ovinos donde dicha mezcla

disminuye la carga parasitaria en un promedio de 40% cuando es administrado en
una dosis de 30 ml extracto/dia.

9. Una mezcla de extractos de S. babylonica y L. leucocephala de conformidad con las

reivindicaciones anteriores para preparar una formuiacion farmacéutica veterinaria
para la reduccion de la carga parasitaria en ovinos.

10. Formulacién farmacéutica veterinaria caracterizada porque comprende una mezcia

de extracto de S. babylonica y un extracto de L. Ieucocephala de conformidad con
las reivindicaciones anteriores.
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La presente invencion se refiere a la formacion y preparacion de una mezcla antiparasitaria
de un extracto liquidos de S. babylonica, L. leucocephala y la combinacion de los dos
extractos (1:1, v/v) que comprenden para el tratamiento de la carga parasitaria en ovinos,
donde los agentes activos son los compuestos metabolitos en tablas 1, 2 y 3; y las figuras
del 1 al 20. El proceso para la obtencion de dichos extractos logra un notable aumento en la
concentracion de los compuestos activos, y adicionalmente, permite ia preparacion de
extractos liquidos que por su apariencia traslﬁcida tiene rhayor aceptacion y practico por los
ovinos. La formulacion, objeto de la invencion, produce un mayor efecto antihelmintico que
los extfactos reportados en el estado de la técnica y sin los efectos adversos de los farmacos
que se emplean actualmente en los tratamientos de la enfermedad parasitaria en ovinos.
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Ostertagia sp
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Oesophagostomum spp
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Cooperia sp
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Figura 25

Bonostomum sp
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Nematodirus battus

88.9 388.9

50.0 mP1
.

mP3

SB LL SBLL




27/30

Figura 27

Chaberita sp
100.0 — S

77.8

B P11
B P2

mP3

58 LL SBLL



28/30

Figura 28

Strongiloides papillosus
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