Industria y Comercio
SUPERINTENDENCIA

SOLICITUD

PATENTE DE INVENCION

0369254

54 TITULO UN NUEVO PRODUCTO PARA EL COMBATE DE GARRAPATAS Y EL PROCESO

FPARA LA PREPARACION

S
51 CLASIFICACION INTERNACIONAL AO\ ) * [on, (0 }'\J\ ‘lgz 1 2

3
7 SOLICITANTE ___ camseon J6IW 35

DOMICILIO___ rwavs rawes

74 APODERADO MAURICIO JARAMILIO

2 BOGOTA,D C AAOSTO DE 2003

(FORMA P 10)

Sz



PETITORIO

.

5

ossza4 oo it

FPERTNGSTRIA ¥ COrERco )

Radrcacion 1 03065234 00000000
Facha GB)s 2003-08-18 12:23,07
v %2RIBIES ) | petemy
FUKMULARIO UNICO'DESOL.%8 UPsIa % meows teaos

Fows. %

411 PRESENTAC

2000-3
©) SOLICITUD DE
m Patente d ¢ Invencion D Patente de Modelo de Unhdad
Nombre CARLSON INTTRNATIONAL INC IDENTIFICACION
SOLICITANTE
an Dircecion AV BALBOA, EDIFICIO BALBOA cc NIT
Teléfono Fax CE Otro
E-Mait
PANAMA, PANAMA Ndmera
Nombre MAURICIO JARAMILLO CAMPUZANO IDENTIFICACION
REPRESENTANTE
O APODERADO Dircccid CRA. 9 No. 73 24 BOGOTA COLOMBIA cc NIT
ERADO | e — Ganome ] ]
Teléfono 3107055 Fax 3106657 ce [ | Otv [:|
E-Mail miaamillo @gomezpinzon.com Ndmero 80421942 TP 743555
Nombre BRUCE ZBIG VAN AKEN WOLFF IDENTIFICACION
INVENTOR (ES)
(72) AVENIDA DAS AMERICAS 500, BLOCO 16, NIT
Direccidn LOJA 108 ccC
Teléfono Fax ce [] om []
E-Muil
Domicilio RIC} DE JANBIRO BRASIL Niimero

@ UN NUEVO PRODUCTO PARA EL COMBATE DE GARRAPATAS Y EL PROCESO PARA LA
Tuulo (54)  pprpaRACION

@ Clasificacién Internaclonal (51)

AOIN 26/04, cOTH 15/32._Aglk 2/

Prioridad {33) Pals de Ongen (32) Fecha {31) Nimero de Solicitud
st [X]No [ ]| _URUGUAY AGOSTO 12 2002 27412
@ Para publicar a partir de la fecha de lu presente soheitud a los

6 meses |:|

12 meses I:'

18 meses IZ]

Otro[_]

@ Comprabante de pago No

Fecha AGOSTO DE 2003

Instrueciones parm ¢l diligenciamiuivo del presente formulurio ver roverso de csta pigina




Anexos
E] Comprobante de pago de la tasa de¢ presentacién de la solicitud

EI Comprobante dec pego de la tass por concepto de cxcedenic de palabras cn la publicacién
IE Comprobante de pago por reivindicacién de prioridad

I:l Certificado de existencia y representacitn legal cuando el solicitantic sea personu jundics
D Poderes, s1 fucre el caso

E’ Copia cerfificada de la pnmera solicitud s1 se rervindica pnondad

D Traduccién simple de la primers solicitud, s1 se rervindica priondad

D Documento de cesidn del inventor ul solicitante o as causante

[X] Descnpeién de Ia invencién

[X] Una o mis reivindicaciones

I:] Dibujos y/o plunos neccsanos.

[] De serel caso copra del contrato de acceso

De ser el caso, documento que acredite la licencia o autonzacién de uso de conocimientos tradicionales de tas
comunidades ind{gcnas

[ De ser el caso, certificado de deposito del matensl biolégico
[ Arte finel 12x12

(i) FIGURA CARACTERISTICA

b\
NOMBRE A&lo JARAMILLO CAMPUZANO

FIRMA

Instrucciones para el dihigenciamiento del presente formulano ver reverso de esta pagina.




INEESTERN BE BEDSTRIA EBRERGIA Y

LA DIRECCION NACIONAL DE LA PROPIEDAD
INDUSTRIAL CERTIFICA que con fecha 12 de
agosto de 2002, se present6 bajo Acta N° 27 412 una
solictud de Patente de Invencibn a nombre de
CARLSON INTERNATIONAL INC. de Panama,
para lo denommnado “UN NUEVO PRODUCTO
PARA EL COMBATE DE GARRAPATAS Y EL
PROCESO PARA LA PREPARACION” cuya
memona descriptiva, reivindicaciones y dibujos,
adjuntos, son copua fiel de la documentacaén depomtada
en esta Direccibn A solicitud de parte interesada y
atento a la adhesién de Urugnuay a la Convencién de
Paris (Acta de Estocolmo, 1967) segun Ley N° 14 910
de 19 de julio de 1979, se expide el presente, en la
cudad de Montevideo, Republica Onental del Uruguay,

el dieciocho de octubre del aflo dos mil dos.-
d M

Dr/Ariel Callorda Salvo
Director da la
Propledad Industrisl

)



TITULO. UN NUEV PRODUCTO PARA EL COMBATE DE GARRAPATAS Y EL
PROCESO PARA LA PREPARACION

La presente invencibn se refiere a composiciones farmaco biolégicas, més
precisamente a un nuevo producto y su procedimiento para la fabncacién,
destinado al mercado vetennano para combatir las gamapatas en los rebafos
bovinos de las regiones tropicales y subtropicales del mundo, caractenzado
porque su forma de accion se basa en un novedoso vehiculo oleoso que permite
solubihzar la pnmera Epnnomectina inyectable del mundo con antigencs
especlficos de garrapatas Se trata de un endo y ectoparasiticida myectable, con
accién biolégica contra las infestaciones de gamrapatas Mientras la Eprinomectina
actua con todo su potencial fanmacéutico endecticida, ios antigenos especificos
van implementando una inmunidad gradual conira las garapatas Es por lo tanto,
un agente endecticida de accion mixta, farmacéutica y biolégica

Antecedentes de la invenclén
Sobre las Garrapatas y ¢l Antigeno Protector

La garrapata Boophilus microplus es el ectopardsito méds importante de los
bovinos debwdo a su amplha distnbucin geogrifica, ocumendo en todas las
regiones de clima tropical y subtropical del mundo, entre los paralelos 32° Sur y
40° Norte La morbilidad y mortalidad son causadas por el hematofagismo y por
los agentes patogénicos hemotrdpicos que transmite, siendo este uno de los
mayores problemas en la pecuana bovina (Heméndez, 1997)

El método cldsico de control de gamrapatas, que preconiza el uso de
acancidas de forma sistematica, trae otros inconvenientes, ademas del uso de
estos productos quimicos que llevan al aparecimento de cepas resistentes
Siendo necesanco un tratamiento continuo, fa frecuencia de veces en quoe se
necesita reunir el ganado, lleva a una reduccidn en rendimiento productivo del
rebafio (Montsro, pég 6), sin consxlerar la toxicklad de los acancidas, que afecta
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medic ambiente (Valle, pAdg 22) Entretanto, la utiizacién de esos productos ha
sido la pnncipal medida de control del B microplus, siendo que, desde la década
de 50, la implantacibn de controles estratégicos sosteniendo la simulacidon de
modeloe de poblacion ha terido como objetivo el uso minmo de productos
quimicos, de forma de evitar el desamrolio de cepas resistentes y mantener las
poblaciones de garmrapatas reducidas, sin quebrar la estabiidad inmunoldgica,
frente a los agentes etiolégicos de la tnsteza parastana (Heméndez, 1897)

Las pnmeras sefiales de resistencia del Boophius micropius a los
arsenicales, fueron detectadas al final de la década de 30, en palses de Aménca
del Sur, Afnca y Australia Otros pnncipios activos (6rganofosforados, carbamatos,
piretroides y amidinas) fueron introducidos en el combate a las gamapatas en las
décadas siguientes y siempre con el constante aparecimiento de resistencia a
estos productos quimicos Segin la FAO, actualmente en mas de 24 paises, el B
microplus presenta resistencia a acancidas disponibles En Cuba, la resistencia
del B microplus a érganofosforados fue descrpta por la pnmera vez en 1876 y
actualmente también son resistentes a amidinas (Mano Valdéz, pag 9)

Algunos animales, después de reiteradas infestaciones por garrapatas,
presentan una resistencia adquinda que varla de acuerdo a la mza bovina,
pudiendo ser considerada como un método de control inmunolégico natural, pero
que generalmente es insuficiente para controlar las infestaciones

Las caracteristicas predominantes del ganado existente en el Estado de Rlo
de Janeiro, Brasii, que es constituido de cruzas de ganado holandés y cebd, el que
posee una inmundad natural a las gamapatas intermediana entre el ganado
europeo y asidtico, es favorable para la utlizacidn de la vacuna recombmnante
como medio de control de gamrapatas (Valle, 2001)

Métodos aitemativos de control de garrapatas han sido utlizados, tal como
la introduccién en los pastos de leguminosas capaces de matar a las larvas de las
garrapatas, algunos otros métodos, tales como la ublizacion de garrapatas
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machos esténies, obtenidos por cruzas inter-especies (OSBURN & KNIPLING,
19882) y el control bioldgico utiizando predadores y microorganismos patogénicos
(BRUM eof al, 1092, BITTENCOURT eof a/, 1904) necesitan de una mejor
evaluacion técnicoclentifica para que sean refrendadas como medidas
altemativas de control

Los productos quimicos acancidas han sido utiizados como [a principal
medida para controlar el B microplus Estos producen algunas veces una
morialidad rapida y eficaz en las fases en que el pardsito que se encuentra sobre
el anmal Entretanto, su achvidad sobre las larvas que estdn en el pasto es a
veces imitada (MONTERO et a/, 2001)

Tales medidas aisladamente no trajeron mejorias que permitiesen disminuir
los costos y las pérdidas en la pecuana bovina Paralelamente, no se pueden
evitar los problemas de agresion al medio ambiente y de la resistencia cruzada en
poblaciones de garrapatas que ocurren frecuentemente debido al uso emplinco de
estos productos (Heméndez, 1897)

CARDOZO et a/ (1964) evaluando loa tratamientos acancidas a base de
avermechnas, aplicados via pouron, Inyectable e intraruminal, elaboraron
importantes comentanos sobre {as formas de utiizacién del producto estudiado,
afimando que el uso indebido podra hacerlos Ineficaces

MONTERO et al/ (2001) confimaron que existe una gran imitacién en el
uso de productos quimicos con relacién al desamolio de cepas de B mycroplus
resistentes De tal forma, hay una relacion entre el desamclio de productos
quimicos para el control de gamrapatas y el desamollo de cepas resistentes a los
mismos

El comienzo de la alimentacién de la garrapata sobre un animal que nunca
fue expuesto a infestacibn por este pardsito, es caractenzado por el
reconocimiento de inmunégenos sallvares por parte de células de la epidermis y
de la demia que se concentran en el lugar de la mordida El tipo de inmunégeno
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introducido difiere de acuerdo a la fase del ciclo biolbgico del pardsito (Valle,
2001) Protelnas y otras moléculas inmunogénicas presentes en la saliva de la
garrapata, pueden ser procesadas por células de Langerhans y macrifagos, o por
células dendriticas, y finalmente son presentadas a los drganos linfatcos
secundanos y a los infocitos T Los linfocitos T reconocen a los inmunégenos de
la garrapata y los complejos de histocompatibiidad, en las células presentadoras
de antigeno Los linfocitos T (helper 1 y helper 2) activados, liberardn linfocinas
que funcionardn como inmuno-reguladores, permitendo la generacién de la
respuesta mediada por células y anticuerpos (Mossman & Coffman, 1988) Los
infociios T influencian todavia las reacciones de hipersensibiidad retardada,
ingluyendo la respuesta de hipersensibilidad cutdnea por infiltracion de basdfilos
que ocurmre durante la alimentacidn de la garrapata (Willadsen, 1980, Dvorack et
al, 1970) Inmundgenos, células presentadoras de antigenos, hnfocitos T y
citoquinas contnbuyen para la activacidn de los linfocitos B, los cuales irdn a
producir los anticuerpos que actuaran contra las garrapatas La respuesia pnmana
del pardsito es inhibir la respuesta de hipersensibiidad y la reaccion de los
anticuerpos del hospedero, entretanto son necesanas mayores informaciones para

entender la interaccion de las defensas del hospedero con ia garrapata (Valle,
2001)

La saliva de la garrapata cuando es introducida en la piel de un hospedero
poco sensible, causa la desgranulacion de mastocitos e basdfilos, posiblemente
mediante la hidrélisis enziméatica, producida por enzimas sahvares (Allen, 1878,
Kemp & Boumne, 1880) Por lo tanto son liberados factores quimioestaticos y vaso
activos que pueden contnbuir con el pequefio influjo de leucocitos observado en
los lugares de hgacién de la garrapata en las pnmeras exposiciones del animal
(Sauer, 1985) La formacién de C5a, a partir de la via altemativa del complemento,
puede también contribuir con los influjos celulares en el local (Roberts & Kerr,
1976)

Las gamapatas pueden modular la respuesta natural y adquinda del
hospedero, pues la saliva de este pardsito posee inhibidores de ia via altemativa
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del complemento, de anafilatoxanas y de células adesinas Ademés, la saliva
reduce la formacién de citoquinas por el macrifago, lo que es mportante en la
respuesta inicial contra la garrapata

Las exposiciones repetidas al pardsito, hacen que la gamapata entre en
contacto con loa elementos de la respuesta inmune del hospedero, luego los
Inmundgenos salivares estimulan la respuesta de memona de los linfocitos Ty B

En ammales resistentes, loa baséfilos @ histaminas son atraldos al lugar de
ligacién de la garrapata con el hospedero, por mediadores y linfoctos T Asl, el
complemento es activado por la via altemativa o cldsica, por la presencia del
anticuerpo ligado al antigeno y ioca basdfilos y mastécitos desgranulan cuando el
complejo antigenc/anticuerpo ocupa el receptor celular

En la nmunidad adquirida, los mecaniemos especificos que interrumpen la
ahmentacién y reducen la ovoposicién, son poco conocidos

Los antigenos relacionados con la inmunidad adquinda (natural), son
normaimente aquelios presentes en las partes del pardsito directamente ligadas al
hospedero Esa relacién hace que, debido a las adaptaciones que ocurren en la
evolucién de la relacién hospedero/pardsito, muchas veces el uso de ese antigeno
en la iInmunizacién artificial, no sea eficente Durante los Gitmos afios se viene
buscando usar nuevos antigenos para inducir de forma artficial la inmunidad del
hospedero Estos antigenos, llamados “ocultos®, no participan directamente en la
interaccién hospedero/parasito (Valle, 2001) Por ejemplo, Schiein & Lews (1976)
vacunharon conejos con tejdo muscular de la mosca Sfomoxys calcitrans y
observaron que las mismas, después de la aimentacién, presentaron lesiones
musculares

La pnmera sugestibn para la utlzacidn de nuevos antigenos para
inmunizacién de animales contra la garrapata, fue propuesta por Galun (1875)
Las observaciones de GALUN indicaron la posibilidad de producir vacunas contra

el B mucroplus con el empleo de los nuevos antigenos funcionales, también
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llamados antigenos ocultos, los cuales pueden ser clasificados como aqueilas
moléculas de importancia fisioldgica para el pardsito y que normalmente se
encuentran ajenas a la interaccién hospedero/parésito

Varios antigenos ocultos de Boophilus micropius fueron aislados, siendo el
mae conocido el Bm88, una plicoproteina de superficie de membrana de las
céiulas digestivas del intestino medio de hembras del B microplus La protelna
Bm88, tiene peso molacuiar determinado en 880000 D y punto isoeléctnco entre 5,1
y 5,6 (Heméndez, 1897)

RAND ef a/ (1988), aslaron clones de cDNA relacionados con la
ghcoproteina Bm88, los cuales fueron punficados y homogeneizados

RODRIGUEZ ef al (1894), empleando técnicas de radioinmunoensayo Yy
cDNA-PCR, también aislaron y amplificaron el gene que codrffica el antigeno Bm86
de B mucropius, expresandolo en vanos sistemas, Incluyendo la levadura
meilotrofica P pastons Esta expresion indujo un aumento en el potencial
inmunogénico, pues ia molécula es secretada en la forma ghcosilada, onginando
particulas de 20-38 nm de didmetro, denominadas también de antigeno
recombinante - rBm86 La proteina Bm86 tuvo su capacidad inmunogénica
mantenida cuando se obtuvo por vila recombinante, posibilitando la produccién de
vacunas comerciales

La vacuna comercial fue entonces producida en gran escala, utilizdndose la
levadura — P pasfons — en la cual se introdujo el gene codificante para la proteina
Bm86 (Montero, pag 7)

La vacuna es capaz de inducir una respuesta inmunolégica que permie
mantener a los pardsitos bajo control, teniendo una perspectiva de proteccion mas
prolongada, sin los problemas ambientales causados por los acancidas quimicos

El efecto sobre las garrapatas que parasitan a los bovinos vacunados, ha

sido estudiado histoldgicaments, observAndose una ruptura de las células
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digestivas, seguida por una penetracién de células del hospedero en la hemolinfa
del pardsito, sin observarse dafio alguno en ios tejdos salivares La vacunacién
provoca lesiones expresivas al parasito durante la fagse adulta, pero en las fases
larvales, los dafios no son tan imporiantes, generaimente llevando apenas a un
retardo en el desarrollio de la ninfa (Valle, 2001)

Se sabe actuaimente, que el sistema complemento tiene funcién esencial
en la respuesta iInmune que ocume contra el antigeno de mucosa y es la causa de
parte de ias lesiones provocadas en el intestino de las gamapatas La importancia
de la participacién del complemento en los eventos degenerativos en el intestino
del pardsito fue comprobada al venficarse que garrapatas almentadas con suerc
bovino de animales vacunados, pero libres del complemento, no presentaron las
lesiones caracteristicas {Coons et al, 1988) Las células intestinales lesionadas
por la vacuna, son las células digestivas, cuya funcidon esencial es realizar la
endocitosis y digestion intracelular de la sangre, que es el aimento fundamental
de la garmapata (Hamilton et al , 1891)

El mecanismo de accién del antigeno vacunal Bm 86 en la gamapata, puede
ser resumido de la siguiente manera la sangre del animal vacunado, contiene
altos niveles de anticuerpos y de ofros elementos mediadores de la respuesta
inmune, tal como el complemento Cuando la sangre de este bovino vacunado es
ingenda por la gamapata, los anticuerpos especificos se fijan al antigeno, y, en
este caso a la superficie de las células digestivas del parasito, donde ocasiona
severos daflos morfo-fisioldgicos Las alteraciones morfologicas mas
frecuentemente observadas en gamapatas engurgitadas, sobre animales
inmunizados son alteraciones en la conformacién y en la coloracién, el pardsito se
torna achatado y rojizo debido a la ruptura de |a glandula accesona de los drganos
reproductores Estos dafios pueden ser observados por la reduccién del nimero y
del tamafio de las hembras alimentadas, reduccién de la ovoposicidon y en la
fertiidad de los huevos, lo que provoca la calda del potencial reproductor de las
garmrapatas en generaciones sucesivas y lleva a la disminucién de las poblaciones

en los pastos (COBON et a/, 1995, RODRIGUEZ ef al, 1895b) MIHISTERID DE HWGUSTTA, EXCRCIA
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En expenencia realizada con ganado holandés y mestizo a campo, en
piquetes, RODRIGUEZ of a/ (1985a) observaron reduccién significativa del
nimero de teleoginas sobre los hospederos, durante 36 semanas de desaflo,
concluyendo que el antigeno recombinado en P pastons, designadoc GAVAC™,
puede ser indicado para controlar poblaciones de B microplus en generaciones
sucesivas en los pastos

VANEGAS et a/ (1985), observaron que la inmunizacidn sistemética de los
bowinos, con antigenos vacunales rBmB86, redujo el nimero de tratamientos
acancidas en el rebafio, asl como la iIncidencia de las hemoparasitosis

RODRIGUEZ eof al (1985a) en prueba bajo condiciones controladas,
usando rBmB86 frente a dos cepas mejicanas de B micropius, Mora y Tuxpan,
resistentes a garrapaticidas organofosforados y piretroides, observaron Ia
reduccién del nimero de garrapatas sobre el hoapedero, obteniendo eficacia de
56% a 58%, respectivamente Los autores seflalaron que, al prncipio, no
observaron diferencias entre el nimero de gamapatas sobre los animales
vacunados y de control, asl como en la morfologla y aspecto de estos, pero recién
a partir de 48 y 58 dias después de ia pnmer dosis para la cepa Tuxpan y Mora,
respectvamente

En prueba de establo, MASSARD et al (1885), obtuvieron resultados de
40% en la reduccibn del nimero de teleoginas en animales vacunados con
relacion al grupo de control Otros parametros evaluados fueron reduccidn del
pesc de las hembras (68 2%), reduccién en las posturas (8 0%) y reduccién de la
ferhlidad de los huevos (10 0%) Considerando los diferentes Indices venficados,
la eficiencia integral de este antigeno frente a la cepa brasilefia del B microplus,
llegd a 51%

RODRIGUEZ ef al (1985b), observaron que la vacuna redujo las
infestaciones de gamapatas en los rebafios estudiados, no obstante haber habido
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vanaciéon en la respuesta inmune de los anmales a campo, dependiendo de la
regién, raza, individuo y factores chiméticoa

En trabajo realizado por Valle (2001) en Cuba, fue posible reducir el nimero
de bafios con garrapaticidas de 26 al afio en 1987 para 2,5 al afio en 2000 El
mismo trabajo informa que el gasto con acaricidas fue reducido de 208 Iitros en el
primer aflo (1997) para 22 Itros en el Gttmo afio de evaluacién (2000)

Un efecto importante observado a lo largo de todo el tratamiento
expenmental es la reduccibn significativa en la incidencia de Babesiosis
(MONTERO et a/, 2001)

Sobre la Eprinomectina

La Epnnomectina, la (4°R)}-4"-ep1 (Acetylamino)-4"-deoxyavermectin B1, es
un denvado semsintético de la famiia de las avermectina, procede de la
fermentacion de cepas de Streptomyces avermectihs, la estructura bésica consiste
de una lactona macrociclica de 16 miembros, donde el C-17 y C-25 estdn
fusionados a un grupo espiroacetal, el C-2 y el C-8 estén fusionados a una unidad
hexahidrofurano y en la posicion C-13 contiene un azdcar, un disacando
(Raymond J Cvetovich, Denmis H Kelly, Lisa M DiMichele, Richard F Shuman
and Edward J J Grabowski Syntesis of 4"-epr-Amino-4"-deoxyavermectins B1
J Org Chem 1994, 59, 7704-7708)

La Epnnomectina es una mezcla de dos homoélogos, epnnomectna B1ia
(80%) y epnnomectina B1b (10%) con la diferencia entre si de un grupo metieno
en el C-25,

Estas estructuras benen un amplio espectro de actividad contra nematodes y
artrdpodos vy su efectvidad contra ambos endo y ecto pardsitos ha llevado a
denominarias endectocidas La Epnnomectna es una molécula endectocida de
uitma generacion
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El modo de accién farmacéutica de estas moléculas es aumentando la
permeabildad de las células musculares y nerviosas de los parasitos para los lones
cloro, ocasionando la paralizacién y muerie de los mismos La molécula se liga a los
canales del cloro controlados por el glutamato, caracteristicas de las células de
invertebrados También pueden asociarse a coiros canales de cloro controlados por el
GABA. Como los mamiferos no poseen este tipo de canal de cloro controlado por
glutamato, estas lactonas macrociclicas presentan un alio grado de seguridad,
inclusive en dosis inplicadas

Los productos a base de Epnnomectina presentes en el mercado, son de
aplicacidn tdpica, o sea, una solucidon de Epnnomectina al 0,5% p/v (0,5 g por 100
mL), es derramada sobre la piel del dorso del animal a la dosis de 0 5 mg/Kg de
pv (0 1 mL/10 Kg de p v) Esta forma de aplicacién es conocida como “pour-on”

La via tépica o pour-on tene algunas ventajas en io que se refiere a la
segundad del aplicador, perc es también enormemente afectada por vanas
situaciones que pueden disminuir su eficacia por la imprecisién de su doatficacién,
como

oEl pelaje del animal, el estado de la piel, la presencia de quemaduras, escaras
u otros problemas pueden afectar la absorcion cutdnea del pnncipio activo y
asl penudicar su eficiencia como droga

elos factores ambientales, en 4reas de seca donde los animales tienen
muchas particulas de polvo en su dorso (frecuente en dreas de seca
prolongada) o en el caso que los ammales tengan su dorso sucio con barro o
heces, la aplicacion topica sufre efectos adversos En regiones tropicales o
subtropicales, con cambios de chma sGbitos y ante la eventualidad de lluvias
torrenciales enseguida de las aplicaciones, pueden afectar la eficiencia de
adsorcidn asl como en dias de fuerte madiacidn solar donde el producto
pueda cnstahzar en e! dorso del animal antes mismo que se inicie el proceso
de absorcion cutdnea

(RESTERD DE WNCUSTRA, ERERGIA
Y RIRERIA

o &

CCCION NAGIONAL DE LA
lemm WOUSTRIAL
URUGUAY




Todas estas condicionantes adversas toman obligatona la necesidad de
colocar cantidades de droga mayores que el doble de lo que sena necesario para
combatir el parasto Esta adicién suplementana tan elevada de prncipio actvo
tiene consacuencias sconémicas referentes al costo por animal tratado y podréa
tener algin Impacto ambiental en el medio ambiente rural

Durante la busqueda de una molécula con accidn endectocda y al msmo
tempo, que no sea eliminada por las gnﬁas de la lache en los animales de
produccidn, surgen una sene de estudios que culminan con la obtencidn de ia
Epnnomectna

Pnmeramente, los trabajoe de Shoop, Demontigny et al , en 1896, demostraron
que las moléculas de avermectina/milbemycina, podian ser manipuladas para
mejorar su accién o disminuir el coeficiente de particién (leche/plasma) en anmales
lecheros durante el periodo de produccidn

Posterrormente se investigaron vanas moléculas que presentaban el C-22,23
insaturado y finalmente aquellas con el C4 epi-amino analégico insaturado en el C-
2223 Fue justamente este subgrupo que mostd® los menores ratos de
leche/plasma La molécula fue denominada, por lo tanto, como 4-epi-acetylamino, 4-
desoxy avermectin B1

Alvinene et al , en 1889, concluyeron que solamente 0,1% de la droga aplicada
fue elminada en la leche O sea, 50 veces menos sl comparado con vermectina o
moxidectina

inciaimente lanzada en el mercado por la via tépica a 500 ug/kg de peso vivo,
la Eprinomectina, es ahora presentada, por pnmera vez, por la via inyectable,
subcutdnea o intramuscular, gracias al desamolio de un vehiculo novedoso que
ademas de promover mejorias a la farmacocinética y biodisponibiidad de la
molécula, permite la asociacion de dos antigenos especificos contra el Boophilus
microplus
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La Epnnomectina actia en la via inyectable con mas eficacla, presentando
una biodisponibilidad mayor y asl expresando toda su caracterishica endectocida,
actuando sobre gusanos redondos gastrointestinales y puimonares, uras, piojos
chupadores y masticadores, dcaros conépteros y sarcépteros, mosca de los
cuernos y garapatas

La accidbn mixta, farmacéubca y vacunal, determina que los animales
permanezcan hmpios de pardsitoe intemos y externos (pnncipalmente gamrapatas) y,
con el tempo, va determinando en las sucesivas aphcaciones, una inmunxdad
protectora de implantacién gradual que va a permitir un mayor intervalo entre
tratamientos y una dismmucidn dréstica de las infestaciones de gamapatas

El espaciamiento de los tratamientos tendrd una expresiva disminucién de la
cantdad de droga necesana, para garantizar el control

La adicion de antigencs especificos, obtenklos a partr de proteinas
intestinales de las garrapatas y secuenciadas por ingenierfa genética en cepas de
levaduras estandarizadas, adyuvadas en un vehiculo inyectable especial, &
determinando graduaimente una inmunidad contra las garapatas, permiendo que
en un plazo de 2 anos se consiga un estatus tipico de control, sin eiminacién total de
las mismas

Esta situacion es la mas deseable, porque resuelve los problemas de esta
insidicaa infestacin sin que los animales pierdan la pre-nmunizacién contra las
enfermedades (babesiosis y anaplasmosis) transmitdas por las gamrapatas Este
hecho permitird el transporie y desplazamento de anmales tratados de dreas
controladas a dreas endémicas no tratadas, sin peligro del aparecimiento del "shock
hemolitico®

El producto se destina al combate de parasitos intemos y extemos de los
rebafios de cria y lecheros de las regiones fropicales y subtropicales del mundo que
estén infestados con gamrapatas
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La Epnnomectina, ahora disuelta en un vehiculo inyectable especial, tendra
una dosis de droga por kio de peso vivo 50% menor a la formula onginal de
utilizacadn topica

+Via inyectable de 200 a 250 ug/kg de peso vivo

«Via topica 500 ug/kg de peso Vivo

La molécula permite un periodo de descarte cero de la leche y de la came de
los animales tratados También es una molécula que no afecta el medio ambiente,
ya que el producto rdpidamente se neutraliza en el suelo cuando se liga a las
particulas

Su elminacidn ocurre fundamentaimente en las heces (85%) Yy
comprobadamente no afecta a la flora de insectos y coledpteros que procesan
estas heces en el suelo

Sobre el novedoso vehiculo Inyectable

El nuevo producto objeto de esta invencion es el resuitado del desamoilo de
un novedoso vehiculo inyectable que puede, al mismo tempo, solubilizar dosis
de hasta 0 5% a 3 5% de Eprinomectina y presentar 2 antigenos especificos que
acaban produciendo en el animal mmunidad actva y gradual contra las
garmmapatas

El vehiculo inyectable especial es un aceite asociado a denvados de
aminoalicholes, ésteres y tensoactivos

Los ésteras y tensoactivos permiten que la mezcla de Epnnomectina y de
ios antigenos contra garrapata se puedan mezclar con el acerte transformédndose
en una emulsidn estable gracias al equilibno hidréfilo-lipéfilo de los diferentes
componentes El agregado de los aminoaicoholes le otorga a la emulsién
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estabilidad termodinamica adicional & la temperatura de conservacion (de +2°C a
+4°C) del farmaco-biolégico

Esta invencién provee de un vehiculo cuya composicion contiene los
siguientes ingredientes

a)Matnz olecsa acerte mineral, vegetal o animal, aitamente punficado, pudiendo
este componente estar presente en la formulacién a razén de 60 a 75%
(porcentajes en peso por volimen piv)

b)Un tensoactivo o mezcla de tensoactivos no 1onicos tales como los esteres de
sorbitan, polioxietienados o no, esteres de alquilo polioxietiienados, los denvados
polioxietilenados del acerte de ncino, los esteres de polighceroles, los alcoholes
grasos polioxietilenados Los tensoactivos deberan ser incorporados al aceite en
canbdades tales que asegure una vez constituida la emulsion con la fase acuosa
esta permanezca estable en el iempo Se propone que la mezcla de tensoactiva
posea un HLB de 53 y se encuentre presente en la formulacibn en una
concentracién entre 9 y 12 % p/v(porcentajes en peso por vollimen p/iv)

d)Aditivo orgénico presente en la formulacion para la mejora de la performancia
de la emulsién una vez elaborada Para la seleccibn de este ingredients se
realizaron expenmentos senados donde se utiizaron distntas moléculas quimicas
entre las que se encuentraron Trietanolamina, Alcohol bencllico, Acetona,
Dimetiformamida, Monoetileter, Propilenglicol a parbr de los cuales se elaboraron
las diferentes emuisiones y luego se observd la establidad de la misma a dos
temperaturas diferentes 37°C y 56°C El aditvo organico prefendo fue la
tnetanolamina en un rango de concentracidn de 0 1 a 0 05% (porcentajes en peso
por volumen p/v)

e)Un Antoxidante o mezcla de ellos, que puede ser el Butlhidroxianisol o
Butihidroxitolueno Las concentraciones en las que apareceria en la formulacion
final respetarian las indicaciones de las Farmacopeas farmacéuticas o CFR 21
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El vehiculo CARACTERIZADO en el parrafo antenor le otorga al producto
final las sigwientes caracteristicas inmunégenas

eACCION DE CUERPQOS QUE CONSITA EN EL SITIO DE INOCULACION LOS
ELEMENTOS DE DEFENSA DE PRIMERA LINEA (PRINCIPALMENTE
MACROFAGOS)

®ELUCION LENTA DE LOS PRINCIPIOS ACTIVOS (slow release)

oMIGRACION POR VIA LINFATICA CREANDO OTROS CENTROS DE
REACCION EN EL SISTEMA RETICULO ENDOTELIAL

En la formula los pnncipios activos el férmaco Epnnomectina y el
bioldgico antigenos contra gamapata, inmersos en el vehiculo se eluyen
lentamente (slow release), de esa forma el efecto antiparastano del farmaco se
prolonga en el tempo por su persistencia en sangre a través del tempo (Larga
Accién) y la implantacion de la mmunidad es gradual y sostenida

La implantacién de este tipo de inmunidad es muy compleja y lenta, es
resultado del efecto “booster” de vanas aplicaciones suceswvas

Luego de cada aplicacién del nuevo producto el rebafio va aumentando
progresivamente la inmunidad contra [as garrapatas Esta mmumdad resuitante
permite aumentar el espacio entre los tratamientos y reducir las poblaciones de
gamapatas cada vez mas En resumen, la adminstracién del nuevo producto
disminuye ia necesidad de los tratamientos y reduce el manejo estresante del
rebafio

Por dltimo, a los efeclos de evitar la transmisién de enfermedades
latrogénicaments, el nuevo producto vendré acompafiado de un peine de agujas
de inyeccidn para que $e use una aguja por animal

Este nuevo producto no se limita a presentar una Epnnomectina inyectable

de mayor eficacia gracias al binomio dosis/efecto, mucho mas pragm;g‘qp‘ﬁjlﬁﬁm EX=ACIA
.

3

15 ;
\"'5’
DIRECCION NACIONAL DE LA
FROMCDAD INDUSTRIAL

URUGUAY




aplicacion ‘pour-on”, sino que al miamo tempo que el producto elimna las
garrapatas quimicamente, va preparando el animal para dejario inmune a los
parasitos

Esta Invencion proporciona un nuevo producto que se aplica por la via
inyectable siendo por lo tanto mas segura Su aplicacién es méas precisa y no es
afectada por las inclemencias del tiempo (fuerte wradiacién solar o lluvias
torrenciales) después de la aplicacion topica Al mismo tiempo que el hacendado
elmina las garrapatas quimicamente, él estd dejando a su rebafio nmune y de
esta forma, generando una situacién de “control” donde las poblaciones de
gamapatos disminuirdn progresivamente hasta tomarse inocuas y no causando
més pérdidas por deplecibn de sangre, transmisdn de enfermedades o
depreciacién de cueros

Sobre el proceso de formulacién del producto

La invencién también se refiere a un nuevo proceso para la fabncacion del
nuevo producto que comprende los siguiente pasos

Fase Advuvante - Temperatura de 50°C

oFiltraci6n de aceite para estenlizacién

El aceite mineral es adicionado a los tensoactivos previamente termostatizados a
60° C Toda la mezcla es homogeneizada a esa temperatura en tanques
sanitanos absolutamente secos y sobre aimésfera de nitrégeno

eSe nyecta a presibon de nitrgeno al tanque de formulacin y se somete el
producto al proceso de filtracidn por cartuchos filirantes clarficantes y
esteniizantes con poro de 0 22 milimicras

oEl fitrado esténl serd recibido en tanque de acero inoxidable 318, con electro-
pulmento sanitano, previamente estenlizado, seco y con atmésfera de
nitrébgeno
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oTermostatizar a 4°C -~ MEZCLA 1

] oluble - T

el os antigenos acuosos formados por [as suspensiones de matenal recombinante
de proteinas del sistema digestivo de la garrapata Boophilus microplus y
obtenidos por fermentacion bacteriana, son adicionados a la solucion de
Epnnomectina La solucidon de Eprinomectina se prepara mediante la disolucidn
del fdrmaco en un vehliculo hidrosoluble en una concentracion que puede ir
desde 025% a 20% piv (eprinomectna en vehiculo hidrosoluble) La
concentracidn de Epnnomectina en el producto final debe ser de 0 5% - 3 5%
p/v y la dosis ha administrar del producto final debe ser de 200 a 250ug de
epnnomectina/Kg de peso animal

Una vez obtenida una suspensibn homogénea, esta es lentamente colocada
sobre fuerle agitacion sobre la mezcia 1 de acerte y tenso activos a +4°C

La pre-mezcla es agtada durante 2 horas para después ser
homogeneizada por el pase en mohnos coloidales o homogeneizador de alta
presion del ipo GAULIN

El producto terminado serd mantenido a +4° C durante su periodo de vida
util y serd envasado en frascos de tipo ampolla con tapa de goma mitrllica para
profusidn y con sello de aluminio

BREVE DESCRIPCION DE LA INVENCION

Un objeto de Ia presente invencidn es presentar el principio activo Epnnomectna
por la via inyectable

La Epnnomectina (4-epr-acetylamino-4-desoxy avermectin B,) es una molécula de
ulima generacion de la clase de las lactosas macrocichcas

e o e 2,y
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Esta molécula ha sido inicialments lanzada al mercado solamente por la via tdpica
en una dosis de 500 pg/kg de peso vivo La via propuesta por este nuevo producto
determina simiar accién terapéutica en dosis muy feriores 200-250 ug/kg de

Peso VIVo

Otro objeto de esta nvencibn es unr en un mismo vehlculo, el farmaco
Eprinomectna y los antigenos especificos contra la garapata (explicado
anteriormente) De esta forma, el productor lechero o ganadero, al mismo tiempo
que desparasita sus animales, va generando en su rebafio una inmunidad contra
las garrapatas, que puede permanecsr por un periodo de dos afios

Aun mas, otro objeto de ia invencidn es que el novedoso vehicuio determina un
efecto de liberacién retardada de los principios activos, lo que va a determinar un
mayor espacio de tiempo entre los tratamientos

Un nuevo objeto de la invencidn es conseguir una disminucién gradual de la
cantidad de droga mnsechcida necesana al combate de las gamapatas, influyendo
drdsticaments en todos los impactos ambientales que estos productos puedan
causar
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REIVINDICACI NES

1 Un producto farmaco biolégico o fdrmaco vacuna destinado al mercado
vetennano para combatr las garrapatas en los rebafios bovinos de las regiones
tropicales y subtropicales dal mundo, caracterizado porque su forma de accion se
basa en un novedoso vehiculo que permite solubilizar la pnmera, Epnnomectina
inyectable del mundo, en dosis de 200-250 ug/kg de peso vivo, con antigenos
especlficos de gamrapatas, méas especificamente porque su accidn pnncipal es
vehiculizar al mismo tlempo y por la via inyectable, una lactona macrociclica de
Gltma generacidn y antigenos contra las garrapatas

2 El producto de acuerdo a la reivindicacién 1, caractenzado por ser el resultado
del desarrollo de un novedoso vehiculo inyectable que puede, al mismo tiempo,
solubiizar dosis desde 0,5% a 3,5% de Epnnomectina y presentar 2 antigenos
especlficos que acaban produciendo en el animal inmunidad activa y gradual
contra las garapatas

3 El producto de acuerdo con las reivindicaciénes 1 y 2, en donde el vehiculo
inyectable especial es un aceite que se asocia a ésteres y otros tensoactvos,
donde estos tensoactivos permitirdn que la solucidn de Eprinomectina se puedan
mezclar con la solucidn acuosa contra ias gamrapatas, transformédndose en una
emuisibn estable gracias al equilibno hidndfilo-lipéfilo de la emulsion a la
temperatura de conservacion del farmaco-biolégico (+2 a +4° C)

4 El producto de acuerdo a ia revindicacién 3, que contiene en su formulacidn un
vehiculo novedoso caracterizado por a) Una matnz olecsa constitulda de aceite
altamente punficado en la concentracibn de 80-75%p/v, b) Un tensoactivo o
mezcia de dos de elios tal que posea un HLB de 5 3 y que se encuentre presente
en la formulacién en una concentracidn entre 89 y 12 % p/v ¢) Un aditivo orgédnico,
tnetanolamino (TEA) en la concentracién de 0 1 a 0 05%p/v e) Un uantloxldante o
mezcia de ellos
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5 El producto de acuerdo con la reivindicacidn 4, caractenzado porque contiene
en su formulacidn un vehiculo cuya matriz oleosa a) es un acete de ongen
mineral

6 El producto de acuerdo con la revindicacion 4, caractenzado porque contiene
en su formulacién un vehiculo cuya matnz oleosa a) es un aceite de orngen

vegetal

7 El producto de acuerdo con la reivindicacion 4, caractenzado porque contene
en su formulacién un vehiculo cuya matnz oleosa a) es un aceite de ongen animal

8 El producto de acuerdo con la revindicacidn 4, caractenzado porque contiene
en su formulacion un vehiculo cuyo fensoactivo b) puede ser elegido en el grupo
de esteres de sorbitan, polioxiehlenados o no, esteres de alquilo polioxietienados,
denvados polioxietilenados del aceite de ncino, esteres de poligliceroles y
alcoholes grasos polioxetiienados

8 El producto de acuerdo con la reivindicacidn 4, caractenzado porque contiene
en su formulacién un vehiculo cuyo antoxidante e) es el butidhidroxitolueno

10 El producto de acuerdo con la revindicacién 4, caractenzado porque contiene
en su formulacién un vehiculo cuyo antioxidante e) es el butilhidroxianisol

11 El producto de acuerdo con la remndicacién 4, caractenzado porque contiene
en su formulacion un vehiculo cuyo anboxidante ) es una mezcla de
butiihidroxianusol y butilhidroxitolueno en la proporcién (1 2)

10 E! producto de acuerdo a la remndicacién 4, caractenzado porque el novedoso
vehiculo produce en el pnncipio activo un efecto de liberaciéon retardada, lo que va
a determina un mayor espacio de tiempo entre los tratamientos
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11 Un proceso para la preparacidn del producto, de acuerdo a cualquera de las
remndicaciones 1 a 3, que comprende dos fases, siendo la pnmera una fase a
temperatura de 50° y la segunda una fase a temperatura de +4°C

12 Un proceso para la preparacion del producto, de acuerdo a la revindicacién
11, donde la primera fase consiste en las siguientes etapas Fitracidn de acene
para estenlizacion, el aceite es adicionado a los agentes tensoachvos
termostatizados a 50° C, donde toda la mezcla es homogeneizada a esa
temperatura en tanques santanos absolutamente secos y sobre atmésfera de
nitrégeno, donde bajo atmésfera de nitrégeno al tanque de formulacidn, se somete
el producto al proceso de filtracibn por cartuchos filtrantes clanficantes y
estenlizantes absolutos con poro de 0,22 miimicras, donde el filtrado esténl serd
recbido en tanque de acero Inoxidable 316, con electro-pulimento sanitano,
previamente estenlizado, seco y con atmésfera de nitrégeno

13 Un proceso para la preparacion del producto, de acuerdo a la remndicacion
11, donde la segunda fase consiste en las siguientes etapas Los antigenos
acuosos formados por las suspensiones de matenal recombinante de protsinas
del sistema digesivo de la gamapata Boophius microplus y obtenidos por
fermentacién bactenana, son adicionados a la solucion de Eprninomectina La
solucién de Epnnomectina se prepara mediante la disolucién del fArmaco en un
vehiculo hidrosoluble en una concentracién que puede ir desde 0 25% a 20% piv
(epnnomectina en vehiculo hidrosoluble) La concentracién de Epnnomectina en el
producto final puede ser de 0 5% a 3 5% p/v y la dosis ha administrar del producto
final debe ser de 200 a 250ug de eprinomectina/Kg de peso ammal, Una vez
obtenida una suspensién homogénea, esta es lentaments colocada sobre fuerte
agiacién sobre la mezcla 1 de aceite y tenso activos a +4° C

14 Un proceso para |a preparacién del producto, de acuerdo a la reivindicacion
11, 12 y 13, donde Ila pre-mezcla es agitada durante 2 horas para después ser
homogeneizada por el pase en molinos coloidales o homogeneizador de alta
presidn del tipo GAULIN, donde el producto terminado serd mantenido a +4° C

- - -

y e
w) i L

21

DR 2 A
PROPILTID |
URUG

™

§ o+l 2L,
LJSIEY !
VAR




durante su periodo de vida Gt y serd envasado en frascos de tipo ampolla con
tapa de goma nitrllica para perfusidn y con sello de aluminio

15 La invencién como se ha descrito hasta aqul
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RESUMEN DE LA INVENCION

Un objeto de la presente invencidn es presentar el pnncipio activo Epnnomechna
por la via inyectable

La Epnnomectina (4-epi-acetylammo-4-desoxy avermectin By) es una molécula de
ultima generacion de la clase de las lactosas macrociclicas

Esta molécula ha sido inicialmente lanzada al mercado solamente por la via tépica
en una dosis de 500 pg/kg de peso vivo La via propuesta por Epnnovax determina
similar accion terapéutica en dosis muy infenores 200-250 ug/kg de peso vivo

Otro objeto de esta invencién es unir en un mismo vehiculo, el farmaco
Epnnomectina y los antigenos especificos contra la garapata De esta forma, el
productor lechero o ganadero, al mismo tempo que desparasita sus amimales, va
generando en su rebailo una inmumidad contra las gamrapatas, que puede
pemanecer por un perlodo de dos afios

Aun més, ofro objeto de la Invencién es que el novedoso vehiculo determina un
efecto de hiberacién retardada de los principios activos, lo que va a determinar un
mayor espacio de tempo entre los tratarmientos

Un nuevo objeto de la invencién es conseguir una disminucidon gradual de la
cantidad de droga insecticida necesana al combate de las gamrapatas, influyendo
drasticamente en todos los impactos ambientales que estos productos puedan
causar

18




RESUMEN TECNIC

El objeto de invencidon de esta patente es un nuevo producto y su método de
fabncacidn dingido al mercado vetennano mundial, especialmente para aquelias
regiones infestadas por garrapatas

Su acaodn pnncipal es vehicuhzar al mismo tempo y por la via inyectable, una
lactona macrociclica de ulbma generacién y un antigeno contra las garrapatas

Las ventajas pnncipales del producto son las de disminuir la dosis de droga,
gracias a la via inyectable, sin ser afectada por los problemas de la via tdpica
Mas aun, la droga pasa a ser liberada en un efecto retardado (slow release),
distanciando las aplicaciones

Finaimente, el uso continuado del producto generard una inmunidad especifica
contra las gammapatas, controlando la plaga en el establecimiento
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TITUL UNNUEV PR DUCTO PARA EL COMBATE DE GARRAPATAS y el
PROCESO PARA LA PREPARACION del PRODUCTO
DECRIPCION DE LA INVENCION

La presente mvencidn se refiere a composiciones farmaco bioldgicas, maés
precisamente a un nuevo producto y su procedimento para la fabncacion,
destinado al mercado vetennano para combatr las garrapatas en los rebafios
bovinos de las regiones tropicales y subtropicales del mundo, caractenzado
porque su forma de accién se basa en un novedoso vehliculo oleoso que permite
solubilizar la pnmera Epnnomectina inyectable del mundo con antigencs
especificos de garrapatas Se trata de un endo y ectoparasiicida inyectable, con
accién biolégica contra las infestaciones de garapatas Mientras la Epnnomectina
actua con todo su potencial farmacéutico endecbcida, los antigenos especificos
van implementando una inmunidad gradual contra las garrapatas Es por lo tanto,
un agente endechcida de accién mixta, farmacéutica y biolégica

Sobre las Gamrapatas y el Antigeno Protector

La gamapata Boophius microplus es el ectoparasito més importante de los
bovinos debido a su amplia distnbucdn geogréifica, ocumendo en todas las
regiones de cima fropical y subtropical del mundo, entre los paralelos 32° Sur y
40° Norte La morbilidad y mortalidad son causadas por el hematofagismo y por
los agentes patogénicos hemotrépicos que transmite, siendo este uno de los
mayores problemas en la pecuana bovina (Hemandez, 1997)

El método clasico de control de gamapatas, que preconiza el uso de
acancidas de forma sistematica, trae otros inconvenientes, ademéas del uso de
estos productos quimicos que llevan al aparecmiento de cepas resistentes
Siendo necesano un fratamiento continuo, la frecuencia de veces en que se
necesita reunir el ganado, lleva a una reduccidn en rendimiento productivo del
rebafio (Montero, pag 6), sin considerar la toxicidad de los acancidas, que afecta




la salud de los animales, del Hombre y de la contaminacién que producen en el
medio ambiente (Valle, pdg 22) Entretanto, la utiizacién de esos productos ha
sida la pnnaipal medida de control del B microplus, siendo que, desde la década
de 50, la implantacibn de controles estratégicos sosteniendo la simulacién de
modelos de poblacién ha temido como objetivo el uso minmo de productos
quimicos, de forma de evitar el desarrollo de cepas resistentes y mantener las
poblaciones de garrapatas reducidas, sin quebrar la estabiidad inmunolégica,
frente a los agentes etiolégicos de la tnsteza parasitana (Hemandez, 1997)

Las pnmeras sefiales de resisiencia del Boophilus microplus a los
arsenicales, fueron detectadas al final de la década de 30, en palses de Aménca
del Sur, Afnca y Australia Otros pnncipios activos (Grganofosforados, carbamatos,
piretroides y amidinas) fueron introducidos en el combate a las gamapatas en las
décadas siguientes y siempre con el constante apareamiento de resistencia a
astos productos quimicos Segun la FAQ, actualmente en més de 24 palses, el B
microplus presenta resistencia a acancidas disponibles En Cuba, la resistencia
del B mucroplus a érganofosforados fue descnpta por la pnmera vez en 1976 y
actualmente también son resistentes a amidinas (Mano Valdéz, pag 9)

Algunos animales, después de reiteradas Iinfestaciones por garrapatas,
presentan una resistencia adquinda que varla de acuerdo a la raza bovina,
pudiendo ser considerada como un método de control iInmunolégico natural, pero
que generalmente es insuficiente para controlar las infestaciones

Las caracterishcas predominantes del ganado existente en el Estado de Rio
de Janeiro, que es constituido de cruzas de ganado holandés y cebu, el que posee
una inmunidad natural a las garrapatas intermediana entre el ganado europeo y
asiatico, es favorable para la utilizacién de la vacuna recombinante como medio de
control de garrapatas (Valle, 2001)

Métodos alternativos de control de garapatas han sido utlizados, tal como
la introduccion en los pastos de leguminosas capaces de matar a las larvas de las




gamrapatas, algunos otros métodos, tales como la utiizacibn de garrapatas
machos esténles, obtenidos por cruzas inter-especies (OSBURN & KNIPLING,
1982) y el control biolégico utiizando predadores y microorganismos patogénicos
(BRUM et al, 1992, BITTENCOURT et al, 1994) necesitan de una mejor
evaluacidn técnico-cientifica para que sean refrendadas como medidas
alternativas de control

Los productos quimicos acancidas han sido uthzados como la prnincipal
medida para controlar el B microplus Estos producen algunas veces una
mortalidad rdpida y eficaz en las fases en que el parésito que se encuentra sobre
el animal Entretanto, su actividad sobre las larvas que estin en el pasto es a
veces imitada (MONTERO ef &/, 2001)

Tales medidas aisladamente no trajeron mejorfas que permitesen disminuir
los costos y las pérdidas en la pecuana bovina Paralelamente, no se pueden
evitar los problemas de agresion al medio ambiente y de la resistencia cruzada en
poblaciones de gamapatas que ocurre frecuentemente debido al uso empinco de
estos productos (Herndndez, 1997)

CARDOZO et al (1994) evaluando los tratamientos acancidas a base de
avermectinas, aplicados via pour-on, inyectable e intraruminal, elaboraron
importantes comentanos sobre las formas de utlizacidén del producto estudiado,
afimando que el uso iIndebido podra hacerlos ineficaces

MONTERO et al (2001) confirmaron que existe una gran imitacién en el
uso de productos quimicos con relacién al desarrollo de cepas de B microplus
resistentes De tal forma, hay una relacién entre el desamvllo de productos
quimicos para el control de garrapatas y el desamrollo de cepas resistentes a los
mIsmos

El comienzo de la aimentacién de la gamrapata sobre un animal que nunca
fue expuesto a infestacibn por este parasito, es caractenzado por el
reconocimiento de inmunégenos salivares por parte de células de la epidermis y




de la dermis que se concentran en el lugar de la mordida El tipo de iInmunégeno
introducido difiere de acuerdo a la fase del cclo bioidgico del pardsito (Valle,
2001) Proteinas y otras moléculas iInmunogérucas presentes en la saliva de la
garrapata, pueden ser procesadas por células de Langerhans y macréfagos, o por
células dendriticas, y finalmente son presentadas a los o¢rganos linfaticos
sacundanos y a los infocitos T Los linfocitos T reconocen a los inmundgenos de
la garrapata y los complejos de histocompatibilidad, en las células presentadoras
de antigeno Los linfocitos T (helper 1 y helper 2) activados, liberaran linfoanas
que funcionardn como inmuno-reguladores, permiiendo la generaciébn de la
respuesta mediada por células y anticuerpos (Mossman & Coffman, 1988) Los
Iinfocitos T influencian todavia las reacciones de hipersensibiidad retardada,
incluyendo la respuesta de hipersensibiidad cuténea por mnfiltracién de basdéfilos
que ocurre durante la akmentacién de la garrapata (Willadsen, 1980, Dvorack et
al, 1970) Inmundgenos, células presentadoras de antigenos, hnfocitos T y
atoquinas contnbuyen para la activacién de los hnfocitos B, los cuales irén a
producir los anticuerpos que actuaran contra las garrapatas La respuesta pnmana
del parasito es inhibir la respuesta de hipersensibiidad y la reaccién de los
anticuerpos del hospedero, entretanto son necesanas mayores informaciones para
entender la interaccidén de las defensas del hospedero con la gamrapata (Valle,
2001)

La saliva de la garrapata cuando es introducida en la piel de un hospedero
poco sensible, causa la desgranulacién de mastocitos e baséfilos, posiblemente
mediante la hidrélisis enamahca, producida por enzimas salivares (Allen, 1979,
Kemp & Boumne, 1980) Por lo tanto son liberados factores quimioestéhcos y vaso
activos que pueden contnbuir con el pequefio influjo de leucocitos observado en
los lugares de ligacién de la garrapata en las prmeras exposiciones del animal
(Sauer, 1995) La formacién de C5a, a partir de la via alternativa del complemento,
puede también coninbuir con los influjos celulares en el local (Roberts & Kerr,
1876)




Las gamrapatas pueden modular la respuesta natural y adquinda del
hospedero, pues la saliva de este parasito posee inhibidores de la via altemativa
del complemento, de anafilatoxinas y de células adesinas Ademads, la saliva
reduce la formacion de citoquinas por el macréfago, lo que es importante en la
respuesta inicial contra la garrapata

Las exposiciones repetidas al parasito, hacen que la gamrapata entre en
contacto con los elementos de la respuesta inmune del hospedero, luego los
inmundgenos salivares estimulan la respuesta de memona de los infocitos Ty B

En animales resistentes, los basdfilos e histaminas son atraldos al lugar de
igacion de la garrapata con el hospedero, por mediadores y linfocitos T Asl, el
complemento es activado por la via altemativa o clasica, por la presencia del
anticuerpo hgado al antigeno y los baséfilos y mastéatos desgranulan cuando el
complejo antigeno/anticuerpo ocupa el receptor celular

En la nmunidad adquinda, los mecanismos aespeclficos que interrumpen la
alimentacién y reducen la ovoposicién, son poco conocidos

Los antigenos relacionados con la inmunidad adquinda (natural), son
normalmente aquellos presentes en las partes del parasito directamente hgadas al
hospedero Esa relacién hace que, debido a las adaptaciones que ocurren en la
evolucién de la relacién hospedero/pardsito, muchas veces el uso de ese antigeno
en la Inmunizacion artificial, no sea eficiente Durante los ultimos afios se viene
buscando usar nuevos antigenos para inducir de forma artificial la inmunidad del
hospedero Estos antigenos, llamados "ocultos®, no parbcipan directamente en la
interaccién hospedero/parésito (Valle, 2001) Por ejemplo, Schiein & Lews (1976)
vacunaron conejos con tejido muscular de la mosca Stomoxys calciirans y
observaron que las mismas, después de la alimentacion, presentaron lesiones
musculares

La pnmera sugestén para la uhblizaciébn de nuevos antigenos para
inmunizactén de animales contra la garrapata, fue propuesta por Galun (1975)




Las observaciones de GALUN indicaron la posibiidad de producir vacunas contra
el B microplus con el empleo de los nuevos antigenos funcionales, también
llamados antigenos ocultos, los cuales pueden ser clasificados como aquellas
moléculas de importancia fisiolégica para el parasito y que normaimente se
encuentran ajenas a la interaccién hospedero/parasito

Vanos antigenos ocultos de Boophilus microplus fueron aislados, siendo el
més conocido el Bm86, una glicoprotelna de superficie de membrana de las
células digestivas del intestino medic de hembras del B microplus La proteina
Bm#86, tene peso molecular determinado en 89000 D y punto i1soeléctnco entre 5,1
y 5,6 (Heméndez, 1897)

RAND ot a/ (1989), aslaron clones de cDNA relacionados con la
glicoprotelna Bm86, los cuales fueron punficados y homogeneizados

RODRIGUEZ ef al (1994), empleando técnicas de radwinmunoensayo y
cDNA-PCR, también aislaron y amplificaron el gene que codifica el antigeno Bm86
de B mucroplus, expresandolo en vanos sistemas, Incluyendo la levadura
meillotréfica P pastons Esta expresidn indujo un aumento en el potencial
Inmunogénico, pues la molécula es secretada en la forma glicosilada, onginando
particulas de 20-36 nm de didmeiro, denominadas también de antigeno
recombinante - rBm86 La protelna Bm868 tuvo su capacidad inmunogénica
mantenida cuando se obtuvo por via recombinante, posibilitando la produccién de
vacunas comerciales

La vacuna comercial fue entonces producida en gran escala, utiizandose la
levadura — P pasions — en la cual se introdujo el gene codificante para la protelna
Bm86 (Montero, pag 7)

La vacuna es capaz de inducir una respuesta inmunolégica que permite
mantener a los parasitos bajo control, teniendo una perspectiva de proteccién mas
prolongada, sin los problemas ambientales causados por los acancidas quimicos




El efecto sobre las garrapatas que parasitan a los bovinos vacunados, ha
sido estudiado histolégicamente, observdndose una ruptura de las células
digestivas, seguida por una penetracion de células del hospedero en la hemolinfa
del parasito, sin observarse dario alguno en los tejdos salivares La vacunacion
provoca lesiones expresivas al parasito durante la fase adulta, pero en las fases
larvales, los dafios no son tan importantes, generaiments llevando apenas a un
retardo en el desarrollo de la ninfa (Valle, 2001)

Se sabe actualmente, que el sistema complemento tiene funcién esencial
en la respuesta iInmune que ocurre contra el antigeno de mucosa y es la causa de
parte de las lesiones provocadas en el intestino de las garrapatas La importancia
de la paricipacién del complemento en los eventos degenerativos en el intestino
del parasito fue comprobada al venficarse que garrapatas allmentadas con suero
bovino de animales vacunados, pero libres del complemento, no presentaron las
lesiones caracteristicas (Coons et al, 1888) Las células intestinales lesionadas
por la vacuna, son las células digestivas, cuya funcidn esencial es realizar la
endocitosis y digestion intracelular de la sangre, que es el alimento fundamental
de ia garrapata (Hamilton et al , 1991)

El mecanismo de accién del antigeno vacunal Bm 86 en la garrapata, puede
ser resumido de la siguiente manera la sangre del animal vacunado, contiene
altos niveles de anticuerpos y de otros elementos mediadores de la respuesta
inmune, tal como el complemento Cuando la sangre de este bovino vacunado es
ingenda por la garrapata, los antcuerpos especificos se fijan al antigeno, y, en
este caso a la superficie de las células digestivas del parédsito, donde ocasiona
severos dafios morfo-fisiolégicos Las alteraciones morfolégicas mas
frecuentemente observadas en gamapatas engurgitadas, sobre ammales
iInmunizados son alteraciones en la conformacidn y en la coloracion, el parasito se
toma achatado y rojzo debido a la ruptura de la glandula accesona de los 6érganos
reproductores Estos dafios pueden ser observados por la reduccidon del numero y
del tamafio de las hembras alimentadas, reduccién de la ovoposicién y en la
fertilidad de los huevos, lo que provoca la calda del potencial reproductor de las




gamrapatas en generaciones sucesivas y lleva a la disminucién de las poblaciones
on los pastos (COBON et al , 1895, RODRIGUEZ et af , 1995b)

En expenencia realizada con ganado holandés y mestzo a campo, en
piquetes, RODRIGUEZ eof al (1995a) observaron reduccidn significatva del
numero de teleoginas sobre los hospederos, durante 36 semanas de desafio,
concluyendo que el antigeno recombinado en P pastons, designado GAVAC™,
puede ser indicado para controlar poblaciones de B micropius en generaciones
sucesivas en los pastos

VANEGAS et al (1995), observaron que la iInmunizacién sisteméatica de los
bovinos, con antigenocs vacunales rBm86, redujo el numero de tratamientos
acancidas en el rebafio, asi como la incidencia de las hemoparasitosis

RODRIGUEZ et al (1995a) en prueba bajo condiciones controladas,
usando rBm86 frente a dos cepas mejicanas de B microplus, Mora y Tuxpan,
resistentes a gamapaticidas drganofosforados y piretroides, observaron la
reduccién del numero de garrapatas sobre el hospedero, obteniendo eficacia de
56% a 58%, respectivamente Los autores sefialaron que, al pnncipio, no
observaron diferencias enire el nimero de garrapatas sobre los ammales
vacunados y de control, asi como en {a morfologla y aspecto de estos, pero recién
a partir de 48 y 58 dias después de la pnmer dosis para la cepa Tuxpan y Mora,
respectivamente

En prueba de establo, MASSARD et a/ (1995a), obtuvieron resultados de
40% en la reduccibn del numero de teleoginas en animales vacunados con
relacidn al grupo de control Otros parametros evaluados fueron reduccién del
peso de las hembras (6 2%), reduccién en las posturas (8 0%) y reduccién de la
fertilidad de los huevos (10 0%) Considerando los diferentes Indices venficados,
la eficiencia integral de este antigeno frente a la cepa brasilefia del B micropius,
Hegé a 51%




RODRIGUEZ et al (1995b), observaron que ja vacuna redujo las
infestaciones de garrapatas en los rebafios estudiados, no obstante haber habido
vanacién en la respuesta inmune de los animales a campo, dependiendo de la
regidn, raza, individuo y factores ciméticos

En trabajo realizado por Valle (2001) en Cuba, fue posible reducir el numero
de bafios con garrapaticadas de 26 al afio en 1997 para 2,5 al afio en 2000 El
mismo trabajo informa que el gasto con acanadas fue reducido de 208 htros en el
pnmer ano (1987) para 22 litroe en el ulhmo afio de evaluacién (2000)

Un efecto importante observado a lo largo de todo el tratamiento
axpenmental es la reduccibn signficativa en la inadencia de Babesiosis
(MONTERO et al, 2001)

Sobre la Eprinomectina

La Epnnomectina, la (4"R)}4"-ep1 (Acetylamino)4"-deoxyavermechn B1, es
un denvado semisintético de la famila de las avermechna, procede de la
fermentacién de cepas de Streptomyces avermechls, la estructura basica consiste
de una lactona macrociclica de 16 miembros, donde el C-17 y C-25 estan
fusionados a un grupo espiroacetal, el C-2 y el C-8 estan fusionados a una unidad
hexahidrofurano y en la posiaén C-13 contiene un azucar, un disacéando
(Raymond J Cvetovich, Denms H Kelly, Lisa M DiMichele, Richard F Shumen
and Edward J J Grabowsks Syntesis of 4™-epi-Amino-4"-deoxyavermectins B1
J Org Chem 1994, 59, 7704-7708)

La Epnnomechna es una mezcla de dos homélogos, epnnomectina B1a
(90%) y epnnomechna B1b (10%) con la diferencia entre sl de un grupo metileno
en ol C-25,




Estas estructuras tenen un amplio espectro de acividad contra nematodes y
artrépodos y su efectividad contra ambos endo y ecto parasitos ha llevado a
denominarlas endectocidas La Epnnomecina es una molécula endeciocida de

ultma generacion

El modo de accién farmacéutica de estas moléculas es aumentando la
permeabilidad de las células musculares y nerviosas de los parasitos para los iones
cloro, ocasionando la paralizaciéon y muerte de los mismos La molécula se liga a los
canales del cloro controlados por el glutamato, caracteristcas de las células de
invertebrados También pueden asociarse a otros canales de cloro controlados por el
GABA Como los mamfferos no poseen este tipo de canal de cloro controlado por
glutamato, estas lactonas macrociclicas presentan un alto grado de segundad,
inclusive en dosis tnplicadas

Los productos a base de Epnnomectina presentes en el mercado, son de
aplicacion tépica, o sea, una solucién de Epnnomectina al 0,5% p/v (0,5 g por 100
mL), es derramada sobre la piel de! dorso del animal a la dosis de 0 5 mg/Kg de
pv (0 1 mL/10 Kg de p v ) Esta forma de aplicacién es conocida como “pour-on”

La via tépica o pour-on tiene algunas ventajas en lo que se refiere a la
segundad del aplicador, pero es también enormemente afectada por vanas
situaciones que pueden disminuir su eficacia por la imprecision de su dosificacion,
como

oEl pelaje del animal, el estado de |la piel, la presencia de quemaduras, escaras
u otros problemas pueden afectar la absorcién cutdnea del pnncipio activo y
asl perjudicar su efictencia como droga

eLos factores ambientales, en &reas de seca donde los animales tienen
muchas particulas de polvo en su dorso (frecuente en éreas de seca
prolongada) o en el caso que los animales tengan su dorso sucio con bamo o
heces, la aplicacién tépica sufre efectos adversos En regiones tropicales o
subtropicales, con cambios de clima subitos y ante la eventualidad de lluvias
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torenciales enseguida de las aplicaciones, pueden afectar la eficiencia de
adsorcién asi como en dias de fuerte iradiacion solar donde el producto
pueda cnstalizar en el dorso del animal antes mismo que se Inicie el proceso
de absorcion cutanea

Todas estas condicionantes adversas tornan obligatona la necesidad de
colocar cantdades de droga mayores que el doble de lo que sena necesano para
combatir el parasito Esta adicion suplementana tan elevada de pnncipio activo
tiene consecuencias econdmicas referentes al costo por animal tratado y podra
tener algin impacto ambiental en el medio ambiente rural

Durante la busquedad de una molécula con accibn endectocida y al mismo
tempo, que no sea elminada por las grasas de la leche en los anmales de
produccidn, surgen una sene de estudios que culminan con la obtencidn de la
Epnnomectna

Pnmeramente, los trabajos de Shoop, Demontigny et al , en 1996, demostraron
que las moléculas de avermectna/mibemycna, podian ser manipuladas para
mejorar su acaén o disminuir el coeficiente de particién (leche/plasma) en animales
lecheros durante el perfodo de produccion

Postenorments se investgaron vanas moléculas que presentaban el C-22,23
insaturado y finalmente aquellas con el C4 epi-amino analégico insaturado en el C-
2223 Fue justamente este subgrupo que mostrd los menores ratios de
leche/plasma La molécula fue denominada, por lo tanto, como 4-epi-acetylamino, 4-
desoxy avermechn B1

Alvinene et al , en 1999, concluyeron que solamente 0,1% de la droga aplicada
fue eliminada en la leche O sea, 50 veces menos si1 comparado con Ivermectna o
moxidectna

Iniciaimente lanzada en el mercado por la via tdpica a 500 ug/kg de peso vivo,
la Epnnomectna, es ahora preseniada, por pnmera vez, por la via inyectable,
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subcutdnea o ntramuscular, gracas al desamrollo de un vehiculo novedoso que
ademéas de promover mejorias a la farmacocinética y biodisponibiidad de la
molécula, permite la asociacion de dos antigenos especificos contra el Boophilus

microplus

La Epnnomectina actua en la via inyectable con mas eficacia, presentando
una biodisponibiidad mayor y asi expresando toda su caracterishca endectocida,
actuando sobre gusanos redondos gastrointestinales y pulmonares, uras, piojos
chupadores y masticadores, 4caros condpteros y sarcOpteros, mosca de los

cuemos y garrapatas

La accién mixta, faimacéutica y vacunal, determina que los ammales
permanezcan limpios de parasitos intemos y externos (pnncipalmente garrapatas) v,
con el tempo, va determinando en las sucesivas aplicaciones, una inmunidad
protectora de implantacion gradual que va a permiir un mayor intervalo entre
tratamientos y una disminucién dréastica de las infestaciones de garrapatas

El espaccamiento de los tratamientos tendra una expresiva disminucién de la
cantdad de droga necesana, para garantzar el control

La adiaén de antigencs especiicos, obteridos a parir de protelnas
mtestinales de las gamapatas y secuenciadas por ingenierfa genética en cepas de
levaduras estandanzadas, adyuvadas en un vehiculo inyectable especial, 4
determinando gradualmente una inmunidad contra las gamapatas, permiiendo que
en un plazo de 2 afios se consiga un estatus tipico de confrol, sin eiminacién total de
las mismas

Esta situacién es la mas deseable, porque resuelve los problemas de esta
mnsidiosa infestacidn sin que los amimales pierdan la prednmunizacién contra las
enfermedades (babesiosis y anaplasmosis) fransmihdas por las gamrapatas Este
hecho permitird el transporte y desplazamiento de animales fratados de éareas
controladas a 4reas endemicas no fratadas, sin peligro del aparecimiento del “shock
hemolltico®
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El producto se destina al combate de parésitos intemos y extemos de los
rebafios de cna y lecheros de las regiones tropicales y subtropicales del mundo que
estén infestados con garapatas

La Epnnomectina, ahora disueita en un vehliculo inyectable especial, tendra
una dosis de droga por kio de peso vivo 50% menor a la formula onginal de

ublizacién tpica
sVia inyectable de 200 a 250 ug/kg de peso vivo
oVia tépica 500 ug/kg de peso vivo

La molécula permite un periodo de descarte cero de la leche y de la came de
los animales tratados También es una molécula que no afecta el medio ambiente,
ya que el producto rdpidamente se neutraliza en el suelo cuando se liga a las
particulas

Su elmmacion ocume fundamentaimente en las heces (85%) y
comprobadamente no afecta a la flora de insectos y coledpteros que procesan
estas heces en el suelo

Sobre el vehiculo

El nuevo producto objeto de esta invencién es el resultado del desarrolio de
un novedoso vehiculo inyectable que puede, al mismo tiempo, solubihzar dosis de
hasta 05% a 3 5% de Epnnomechna y presentar 2 antigenos especificos que
acaban produciendo en el animal inmunidad actva y gradual conira las
garrapatas

El vehiculo inyectable especial es un aceite asociado a denvados de
aminoalcholes, ésteres y tensoactivos
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Los ésteres y tensoactivos pemmiten que la mezcla de Epnnomectina y de
los antigenos contra garrapata se puedan mezclar con el aceite transformandose
en una emulsién estable gracias al equilibno hidréfilo-lipsfilo de los diferentes
componentes El agregado de los aminoalcoholes le otorga a la emulsion
estabilidad termodindmica adicional a la temperatura de conservacién (de +2°C a
+4°C) del fArmaco-biolégico

Esta invenciébn provee de un vehlculo cuya composicion contiene los
siguientes ingredientes

a)Matnz olecsa aceite mineral, vegetal o ammal, altamente punficado, pudiendo
este componente estar presente en la formulacibn a razén de 60 a 75%

(porcentajes en peso por volimen p/v)

b)Un tensoactivo o mezcla de tensoactvos no 1onicos tales como los esteres de
sorbitan, polioxietlenados o no, esteres de alquilo polioxietilenados, los denvados
polioxietilenados del aceite de ncino, los esteres de poligliceroles, los alcoholes
grasos polioxietienados Los tensoactivos deberén ser incorporados al aceite en
cantdades tales que asegure una vez constituida la emulsi6n con la fase acuosa
esta permanezca estable en el tempo Se propone que la mezcla de tensoactiva
posea un HLB de 53 y se encuentre presente en la formulacibn en una
concentracién entre 9 y 12 % p/v(porcentajes en peso por volumen piv)

d)Adiivo organico presente en la formulactén para la mejora de la performancia
de la emulsion una vez elaborada Para la seleccion de este ingrediente se
realizaron expenmentos senados donde se utiizaron distintas moléculas quimicas
entre las que se encuentraron Tnetanolamina, Alcohol bencilico, Acetona,
Dimetitformamida, Monoetileter, Propilenglicol a partir de los cuales se elaboraron
las diferentes emulsiones y luego se observé la estabilidad de la misma a dos
temperaturas diferentes 37°C y 56°C El adibvo orgémico prefendo fue la
tnetanolamina en un rango de concentracién de 0 1 a 0 05% (porcentajes en peso

por volumen pfv)
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e)Un Antioxidante 0 mezcla de ellos, que puede ser el Butlhidroxianisol o
Butilhidroxitolueno Las concentraciones en las que apareceria en la formulacion
final respetanan las indicacones de las Farmacopeas farmacéuticas o CFR 21

El vehiculo CARACTERIZADO en el parrafo antenor le otorga al producto
final las siguientes caracteristcas inmundgenas

eACCION DE CUERPOS QUE CONSITA EN EL SITIO DE INOCULACION LOS
ELEMENTOS DE DEFENSA DE PRIMERA LINEA (PRINCIPALMENTE
MACROFAGOS)

®ELUCION LENTA DE LOS PRINCIPIOS ACTIVOS (slow release)

oMIGRACION POR VIA LINFATICA CREANDO OTROS CENTROS DE
REACCION EN EL SISTEMA RETICULO ENDOTELIAL

En la formula los pnncipios activos el faimaco Epnnomechtna y el
blolégico antigenos conira gamapata, inmersos en el vehiculo se eluyen
lentamente (slow release), de esa forma el efecto antiparasitano del farmaco se
prolonga en el tempo por su persistencia en sangre a través del tiempo (Larga
Accién) y la implantacion de la inmunidad es gradual y sostenida

La implantacién de este tpo de iInmunidad es muy compleja y lenta, es
resultado del efecto “booster” de vanas aplicaciones sucesivas

Luego de cada aplicacidn del nuevo producto el rebafto va aumentando
progresivamente la inmunidad contra las garrapatas Esta inmunidad resultante
permite aumentar el espacio entre los tratamientos y reducir las poblaciones de
garrapatas cada vez mas En resumen, la administracién del nuevo producto
disminuye la necesidad de los tratamientos y reduce el manejo estresante del
rebafio
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Por ultmo, a los efectos de ewitar la transmusiébn de enfermedades
iatrogénicamente, el nuevo producto vendré acompariado de un peine de agujas
de inyeccidn para que se use una aguja por antmal

Este nuevo producto no se imita a presentar una Epnnomectina inyectable
de mayor eficacia gracias al binomio dosis/efecto, mucho méas preciso que en la
aplicaciéon ‘pour-on”, sino que al mismo tempo que el producto eimina las
garmapatas quimicamente, va preparando el ammal para dejarlo inmune a los
parasitos

Esta Invenciébn proporciona un nuevo producto que se aplica por la via
inyectable siendo por lo tanto mas segura Su aplicacion es mas precisa y no es
afectada por las ncdemencias del tempo (fuerte imadiacidn solar o Huwvias
torrenciales) después de la aplicacién tépica Al mismo tempo que el hacendado
elimina las garrapatas quimicamente, él estd dejando a su rebafio Inmune y de
esta forma, generando una situacibn de “control® donde las poblaciones de
gamrapatos disminuirdn progresivamente hasta tomarse inocuas y no causando
méas pérdidas por deplecion de sangre, transmisién de enfermedades o
depreciacion de cueros

Sobre el proceso de formulacién del producto

La invencién también se refiere a un nuevo procesc para la fabncacién del
nuevo producto que comprende los siguiente pasos

Fase Adyuvante - Temperatura de 50°C
oFiltracién de aceite para estenlizaciéon

oEl aceite mineral es adicionado a los tensoactivos previamente termostatizados a
50° C Toda la mezcla es homogeneizada a esa temperatura en tanques
sanitanos absolutamente secos y sobre atmésfera de nitrfdgeno
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oSe Iinyecita a presion de niirégeno al tanque de formulacidn y se somete el
producto al proceso de filtracion por cartuchos filtrantes clanficantes y
estenhizantes con poro de 0 22 miimicras

El filtrado esténi serd recibido en tanque de acero inoxidable 316, con electro-
pulimento sanitano, previamente estenlizado, seco y con atmdsfera de

nitrébgeno

eTemostatizar a 4°C — MEZCLA 1

Fase lhdrosoluble - Temperatura de 4°C

e@Los antigenos acuosos formados por las suspensiones de matenal recombinante
de protelnas del sistema digestvo de la garrapata Boophilus microplus y
obtenidos por fermentacidn bactenana, son adicionados a la solucién de
Epnnomectina La solucidn de Epnnomectina se prepara mediante la disolucién
del farmaco en un vehiculo hidrosoluble en una concentracidbn que puede Ir
desde 025% a 20% p/v (epnnomectina en vehiculo hidrosoluble) La
concentracién de Epnnomectina en el producto final debe ser de 0 5% - 3 5%
p/v y la dosis ha administrar del producto final debe ser de 200 a 250ug de
epnnomectina/Kg de peso animal

Una vez obtenida una suspensibn homogénea, esta es lentamente colocada
sobre fuerte agitacion sobre la mezcla 1 de aceite y tenso activos a +4°C

La pre-mezcla es agtada durante 2 horas para después ser
homogeneizada por el pase en molinos coloidales o homogeneizador de alta
presion del ipo GAULIN

E! producto terminado sera mantenido a +4° C durante su periodo de vida
util y serd envasado en frascos de tipo ampolla con tapa de goma nitrfica para
profusion y con sello de aluminio
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REIVINDICACIONES

1 Un producto fémaco biolégico o farmaco vacuna desttnado al mercado
vetennano para combatr las garrapatas en los rebafics bovinos de las regiones
tropicales y subtropicales del mundo, caractenzado porque su forma de accion se
basa en un novedoso vehiculo que permite solubilizar la pnmera, Epnnomechbna
inyectable del mundo, en dosis de 200-250 ug/kg de peso vivo, con antigenos
especificos de gamapatas, mas especificamente porque su accién pnncipal es
vehicuhizar al mismo tempo y por la via inyectable, una lactona macrociclica de
ulbma generacién y antigenos contra las garrapatas

2 El nuevo producto de acuerdo a la rewvindicactén 1, caractenzado por ser el
resultado del desarrollo de un novedoso vehiculo inyectable que puede, al mismo
tiempo, solubilizar dosis desde 0,5% a 3,5% de Epnnomectina y presentar 2
antigenos especificos que acaban produciendo en el animal inmunidad activa y
gradual contra las garapatas

3 El producto de acuerdo con la reivindicacién 1 y 2, en donde el vehiculo
inyectable especial s un aceite que se asocia a ésteres y otros tensoactivos,
donde estos tensoactivos permitirdn que la solucién de Epnnomectina se puedan
‘mezdlar con la solucion acuosa contra las garrapatas, transformandose en una
emulsion estable gracias al equiibno hidréfilo-lpdfilo de la emulsibn a la
temperatura de conservacién del farmaco-biolégico (+2 a +4° C)

4 El producto de acuerdo a la invencién contiene en su formulacion un vehfculo
novedoso caractenzado por a) Una matnz oleosa constituida de aceite altamente
punficado en la concentracién de 60-75%p/v, b) Un tensoactivo o mezcla de dos
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de ellos tal que posea un HLB de 53 y que se encuentre presente en la
formulacidén en una concentracion entre 9 y 12 % p/v c) Un aditivo organico,
tnetanolamino (TEA) en la concentracién de 0 1 a 0 05%p/v e) Un antioxadante o
mezcla de ellos

5 El producto de acuerdo con la renvindicacidon 4 contiene en su formulacién un
vehlculo cuya matnz oleosa a) es un aceite de ongen mineral ,

6 El producto de acuerdo con la reinvindicacion 4 contiene en su formulaciéon un
vehlculo cuya matnz olecsa a) es un aceite de ongen vegetal 7

7 El producto de acuerdo con la reinvindicacién 4 contiene en su formulacién un
vehiculo cuya matnz oleosa a) es un aceite de ongen animal -~

8 El producto de acuerdo con la reinvindicacién 4 contiene en su formulacién un
vehiculo cuyo tensoactvo b) puede ser elegido en el grupo de esteres de
sorbitan, polioxistienados o no, esteres de alquilo polioxietlenados, denvados
polioxietilenados del aceite de ncino, esteres de poliglceroles y alcoholes grasos
polioxietlenados

9 EIl producto de acuerdo con la reinvindicacidon 4 contiene en su formulacion un
vehiculo cuyo antioxidante o) es el butilhidroxitolueno

10 El producto de acuerdo con la reinvindicacién 4 contiene en su formulacién un
vehlculo cuyo antioxidante e) es el bublhidroxiarmsol

11 El producto de acuerdo con la reinvindicacidn 4 contiens en su formulacidn un
vehiculo cuyo antoxidante e) es una mezcla de butlhidroxanisol y
butilndroxitolueno en la proporcion (1 2)
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12 Un proceso para la preparaciéon del producto, de acuerdo a cualquiera de las WWO
reivindicaciones 1 a 3, que comprende dos fases, siendo la pnmera una fase a é no
temperatura de 50° y la segunda una fase a temperatura de +4° C

13 Un proceso para la preparacion del producto, de acuerdo a la reivindicacién

12, donde la pnmera fase consiste en las siguientes etapas Filtracién de aceite

para estenlhzacion, el aceite es adicionado a los agentes tensoactivos W
termostatizados a 50° C, donde toda la mezcla es homogeneizada a esa 025 !
temperatura en {anques sanitanos absolutamente secos y sobre atmdésfera de L ‘r.v
nitrégeno, donde bajo atmdésfera de nitrégeno al tanque de formulacién, se somete

el producto al proceso de filtraci6n por cartuchos filtrantes clanficantes y

estenlizantes absolutos con poro de 0,22 miimicras, donde el filtrado esténl sera

recibido en tanque de acero moxidable 316, con electro-pulimento sanitano,

previamente estenlizado, seco y con atmésfera de nitrégeno

14 Un proceso para la preparaciéon del producto, de acuerdo a la reivindicacién
12, donde la segunda fase consiste en las siguilentes etapas Los antigenos
acuosos formados por las suspensiones de matenal recombinante de proteinas
del sistema digestivo de la gamapata Boophilus microplus y obtenidos por
fermentacién bactenana, son adicionados a_la solucién de Epnnomectna La
solucton de Epnnomechna s-a_;r:para mediante la disolucién del farmaco en un
vehiculo hidrosoluble en una concentracidn que puede ir desde 0 25% a 20% p/v
(epnnomectina en vehiculo hidrosoluble) La concentracidn de Epnnomectna en el
producto final puede ser de 0 5% a 3 5% p/v y la dosis ha administrar del producto
final debe ser de 200 a 250ug de epnnomectina/Kg de peso animal Una vez
obtenida una suspension homogénea, esta es lentamente colocada sobre fuerte

agitacién sobre la mezcla 1 de aceite y tenso activos a +4° C
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15 Un proceso para la preparacion del producto, de acuerdo a la revindicacién
12, 13 y 14, donde la pre-mezcia es agitada durante 2 horas para después ser
homogeneizada por el pase enmmlmdélé o homogeneizador de alta
presién del tipo GAULIN, donde el producto terminado serd mantenido a +4° C
durante su periodo de vida util y sera envasado en frascos de tipo ampolla con
tapa de goma nitrilica para perfusion y con sello de aluminio
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SUPERINTENDENCIA

Follo 52
2020
Bogotd, D C
Doctor(a)
MAURICIO JARAMILLO CAMPUZANO
Oficio No
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REFERENCIA. Radicacén  03-80234

Tréimite 002

Evento 001

Acluedén 430

Folios 001

Como resuttado del examen de forma, realizade con fundamento en el articulo 38 de ia
Decisiin 488 de la Comisién de la Comunidad Andina, se e comunica que’

- Allegar copa del documento en que conste la cesién del derecho a la peatente

otorgado por el(ios) inventor(es) al(ios) solictante(s) o a su(s) causante(s) (art. 26-
k,Dec 486/2000)

- Debe Ir;dlcam ol lugar de consirtucitn de la(s) sociedad(es) solicitante(s) (Art. 27-c, D

- Debe allegar ei{los) poder{es) otorgado(s) al abogado que aparece en la solicitud
como apoderado, con el leno de los requistos exigidos en el Cédigo de Procedimiento
Cwil  Cuando se requiera debe allegarse la sustitucién del poder, otorgada por quien
aparece como apoderado principal Adiconaimente, deberd presentar ol documento
que acredita la exdstencia y representaciin legal de la(s) socledad(es) sohcitanta(s)

- Se suglere que para proixmas actuaciones ante esta enhdad sean ulilizados los
formatos actualizados establecidos en la crcular Gnica

En cumpiimiento del articulo 39 de la Decision 468, se ls requiere para que dantro del
tdrmino de dos (2) meses siguientes a la fecha de notificacion del presente oficio,
compiete los requisitos anteriormente enunciados. En caso de no dar cumphmiento al

prasente requerimiento, la solicihxi se considerard abandonada y perderad su prelacién
Notifiquese el presants conforme a lo dispuesto en al numeral 52, leral »), del capitulo

2 ST 26

El anterior requerimiento fue notificado por fijacién en fista de fecha
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