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RESUMEN CON EL OBJETO Y LA FINALIDAD DE LA INVENCION
El presente invento se refiere a una composicion farmacéutica que tiene una actividad contra los coccidios, la cual
comprende sapogeninas esteroides y que se puede agregar al alimento o agua para animales para controlar las
enfermedades causadas por coccidian Eimeria.
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Sapogeninas Esteroides para el Control

de Coccidiosis en Animales

Antecedentes del Invento |

El presente invento'se refiere al uso de sapogeninas ‘'esteroides en el alimehto 0}
agua de animales para controlar la enfermedad (coccidiosis) causada por las espécies
de Coceidia Eimeria. La coccidiosis es una enfermedad comUn en animales, la cual
produce lesiones intestinales, diarrea, enteritis y la muerte. La coccidiosis es una

enfermedad econémicamente importante en la produccién de animales domésticos.

Divulgacion del invento

Como resultado de la investigacion detallada con extractos vegetales, el inventor
ha obtenido el siguiente invento. De acuerdo con el presente invento, ée ha
descubierto que las sapogeninas esteroides extraidas de plantas que pertenecen a las
familias Lilliaceae, Amaryllidaceae y Dioscoraceae son efectivas para controlér los
efectos daninos de la coccidiosis y sus efectos negativos en los animales cuando se
agregan al alimento o agua del animal. Los siguientes ejemplos de sapogeninas
esteroides extraidas de plantas se incluyen simplemente para ilustrar el présente
invento y no deben considerarse como si tuvieran caréacter limitativo: Agavogenina,
Clerogenina, 9-Dehidrohecogenina, 9-Dehidromanogenina, Digitogenina, Disosgenina,
Gitogenina, Hectogenina, Cammogenina, Criptogenina, Lilagenina, Manogenina,
Mareogenina, Mexogenina, Neotigogenina, Nologenina, Pennogenina, Rocogenina,
Samogenina, Sarsasapogenina, Esmilagenina, Texogenina, Tigogenina, Yamogenina y
Yucagenina.

Asimismo, el presente invento se ilustra con los siguientes ejemplos, los cuales
no deben considerarse como si impusieran una limitacion en el alcance del mismo. Por
el contrario, debe quedar claro que se puede recurrir a estas materializaciones fisicas,
modificaciones y equivalentes de las mismas, los cuales los expertos en la ftécnica
pueden apreciar facilmente, sin apartarse del espiritu del presente invento y/o el
alcance de las reivindicaciones adjuntas.
Ejemplo 1 |
Se realiz6 un ensayo en bateria de 10 dias para determinar la actividad contra

los coccidios de la espogenina esteroide en pollos parrilleros infectados con oocistos
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de Himeria tenella esporulados. Se colocaron 50 pollos parrilleros machos Petersbn X
Arbor Acres de 11 dias de nacidos en corrales de 2 pies x 3 pies a razén de 10 ppllos
por corral. Se proporciond una dieta estandar en base de harina de soya y maiz y
agua ad libitum. La dieta se formuld de manera que tuviera aproximadamente O partes
por millon (ppm), 2,84 ppm, 8,53 ppm 6 14,22 ppm de sapogenina esteroide. Un
indculo que contenia suspensiones de oocistos aislados del campo, el cual determind
que era sensible a los iondferos con una prueba previa, se usé para aplicar a los pollos
del presente ensayo. En el dia O del experimento, a cada polio del tratamiento se le
inoculé 100,00 oocistos de E. tenella esporulados. El inéculo se administré por sonda
oral. En el dia 6, todas las aves fueron sacrificadas por dislocaciéon cervical,f y se
registré el indice de lesidon cecal mediante los métodos estandares de Johnson y Reid
en una escala de 1 a 4, en donde O representa intestinos normales y 4 intestinos

i

parasitados severamente.

Tratamiento indice de Incremento Alimento/ Mortalidad indice de
laLesion de Peso Incremento % Deyecciones
Control Negativo 0 295 1,415 0 0
Control Positivo 3,4 241 1,747 30 3,33
Sapogenina-2,84 0,8 290 1,408 0 1,00
Sapogenina-8,53 0,4 275 1,517 0 0,33
Sapogenina-14,22 0,4 265 1,575 0 0,33

Las aves del grupo de control negativo no fueron infectadas con el in60ufo de E.
tenella. A las aves del grupo de control positivo se les aplic el indculo de E. j'tenella.
La inclusion de sapogenina esteroide en la dieta evité la mortalidad por coccicj.!iosis, y
redujo significativamente los indices de lesién y de deyecciones producidas por la
infeccion por coccidios E. tenella. Los efectos negativos de la infeccion por coccidiosis
en el incremento del peso y el alimento por unidad de incremento de peso se redujeron

significativamente con la inclusién de sagogenina esteroide en la dieta.

Ejemplo 2 ,

Se realiz6 un ensayo de bateria de 7 dias para evaluar los efectos de
sapogenina esteroide en la mortalidad por occidiosis, indice de lesion cecal,
incremento de peso y conversion de alimento en pollos parrilleros a los qtbe se les
habia aplicado oocistos de E. tenella esporulados. Se asignaron 200 pollos ﬁarrilleros
machos y hembras Peterson X Arbor Acres de 14 dias de nacidos, en 20 corrales de 2
pies x 3 pies, a razén de 10 pollos por corral. Estas aves recibieron una diete? estandar

i
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de harina de soya y maiz y agua ad libitum. La dieta se formuldé de manera que tuviera
entre 0 ppm, 0,569 ppm, 1,706 ppm 6 2,844 ppm de sapogenina esteroide. Un indculo
que contenia suspensiones de oocistos aislado del campo, el cual determin6 que

era sensible a los ionéferos con una prueba previa, se usé para aplicar a los pollos del
presente ensayo. En el dia O del experimento a cada pollo del tratamiento se le inbculé
100,00 oocistos de E. tenella esporulados. El indculo se administrd por sonda oral. En
el dia 6, todas las aves fueron sacrificadas por dislocacion cervical, y se registr6 el
indice de lesién cecal mediantc—; los métodos estandar de Johnson y Reid en una e}sca!a
de1a4.

Tratamiento  indice de Incremento Alimento/  Mortalidad indice de

la Lesion de Peso Incremento % Deyecciones
Control Negativo 0 240,4 1,789 0 0
Control Positivo 2,7 185,3 2,397 2,5 2,0
Sapogenina-0,569 2.3 217.5 2,134 25 1,31
Sapogenina-1,706 1,6 223,4 2,052 0 0,94
Sapogenina-2,844 1,5 212,8 2,133 0 1,00

Las aves del grupo de control negativo no fueron infectadas con el inéculo de E.
tenella. A las aves del grupo de control positivo se les aplicd el inéculo de E. ienella.
La inclusién de sapogenina esteroide en la dieta en 1,706 ppm y mas evité la
mortalidad por coccidiosis, y redujo significativamente los indices de lesion y de
deyecciones producidas por la infeccion por coccidios E. tenella. Los efectos négativos
de la infeccién por coccidiosis en el incremento de peso y el alimento por unidad de
incremento de peso se redujeron significativamente con la inclusién de sapogenina
esteroide en la dieta.

t

Ejemplo 3 ;

Se realiz6 un estudio de exposiciéon a coccidiosis de 13 dias con 200 pollos
parrilleros Ross X Ross para evaluar los efectos de la sapogenina esteroide en Ia
mortalidad por coccidiosis, indice de lesion, incremento de peso y conversion de
alimento en comparacién con un grupo de control negativo, control positivo,
salinomicina (60 gramos/ton), monensina (100 gramos/ton) y sapogenina esteroidal
(3,32 ppm). Las aves se alimentaron con una dieta estandar de harina de soya y maiz
y agua ad libitum. Dichas aves se colocaron en corrales de 4 pies x 5 pies a razén de

50 pollos por corral. En el dia 6, todas las aves, excepto las del grupo de control
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negativo, recibieron por via oral un inéculo compuesto de una mezcla de E. acervulina,
E. méxima y E. tenella. Puesto que cada una de estas especies de Eimeria produce
lesiones intestinales en diferentes regiones distintivas del intestino, sus efectos pueden
dividirse al evaluar a las aves. En el dia 13, todas las aves fueron sacrificadas por
dislocacién cervical, y los intestinos se evaluaron respecto de las lesiones por

coccidiosis mediante el método estandar de Johnson y Reid.

Promedio del Peso de las Aves y Conversién de Alimento j

Tratamiento Peso, g Alimento/incremento "
Control Negativo 278,2 1,477
Control Positivo 242 1 1,717
Sapogenina-3,32 ppm 253,2 1,670 :
Salinomicina-60 g/ton 2463 1,624 ‘
Monensina-100 g/ton 233,0 1,843

La sapogenina esteroide produjo el mayor incremento de peso entre las aves
infectadas, restaurando 30,7% de los efectos negativos de la infeccién por coccidios.
La sapogenina esteroide fue superior que la salinomicina y menensina, los productos
lideres en el control de las infecciones por coccidiosis en aves de corral: La
sapogenina esteroide restauré6 19,6% de los efectos negativos de la infeccién por
coccidios en la conversion de alimento. La sapogenina esteroide produjo una

conversion de alimento 9,4% mejor y monensina, y fue 97,3% tan eficiente como la

salinomicina.

t

indice Promedio de la Lesi6n Intestinal

Region Intestinal Superior Media Cecal |
Especie de Eimeria acervulina Maxima tenella
Tratamiento -’
Control Negativo 0 0 0 ,
Control Positivo 2,64 2,38 2,42
Sapogenina-3,32 ppm 1,20 1,48 1,92 I
Salinomicina-60 g/ton 0,76 1,22 0,68
Monensina-100 g/ton 1,40 1,58 1,64

La sapogenina esteroide redujo significativamente (P<0,01) el indice promedio

de lesion intestinal en todas las regiones del intestino.



Ejemplo 4

Se realizd un estudio de exposicién a coccidiosis durante 8 dias con 270 pollos
parrilleros machos Arbor Acres para evaluar los efectos de la sapogenina esteroidé en
la mortalidad, incremento de peso, eficiencia de la alimentacién e indice de lesién. Los
tratamientos fueron contro|] negativo, control positivo, sapogenina esteroide 1,7 ppm,
sapogenina esteroide 3,4 ppm, salinomicina 60 g/ton, monensina 90 gfton y ‘dos
fuentes distintas de maduramicina 5 ppm. Las aves se alimentaron con una dieta
estandar de harina de soya y maiz y agua ad libitum. Dichas aves se colocaron en
jaulas de alambre de 5,1 pies cuadrados a razén de 10 pollos por jaula, con 3 jaulaé de
réplicas por tratamiento. En el dia 2, todas las aves excepto las del control negativo
recibieron por via oral un inoculo compuesto de una mezcla de E. acervulina, E.
maxima y E. tenella. En el dia 8, todos los pollos se sacrificaron por dislocacién
cervical, y los intestinos se evaluaron respecto de las lesiones por coccidiosis mediante
el método estandar de Johnson y Reid.

Efectos de la Sapogenina Esteroide en caso de una Infeccién Moderadamente Severa'por
E. acervulina, E. maxima y E. tenella

Tratamiento Mortalidad, % Incremento de Alimento/incre-
Peso, g mento i

Control Negativo Oa 316,33 ¢ 1,6297 ¢
Control Positivo 16,67 b 22533 e 2,1497 d
Sapogenina-1,7 ppm 3,33a 247,00 de 1,9130 cd
Sapogenina esteroide, 3,4ppm Oa 256,33 de 1,7600 ¢
Salinomicina-60 g/ton 6,67 a 269,67 d 1,8473 cd i
Monensina-90 g/ton 3,33a 25867 d 1,9033 ¢d
Maduramicina, 5 ppm Oa 269,33 d 1,8463 cd
Maduramicina, 5 ppm 6,67 a 266,67 d 1,8503 cd

a,b Valores en una columna con superindice distinto se ’

diferencian significativamente. !
P<0,025.
c.de Valores en una columna con superindice distinto se ‘
diferencian significativamente.
P<0,05.
1

b

La sapogenina fue altamente efectiva para controlar la mortalidad por coccidiosis
en caso de un nivel moderadamente severo de infeccion. La sapogenina esteroide

tendié a incrementar el aumento de peso, y mejoré significativamente (P<0,05)§ la

:



conversiéon de alimento. La sapogenina esteroide mejord los efectos negativos de la
coccidiosis de manera similar a los productos lideres en la industria, es decir,

salinomicina, monensina y maduramicina. 1

Efectos de la Sapogenina Esteroide en caso de una Infeccién Moderadamente Severa por
E. acervulina, E. maxima y E. tenella

Tratamiento =00 o] indice de la LeSion-----—-—---

Superior Media Cecal

E.acervulina E.maxima E. tenella
Control Negativo Oa Oa Oa
Control Positivo 3,2667 ¢ 3,0333 be 3,1667 ¢
Sapogenina-1,7 ppm 2,6333 be 2,7667 bc 2,6333 bc
Sapogenina esteroide, 3,4 ppm 2,5667 bc 2,6333 bc 2,1000 b
Salinomicina-60 g/ton 2,1333b 2.9000 bc 2,9000 be
Monensina-90 g/ton 1,9667 b 2,4333 bc 2,9667 bc
Maduramicina, 5 ppm 2,1000 b 2,2667 b 2,6000 bc
Maduramicina, 5 ppm 2,0007 b 2,3000 b 2,3333 bc

a,bc Valores en una columna con superindice distinto se

diferencian significativamente. P<0,025.

La sapogenina esteroide redujo el indice de lesion en todas las regiones del
intestino, y fue més efectiva que los productos lideres en la industria en el control del

indice de lesidn cecal causada por la E. tenelia.

Ejemplo 5

Un producto contra los coccidios debe ser compatible con los antibidticos
utilizados comunmente para tener una aplicacion practica en la produccidén ganadera.
Para evaluar la compatibilidad de la sapogenina esteroide con tres antibiéticos para
aves de corral ampliamente utilizados, se utilizé un total de 360 pollos de ambos seXos
Ross X Ross 308 mezclados en un estudio de coccidios de 14 dias. Los antibiéticos
probados fueron una combinacién de Bacitracina MD mas Roxasone, Virginiamicinla y
Bacitracina Zinc. En el dia 7 del estudio, todas las aves excepto las del grupo'de
control negativo recibieron por via oral un cultivo mezclado de E. acervulina, E. maxima
y E. tenella. En el dia 14, todas las aves se sacrificaron por dislocacion cervical, y ilos
intestinos se evaluaron respecto de las lesiones por coccidios mediante ‘un

procedimiento estandar.



Sapogenina Esteroide y Compatibilidad con los Antibiéticos

-—-indice de la Lesi6én

Tratamiento Superior Media Cecal Peso,g  Alimentofin-
cremento

Control Negativo Oa Oa Oa 250,6 ab 1,910 abce

Control Positivo 1,42b 2,17d 1,42b 1882 ¢ 2,216 ab

Sapogenina Esteroide, 3.3 ppm 0,08 a 0,42a 017a 230,2b 2,039 abc

BMD + Roxasona 142b 1,25bc 150D 161,0c 2,233 a
BMD + Roxasona + 8§, 3.3 ppm 0,33 a 0,75ab 0,08 a 1814 ¢ 1,959 abc

Virginiamicina 1,17 b 1,58cd 1,17b 256,3ab 1,891 abc
Virginiamicina + SS, 3.3 ppm 0,25a 1,25bc 0,33 a 2710a 1,780 ¢

Bacitracina Zinc 1,50b 2,08d 1,50b 259,7 ab 1,833 be
Bacitracina Zinc + §8-3,3 ppm 0,25a 1,17bc 0,17 a 248,1 ab 2,054 abc

a,b,c  Valores en una columna con superindice distinto se

diferencian significativamente P<0,05. i

La sapogenina esteroide fue altamente efectiva para controlar los efectos
negativos de la infeccién por coccidios en el indice de lesién, incremento de pefso y
eficiencia del alimento cuando se administra sola o0 en combinacion con los antibiéticos
evaluados. La sapogenina esteroide no ejercidé ningun efecto sobre la funcidn del
antibiético, y los antibidticos no ejercieron ningun efecto sobre la eficacia contra los
coccidios de la sapogenina esteroide. 1

Ejemplo 6

Los productos contra los coccidios deben ser seguros para la alimentacion del
animal y tener alguna aplicacién practica en la produccién ganadera. Muchos de los
productos comerciales contra los coccidios existentes tienen un bajo margen de
seguridad entre el nivel de uso recomendado y los niveles que son téxicos para el
animal. Para evaluar la seguridad de la sapogenina esteroide, se realizé un estudio
acerca de la toxicidad oral aguda con ratas de laboratorio. Las ratas recibieron por via
oral tomas de 0 mg/kg, 15,27 mg/kg, 30,54 mg/kg y 61,07 mg/kg de peso corporal vivo
de sapogenina esteroide, y se observaron durante 14 dias. No hubo muertes ni
reacciones adversas en ratas individuales.

Para evaluar la seguridad de la sapogenina esteroide en pollos parrilleros, un

total de 200 pollos Ross X Ross 308 mezclados de ambos sexos se alimentaron con O



ppm, 3,3 ppm, 9,96 ppm 6 33,21 ppm de sapogenina esteroide durante un ciclo de
crecimiento completo de 42 dias.

Sapogenina Esteroide - Prueba de Seguridad de 42 dias

Tratamiento Peso, kg ingesta de Alimento  Alimento/incremento

g/dia
Control 4,462 212,05 1,996 i
Sapogenina esteroide 3,32 ppm 4,705 221,36 1,976 !
Sapogenina esteroide 9,96 ppm 4,605 218,19 1,990
Sapogenina esteroide 33,21 ppm 4,535 212,28 1,966

No hubo diferencia significativa en la mortalidad entre el grupo de cont‘[rol y
ninguno de los niveles de tratamiento con sapogenina esteroide.

Todos los niveles de dosis produjeron un mayor incremento de peso y mayor
eficacia de la alimentacidén en comparacién con el grupo de control. Los higados dé las
aves se enviaron al laboratorio de Patologia de Aves de Corral de la Escuela de
Medicina Veterinaria del Instituto Politécnico de Virginia, en donde se realizé“_una
histopatologia amplia. No se presentaron lesiones en el higado ni ninguna enfermedad
que comprometiera el higado de estas aves.

Ejemplo 7

Los productos contra los coccidios deben ser estables para las temperaturas que
normalmente se encuentran en la elaboracion de alimento para animales y deben ser
estables para el almacenamiento durante el tiempo prolongado. Para evaluar la
estabilidad de la temperatura de la sapogenina esteroide durante condicionesl de
formacién de pellas, extrusion y expansion en la fabricacién, se expusieron muestras
de sapogenina esteroide a 142°C (300°F) durante 0 minutos, 2,5 minutos, 5,0 minutos y

10 minutos, y se determiné el porcentaje de sapogenina esteroide recuperada. ?

Tiempo Sapogenina Esteroide, ppm %

0 16 288 100,00
25 16 547 101,59
5,0 16 288 100,00
10,0 16 288 100,00

La sapogenina es altamente estable en las condiciones de fabricacion de

alimento. La exposicidon de la sapogenina esteroide a temperatura de formacién de

|
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pellas, extrusidbn o expansién no deberia ejercer ningun efecto negativo sobre la

eficacia de la sapogenina esteroide.

Para evaluar la estabilidad de la sapogenina esteroide bajo condiciones de
almacenamiento de tiempo prolongado, se almacend una serie de muestras distintas a
22°C (72°F) durante 0, 12 meses y 24 meses.

Meses Sapogenina Esteroide, ppm %

0 21 274 100,00
12 20 632 96,98
24 20 698 97,29

La sapogenina es altamente estable bajo condiciones normales de

almacenamiento para productos alimenticios para animales con una pérdida menor del
3% de la actividad en 24 meses. '

Ejemplo 8 |

La mayor debilidad de todos los productos comerciales contra los coccidios es la
tendencia de los coccidios a desarrollar resistencia al compuesto activo, reduciendo
significativamente la eficacia del compuesto para controlar los efectos negativos de las
infecciones por coccidiosis. La resistencia de los coccidios se desarrolla cuando éstos
se exponen continuamente a un compuesto durante un periodo prolongado. Para
evaluar el potencial de los coccidios para desarrollar resistencia a la sapoge:nina
esteroide se alimentaron tres grupos consecutivos de pollos parrilleros con sapoge?nina
esteroide. Los indices de lesion se observaron cada 14 dias durante el estudio de 18

semanas para comparar los efectos de la sapogenina esteroide respecto del grupo de
control. '

Seccion Grupo Control Tratamiento Diferencia

Superior 1 1,133 0,733 -0,400

Superior 2 0,933 0,267 -0,666

Superior 3 1,333 0,600 -0,733

Media 1 2,000 0,800 -1,200

Media 2 1,200 0,200 -1,000 ﬁ
Media 3 1,400 0,400 -1,000
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Cecal 1 1,333 0,667 -0,666
Cecal 2 0,933 0,333 -0,600
Cecal 3 1,000 0,200 -0,800
Total 1 4,467 2,200 -2,267
Total 2 3,067 0,800 -2,267
Total 3 3,733 1,200 -2,533 \

La sapogenina esteroide redujo significativamente (P<0,001) el indice de lesién
del intestino sin pérdida de la eficacia en el estudio de 18 semanas.

Los datos incluidos en el presente invento ilustran la eficacia de la sapogenina
esteroide para controlar los efectos de la Eimeria. Estos ejemplos con especieé de
Eimeria en pollos parrilleros no deben considerarse limitados por estas especieé de
Eimeria ni especies animales.

Basandonos en los resultados antes mencionados, es obvio que la sapogepina

esteroide es efectiva para controlar los efectos negativos de la infecciéon por coccidios
(coccidiosis) en animales.
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e 28 y 26

Reivindicaciones

El uso de sapogenina esteroide como agente contra coccidios en alimento de
animales. _

La reduccién de la mortalidad en animaleé causada por infecciones’ por
coccidios. |

La reduccién de lesiones intestinales causada por infecciones por coccidios.:
Incremento de peso en animales debido al control de las infecciones por
coccidios.

Mejora de la conversién de alimentos en animales debido al control de la
infeccidn por coccidios. |

Un producto contra los coccidios que es estable bajo condiciones de elabora!fcic’m
y almacenamiento de alimentos. :

Un producto contra 1os coccidios que es atdxico y tiene un alto margen de
seguridad en animales. |

Un producto contra los coccidios que no genera el desarrollo de resistencia de
los coccidios.

Un producto contra los coccidios que es compatible con los antibiéticos de grado

de alimento. —_— : /

"y
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Resumen del Invento

t
i

El presente invento se refiere a una composicién farmacéutica que tiene
una actividad contra los coccidios, la cual comprende sapogeninas esteroides y que se

puede agregar al alimento o agua para animales para controlar las enfermedades
causadas por coccidian Eimeria. *
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Steroidal Sapogenins for the Control of Coccidiosis in Animals

Inventor: Walker, Reuben
1039 Knoll Drive
Naperville, lilinois 60565

Assignee:  Distributors Processing Inc. ‘
17656 Ave. 168
Porterville, CA 93257

Date: September 1, 1999
Background of the Invention i

This invention relates to the use of steroidal sapogenins in the feed or water of animals to
control the disease (coccidiosis) caused by species of the coccidia Eimeria. Coccidiosis is
a common disease in animals, resulting in intestinal lesions, diarrhea, enteritis and degth.
Coccidiosis is an economically important disease in domestic livestock production.

Disclosure of the Invention

As a result of extensive research with plant extracts the inventor has attained the following
invention. According to the present invention steroidal sapogenins extracted from plants
belonging to the Lilliaceae, Amaryllidaceae and Dioscoraceae families have been
discovered to effectively control the damaging effects of the disease coccidiosis and its
negative effects on the animal when added to the feed or water of the animal. The
following examples of steroidal sapogenins extracted from plants are given merely as:
illustrative of the present invention and are not to be considered limiting. Agavogenin,
Chlorogenin, 9-Dehydrohecogenin, 9-Dehydromanogenin, Digitogenin, Disosgenin,
Gitogenin, Hectogenin, Kammogenin, Kryptogenin, Lilagenin, Manogenin, Markogenin,
Mexogenin, Neotigogenin, Nologenin, Pennogenin, Rockogenin, Samogenin, -
Sarsasapogenin, Smilagenin, Texogenin, Tigogenin, Yamogenin and Yuccagenin.

This invention is further illustrated by the following examples, which are not to be
construed as impasing any limitation on the scope thereof. On the contrary, it is to be
clearly understood that resort may be had to various other embodiments, modifications and
equivalents thereof which readily suggest themselves to those skilled in the art without
departing from the spirit of the present invention and/or the scope of the appended qlaims.



Example 1

A 10 day battery sensitivity trial was conducted to determine the anticoccidial activity of
steroidal sapogenin in broiler chicks challenged with sporulated Eimeria tenella oocysts.
Fifty, 11 day old, male Peterson X Arbor Acres broiler chicks were placed in 2 foot by

3 foot pens at the rate of ten chicks per pen. A standard corn soybean meal based dlet
was provided with water ad libitum.

The diets were formulated to contain approximately 0, 2.84, 8.53 or 14.22 parts per million
of steroidal sapogenin. An inoculum containing suspensions of oocysts isolated from the
field and determined to be ionophore sensitive by previous testing was used to challenge
the chicks of this trial. On day 0 of the experiment each chick of the challenge treatments
was inoculated with 100,000 sporulated E. tenella oocysts. The inoculum was ,
administered by oral gavage. On day 6 all birds were sacrificed by cervical dislocation and
cecal lesion scores recorded by the standard methods of Johnson and Reid on a scale of 1
to 4, with 0 representing normal intestines and 4 representing severely parasitized
intestines.

3
i

Lesion  Weight Dropping

Treatment Score Gain Feed/Gain  Mortality,% Score
Neg Control 0 295 1.415 0 0
Pos Control 34 241 1.747 30 3.33
Sapogenin-2.84 0.8 290 1.408 0 1.00
Sapogenin-8.53 0.4 275 1.517 0 0.33
Sapogenin-14.22 0.4 265 1.575 0 0.33

Birds in the negative control group were not infected with the E. tenella inoculum. The
positive control birds were challenged with the E. tenella inoculum. The inclusion of .
steroidal sapogenin in the diet prevented coccidiosis mortality and significantly reduced
the lesion and dropping scores caused by infection of the coccidia E. tenella. The |
negative effects of the coccidiosis infection on weight gain and feed per unit of weight gain
were significantly reduced by the inclusion of steroidal sapogenin in the diet.

Example 2

A 7 day battery sensitivity trial was conducted to evaluate the effects of steroidal
sapogenin on coccidiosis mortality, cecal lesion scores, weight gain and feed conversion
in broilers challenged with sporulated E. tenella oocysts. Two hundred, 14 day old, male
and female Peterson X Arbor Acres broiler chicks were assigned to twenty 2 foot by 3 foot
pens at the rate of ten birds per pen. Birds were fed a standard corn soybean meal diet
and water ad libitum. Diets were formulated to contain approximately 0, 0.569, 1.706 or
2.844 parts per million of steroidal sapogenin. An inoculum containing suspensions of
oocysts isolated from the field and determined to be ionophore sensitive by previous



testing was used to challenge the chicks of this trial. On day 0 of the experiment each
chick of the challenge treatments was inoculated with 100,000 sporulated E. tenella
oocysts. The inoculum was administered by oral gavage. On day 6 all birds were
sacrificed by cervical dislocation and cecal lesion scores recorded by the standard
methods of Johnson an Reid on a scale of 1 to 4.

Lesion  Weight Dropping
Treatment Score Gain Feed/Gain  Mortality,% Score .
Neg Control 0 240.4 1.789 0 0
Pos Control 27 185.3 2.397 25 20
Sapogenin-0.569 23 217.5 2.134 25 1.31
Sapogenin-1.706 1.6 223.4 2,052 0 0.94
Sapogenin-2.844 1.5 212.8 2.133 0 1.00°

Birds in the negative control group were nat infected with the E. tenella inoculum. The
positive control birds were challenged with the E. tenella inoculum. The inclusion of
steroidal sapogenin in the diet at 1.706 ppm and higher prevented coccidiosis mortality
and significantly reduced the lesion and dropping scores caused by infection of the
coccidia E. tenella. The negative effects of the coccidiosis infection on weight gain and
feed per unit of weight gain were significantly reduced by the inclusion of steroidal
sapogenin in the diet. !

Example 3

A 13 day coccidial challenge study was conducted with 200 Ross X Ross broiler chicks to
evaluate the effects of steroidal sapogenin on coccidiosis mortality, lesion scores, weight
gain and feed conversion. Treatments were negative control, positive control, salinomycin
(60 grams/ton), monensin (100 grams/ton) and steroidal sapogenin (3.32 ppm). Birds were
fed a standard corn soybean meal diet and water ad libitum. Birds were placed in 4 foot by
5 foot pens at the rate of 50 birds per pen. On day 6 all birds, except the negative control,
were orally challenged with an inoculum comprised of a mixture of E. acervulina, E. -
maxima and E. tenella. Since each of these three specie of Eimeria produce intestinal
lesions in distinctly different regions of the intestinal tract, their effects can be partitioned
when scoring the birds. On day 13 all birds were sacrificed by cervical dislocation and the
intestines scored for coccidial lesions by the standard Johnson and Reid method.

i

i
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Average Bird Weight and Feed Conversion

Treatment Weight, gm Feed/Gain

Negative Control 278.2 1.477

Positive Control 2421 1.717 \
Sapogenin-3.32 ppm 253.2 1.670 j
Salinomycin-60g/ton 246.3 1.624 ‘
Monensin-100g/ton 233.0 1.843

Steroidal sapogenin produced the highest weight gain amongst the infected birds,
restoring 30.7% of the negative effects of the coccidial infection. Steroidal sapogenin was
superior to both Salinomycin and Monensin, the leading commercial products for control of
coccidiosis infections in poultry. Steroidal sapogenin restored 19.6% of the negative
effects of the coccidial infection on feed conversion. Steroidal sapogenin produced a 9.4%
better feed conversion than Monensin and was 97.3% as efficient as Salinomycin. ‘

Average Intestinal Lesion Scores

Intestinal Region Upper Middle Cecal
Eimeria Specie acervulina maxima tenella
Treatment

Negative Control 0 0 0o
Positive Control 2.64 238 242 i
Sapogenin-3.32 ppm 1.20 1.48. 1.92
Salinomyin-60g/ton 0.76 1.22 068 .
Monensin-100g/ton 1.40 1.58 1.64

Steroidal sapogenin significantly (P<0.01) reduced average lesion scores in all regions of
the intestine. :

Data presented in the present invention are illustrative of the efficacy of steroidal
sapogenin in controlling the effects of Eimeria. These examples with three species of
Eimeria in broilers are not to be considered limited to these species of Eimeria nor ahimal
species. ‘
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Applicant, Patentee, or identifier: Distributors Processing Inc. _
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| hereby state that | am
{3 the owner of the small business concem identified below:
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Nuevo capitulo reivindicatorio para ser presentado con la solicitud:

1. Una composicion farmacéutica que/tiene actividad contra los coccidios,
qu‘f‘_:zlcomprende sapogeninas esteroidales,\que es apropiado para ser afiadido a

alimentos o agua para consumo animal para controlar enfermedades causadas

: por la Coccidia eimeria. |
p

2. Una composicidon farmacéutica que comprende sapogeninas estreoidales
de acuerdo con la reivindicacién 1, que es efectiva para reducir la mortalidad en
animales causada por infeccion coccidiana. ,

|
3. Una composicion farmacéutica de acuerdo con la reivindicacion 1, la cual
es efectiva para reducir lesiones intestinales causadas por infeccién coccidiana.

o

4. Una composicion farmacéutica de acuerdo con cualquiera de' las

A i g RN T S T

.
i
5

reivindicaciones precedentes/ que es efectiva para incrementar la ganancia de

peso en animales debido al control que ejerce sobre la infeccién coccidiana. '

5. Una composicién farmacéutica de acuerdo a la reivindicacién 4 que es
T
efectiva para mejorar la conversion de los alimentos en animales debido al

control que ejerce sobre la infeccion coccidiana.

b

i

condiciones de manufactura y almacenamiento de alimentos. |
' |

7. Un producto que tiene accidon anticoccidiana que es no téxico y tiene!unc

alto margen de seguridad en los animales. :

i

desarrollo de resistencia por parte de los coccidios.

/‘:
6. Un producto que tiene accién anticoccidiana que es estable bajo

!

8. Un producto que tiene accion anticoccidiana que no resulta en el -



2%
(v

9. Un producto que tiene accién anticoccidiana que es compatible con?

antibidticos para alimentos grado animal. x .
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(Art.13-¢).
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Contiene las unidades de medida en el sistema exigido (Art.14-c junto con el
Decreto 3464 del 26 de diciembre de 1980).
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para la cual se solicita la protecci6n mediante la patente (Art.13-d).
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-La relvindicacién 1 se refiere a una composicion la cual no esta definida como tal,
el termino composicién no es suficiente para saber inequivocamente como esta
conformada o para determinar que realmente que es una composicion.

| -La reivindicacién 2 no es clara, puesto que se refiere a la “composicibn que
comprende sapogeninas esteroidales...”, ademas no se sabe a cuales sapogeninas
esteriodales se refiere.

L] -Las reivindicaciones 3 y 4 no definen ninguna composicién, tampoco una
composicién se puede definir por su efecto como terapéutico.

B -La relvindicacién 5 no es clara porque no define ninguna composicién, ni porta
caracteristicas como compaosicién, nl delimita la invencidn.

B -Las reivindicaciones 6 a 9 son tan generales que no se sabe a que producto se

refiere, como es el producto, cuales son sus caracteristicas como producto, el
termino producto no define absolutamente nada y las reivindicaciones deben definir
clara e inequivocamente i0 que se pretende proteger mediante patente,

Se ve |a necesidad de decir que en el capitulo reivindicatorio:
a)-las reivindicaciones deben definir la invencidn por medio de sus caracteristicas técnicas,
definiendo de manera clara la materia para la cual se solicita proteccion,
b)ser clara, precisas y concisas

La claridad: es primordial que el producto se defina por su composicién especifica,
que el encabezado sea congruente con el resto del texto de la reivindicacion.
-una composicion se defina por sus caracteristicas técnicas especiales como fal, con todos
sus elementos constitulivos. Las reivindicaciones no deben contener términos vagos, ya que
definen con ambigedad elementos, que pueden ser esenciales para comprender la materia
reivindicada.

-Concisas -en cuanto a que el texto de la reivindicacién no este cargado de términos
superfiuos e irrelevantes. Ademas el nimero de reivindicaclones debe mantenersé en
concordancia con la realidad de io que es la invencién; osea que la exigencia de concisién
en las reivindicaciones se refiere tanto al nimero total de reivindicaciones como al
contenido de cada reivindicacion.

Basicamente solo hay dos categorias de reivindicaciones (Art. 1 Decisién 344):
i)producto (composicién)
iiProcedimiento (proceso, método).

Carrera 13 N° 27-00 Pisos 5°y 10°
20201 2 Conmutador 334 1221-2-3-4
Fax 281 3125

Santafé de Bogota, D.C. - Colombia
Santa Fe de Bogota D.C., 31 de agosto de 2000.
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INFORME DE PROTOCOLO

Expediente _00-51021

Fecha:_5 de _septiembre del 2000

Se certifica que:

Desde fecha 2 de diciembre de 1999

4

del folio 110937 al folio 110942 del

libro de Protocolo N© 403 , obra el poder

NO 19890 conferido por DISTRIBUTORS

PROCESSING INC

domiciliado(a) en Porterville, California,

Estados Unidos de América

al doctor _DILIA MARIA RODRIGUEZ D'ALEMAN

Y/0 CLAUDIA LUCIA CARO RAMIREZ

Facultad para desistir _8i .

Revisado

Carrera 13 N° 27-00 Pisos 5°y 10°

Conmutador 334 1221-2-3-4
Fax 281 3125

Santafé de Bogota, D.C. - Colombia



o~ SUPERINTENDENCIA
-, DE INDUSTRIA
= Y COMERCIO

»£ T

Sl

DIVISION DE NUEVAS CREACIONES - oA
PRIMER EXAMEN DE FORMA

EXPEDIENTE 0-51021 !
Practicado el examen juridico de acuerdo con lo establecido en el art. 21 de la Decision
344 se determiné que esta solicitud de Patente de Invencion:

SI[x] NOJ[ ] NO APLICABLE [ ] Presentd los poderes necesarios en:
forma correcta (Decision 344, art. 14-a).

SI[x ] NOI[ 1] NO APLICABLE[ ] Acreditdé, en forma correcta, la.
existencia y representacion de la persona juridica solicitante
(art. 14-c de la Decisién 344, literal g) del art. 4 del Decreto
117/94).

Si[x ] NOI[ ] NO APLICABLE [ ] Present6, en forma correcta, el
comprobante de pago por la tasa de presentacién establecida
(art. 13-f de la Decision 344 y la Resolucion 02 del 4 de Enero
del 2000) ’

Si{x ] NO[ 1] EXTEMPORANEAMENTE [ ] Relvindicé prioridad, dentro del
plazo y de acuerdo con lo previsto en el Articulo 4 del
Convenio de Paris.

Si[x] NO[ 1] NO APLICABLE [ ] Presenté copia, certificada su

| conformidad por la Administracién que recibié la solicitud de la -
cual reivindica prioridad, al momento de radicar la solicitud
nacional.

SI[ 1 NO[ x1 NO APLICABLE [ ]Present6o latraduccion del capitulo |
L reivindicatorio de la solicitud de la cual se reivindica prioridad

- (Art. 4, D-3 Convenio de Paris; Concepto: 5 de enero de 1999
o S.1C). ,

iSI [ ] NOJ[ x] CUMPLE LOS REQUISITOS JURIDICOS

‘OBSERVACIONES JURIDICAS CONVENIO DE PARIS: Debera presentar traduccién de
la copia certificada su conformidad por la Administracion que recibi6 la solicitud de la cual
reivindica prioridad, en cualquier momento dentro del plazo de tres (3) meses, contados
a partir de la fecha de deposito de la solicitud posterior. La omisién de esta formalidad |
implicara la pérdida del derecho de prioridad.

\En consecuencia, se conceptiia que esta solicitud:

SI[ ] NO[x] Se ajusta a los aspectos FORMALES indicados en la Decisién
344 y por tanto,

SI[ 1 NO[x] Se recomienda PUBLICAR el extracto correspondiente.

Bogota, D.C., S de septiembre del 2000

EEXAMINADOR JURIDICO.
! 202022

Carrera 13 N° 27-00 Pisos 5° y 10°
Conmutador 334 1221-2-3-4
Fax 281 3125
Santafé de Bogota, D.C. - Colombia
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DIVISION DE NUEVAS CREACIONES
EXPEDIENTE 0051021
AUTO 3151

DISPONE

ARTICULO PRIMERO: Reconocer personeria a {a doctora DILIA MARIA RODRIGUEZ
DIALEMAN como apoderada de la Sociedad solicitante, en los términos y para los efectos
ell poder conferido.

ggARTICULO SEGUNDO: Conforme lo establece el articulo 22 de la Decisién 344 de la
Comision del Acuerdo de Cartagena, requiérese al solicitante, para que dentro del plazo
de treinta (30) dias habiles siguientes a la fecha de notificacién del auto, presente
respuesta a las observaciones o complemente los antecedentes sefialados en el examen
de forma.

ARTICULO TERCERO: Notificar por estado el presente auto, advirtiendo que contra el no
procede recurso alguno en la via gubernativa.

_ NOTIFIQUESE Y GUMPLASE $0 0CT. 738
Dado en Santafé de Bogota D.C.,alos _~

EL f‘-JEFE DE LA DIVISION DE NUEVAS CREACIONES,
\_

ol
| / ZA CESPEDES DE VERGEL

VENCIMIENTO NOTIFICACION ESTADO
SOLICITO PRORROGA TERMINO SI___NO

VENCIMIENTO TERMINO PRORROGA

Carrera 13 N° 27-00 Pisos 5°y 10°
Conmutador 334 1221-2-3-4
Fax 281 3125
Santafé de Bogot4, D.C. - Colombia




