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DESCRIPCION

Extractos de plantas como antiparasitarios, antisépticos y fitosanitarios.
Campo de la invencion

La presente invencidn se refiere a la obtencion de extractos bioactivos de plantas para su utilizacién como agentes
antiparasitarios, antisépticos y fitosanitarios. Por este motivo, la presente invencién se podria englobaren los campos
de la quimica orgdnica de productos naturales, asi como en la industria farmacéutica y agroquimica, para el uso de
los extractos bioactivos de dichas plantas, tanto en medicina veterinaria como humana, asi como en agricultura como
fitosanitario.

Antecedentes

Entre las multiples afecciones parasitarias que pueden afectar a los animales domésticos de abasto, las patologias
originadas por los helmintos y coccidios (principalmente en las cabafias bovina, caprina y ovina, asi como en aves
en explotacién) se extienden por todo el mundo y conforman una de las parasitosis mds generalizadas y que inciden
con mas severidad en las explotaciones ganaderas, registrandose altas tasas de mortalidad y ocasionando cuantiosas
pérdidas econémicas (Waller, 1997).

La resistencia al arsenal terapéutico comercializado, para el control de las infecciones por los pardsitos mencio-
nados estd abundantemente documentada como fendémeno creciente y global, resultado de la continua exposicién y
seleccidn al tratamiento terapéutico (Taylor, 2002, Meinke, 2001, Norton y Joyner, 1975; Peek y Landman, 2005). Este
fenémeno, junto con la intensificacién de los sistemas de produccién animal, ha llevado a una demanda creciente de
antiparasitarios efectivos y de bajo costo para el control de las afecciones parasitarias como por ejemplo, helmintiasis
y coccidiosis. Ante esta situacion, los conceptos de agroecologia y holistica de la agricultura, que abogan por el uso de
estrategias de gestion integrada, incluyendo el empleo de plantas medicinales, estdn experimentando un resurgimiento
porque se trata de recursos mds sostenibles. En esta linea destacan los intentos de buisqueda de nuevos fitofdirmacos
para el tratamiento y control de Haemonchus contortus, considerado uno de los nematodos productores de gastroen-
teritis parasitaria de mayor importancia en pequefos rumiantes (Assis et al., 2003; Ayers et al., 2007; Eguale et al.,
2007; Oliveira et al., 2009) y del protozoo Eimeria, enfocado principalmente a las especies que infectan a la cabaiia
aviar (Arab et al., 2006). Otra ventaja del empleo de fitofarmacos para el tratamiento de enfermedades antiparasitarias
en el ganado de abasto, viene condicionada por la demanda, por parte de los consumidores de paises industrializados
y productores en general, de la utilizaciéon de métodos de produccidon ecoldgica, particularmente en los aspectos de
produccion animal, donde se busca mayor calidad y seguridad alimenticia. Se destaca asi un interés muy marcado por
encontrar alternativas a la medicina veterinaria alopdtica y en ese contexto, los fitofarmacos se visualizan positiva-
mente por parte de los productores, como un medio importante para aumentar la calidad de productos alimenticios
como la carne y sus derivados, y por los consumidores por posibles beneficios que brinden la inclusién de moléculas
funcionales en esos fitoterdpicos que aumentan el valor nutricional final de los alimentos asi producidos.

En este sentido, en la presente invencion se describe el uso de extractos bioactivos con capacidad antiparasitaria,
antiséptica y fitosanitaria, extraidos de plantas de las especies Ruta pinnata 'y Psoralea bituminosa, para el tratamiento
y control de las enfermedades parasitarias producidas por helmintos y protozoos Apicomplexa que son causantes de
importantes pérdidas econémicas en todos los sistemas de produccién animal del mundo.

Los coccidios pertenecientes al género Eimeria, estin muy proximos filogenéticamente a pardsitos humanos per-
tenecientes al mismo Phylum Apicomplexa, como por ejemplo Toxoplasma, Sarcocystis o Plasmodium. Ademas, ne-
matodos gastrointestinales como Haemonchus pueden también encontrarse en humanos, como es el caso de Ascaris
lumbricoides, Trichuris trichura o Ancylostoma duodenalis. Por este motivo, los extractos bioactivos descritos en la
presente invencién, pueden ser utilizados tanto en terapia como en profilaxis frente a pardsitos de humanos, cuyo
tratamiento convencional mediante productos farmacéuticos se estd viendo cada vez mds limitado a consecuencia de
la creciente aparicion de resistencia antiparasitaria, tal y como se indicé con los pardsitos animales. Por lo tanto, los
extractos bioactivos descritos en la presente invencidn son una alternativa e incluso, en muchos casos, pueden ser
sustitutorios de los tratamientos con antiparasitarios de uso rutinario en medicina veterinaria y humana (por ejemplo:
Levamisol, bencimidazoles, lactonas macrociclicas, sulfamidas, sulfadoxina/pirimetamina, cloroquina, etc.) debido a
su ineficacia, consecuencia del desarrollo de fenémenos de resistencia por parte de los parasitos, frente a dichos farma-
cos. Por lo tanto, los extractos bioactivos de las plantas R. pinnata y P. bituminosa constituyen una nueva herramienta
terapéutica y profilactica para el tratamiento y control de las enfermedades parasitarias producidas por helmintos y
protozoos Apicomplexa, que son causantes de importantes pérdidas econdmicas en todos los sistemas de produccién
animal del mundo y graves trastornos patoldgicos, incluyendo la muerte, en la especie humana.

Por otro lado, la bisqueda de fitosanitarios para el tratamiento contra insectos y plagas en agricultura es muy
urgente puesto que la legislacidn vigente obligard en un periodo de tiempo reducido, a la retirada de muchos de los
productos sintéticos actualmente comercializados. De las plagas consideradas como muy devastadoras, se describe la
plaga del insecto trips (Frankliniella occidentalis), también llamado trips de flores occidentales. Dicha plaga constituye
una seria amenaza que afecta a un gran nimero de cultivos en todo el planeta, incluyendo cultivos de frutales y de
plantas ornamentales. También afecta, de manera muy grave, a los cultivos de invernaderos, con serias consecuencias
para la produccién de los mismos (Mantel y van de Vrie, 1988; Hunter y Ullman, 1989). Por este motivo, la busqueda
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de nuevas estrategias y productos para su control es cada vez mas urgente. En este sentido, la presente invencién pone
de manifiesto la capacidad fitosanitaria de los extractos bioactivos descritos en la invencién, frente al insecto/plaga
Frankliniella occidentalis y especies afines.

Descripcion de la invencion
Breve descripcion de la invenciéon

En la presente invencion se describe el uso de extractos bioactivos de plantas de las especies R. pinnata y P.
bituminosa como antiparasitarios, anticoccididsicos y antisépticos, frente a parasitos de animales, tanto de abasto
como de compaiiia, y de seres humanos, ademds de su capacidad como fitosanitarios. En la presente invencion se pone
de manifiesto que los extractos bioactivos de R. pinnata mostraron una considerable actividad antihelmintica, mayor
que la de su homoélogo R. graveolens, especialmente en lo referente al efecto larvicida, asi como una importante
capacidad para inhibir la esporulacién de ooquistes, de lo que se deduce su actividad anticoccididsica y antiséptica.
La actividad antihelmintica, anticoccididsica y antiséptica de los extractos de P. bituminosa también fue considerable,
aunque menor que la de R. pinnata, pero cabe destacar dicha actividad antihelmintica, anticoccididsica y antiséptica
dado el uso de dicha planta como planta forrajera para el ganado.

La capacidad antihelmintica, anticoccididsica y antiséptica de los extractos bioactivos extraidos de las plantas
mencionadas, se han evaluado y contrastado frente a los parasitos Haemonchus contortus (neméatodo) y Eimeria bovis
(coccidio) utilizando miiltiples y repetidos ensayos especificos que han sido:

Ensayos frente a nematodos:
- Ensayo de eclosion de huevos (EEH): valora el porcentaje de larvas que eclosionan.

- Ensayo de desarrollo larvario (EDL): valora la inhibicién del desarrollo larvario desde L1 (larvas de primer
estadio) hasta L3 (larvas de tercer estadio).

- Ensayo de pardlisis larvaria (EPL): valora la inhibicién del movimiento y viabilidad de L3 (larvas de tercer
estadio).

- Ensayo de viabilidad de adultos (EVA): valora la inhibicién del movimiento y viabilidad de adultos del parasito.

Ensayos frente a coccidios:

- Ensayo de esporulacion de ooquistes (EEO): evalia la inhibicién del proceso de reproduccion asexual conocido
como “esporulacién”, necesario para que el ooquiste sea infectante por ingestion para otros hospedadores.

- Ensayo de viabilidad de esporozoitos (EVE): evalda la capacidad para reducir la viabilidad del esporozoito, que
es considerado como el primer elemento parasitario que invade las células del hospedador en el ciclo endégeno
del parasito.

La presente invencién también describe el procedimiento de obtencion de los extractos bioactivos descritos en la
presente invencion.

Otro objeto de la presente invencion se refiere a una composicién (piensos) y/o formulacién veterinaria o farma-
céutica que contiene los extractos vegetales bioactivos descritos en la invencién y que se utiliza como antiparasitario
y antiséptico.

Otro objeto de la presente invencidn se refiere a un método de tratamiento y profilaxis de infecciones parasiticas
en animales, incluyendo el hombre, que consiste en la administracién de una dosis farmacéuticamente efectiva de los
extractos vegetales activos descritos en la invencion junto con excipientes farmacéuticamente aceptables.

A efectos de la presente invencion se define el término alimento funcional, incluyendo en este término los piensos
animales, como aquél que aporta, ademds de su funcién nutricional intrinseca, una funcién adicional de profilaxis
previniendo la aparicién de infecciones o enfermedades, preferentemente atribuibles a parasitos.

Otro objeto de la presente invencion se refiere al uso de los extractos bioactivos descritos en la invencién como
fitosanitarios para el tratamiento contra diferentes especies de insectos que atacan a especies vegetales y de interés
agricola. A los efectos de la presente invencion, el término fitosanitario debe entenderse como cualquier sustancia o
mezcla de sustancias destinadas a prevenir la accion de, o destruir directamente, insectos, dcaros, moluscos, roedo-
res, hongos, malas hierbas, bacterias y otras formas de vida animal o vegetal perjudiciales para la salud puiblica y
también para la agricultura (es decir, considerados como plagas y por tanto susceptibles de ser combatidos con pla-
guicidas); durante la produccién, almacenamiento, transporte, distribucion y elaboracién de productos agricolas y sus
derivados. Entre los productos fitosanitarios se incluyen también las sustancias reguladoras del crecimiento vegetal o
fitorreguladores.
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Otro objeto de la presente invencidn se refiere a un método de tratamiento y profilaxis de plagas agricolas e insectos
domésticos, que consiste en la administracién de una dosis efectiva de los extractos vegetales activos descritos en la
invencidn junto con excipientes aceptables.

Descripcion de las figuras

Figura 1.- Ensayo de eclosién de huevos (EEH) con los extractos bioactivos metandlicos extraidos de plantas R.
pinnata (C) y P. bituminosa (D). Se evaluaron extractos bioactivos metanélicos extraidos de plantas de R. pinnata (C)
y P. bituminosa (D), tras 24 de incubacién de huevos de H. contortus con las diferentes concentraciones de extracto
bioactivo metandlico de dichas plantas. En el eje X se representa la concentracion de extracto expresada como mg/ml y
en el eje Y se representa efecto ovicida expresado como porcentaje. Como control positivo se utiliz6 el antihelmintico
con efecto ovicida oxibendazol (B) y como control negativo dimetilsulfé6xido (DMSO) al porcentaje empleado para
realizar las correspondientes diluciones de los extractos (A) (% v/v). En el eje X de la grifica A se representa la
concentracion de DMSO expresada como porcentaje y en el eje Y el efecto ovicida expresado como porcentaje. En
el eje X de la grifica B se representa la concentracion del ovicida oxibendazol expresada como ng/ml y en el eje
Y el efecto ovicida expresado como porcentaje. Se determind el porcentaje de huevos no larvados (barras blancas),
huevos larvados (barras negras), larvas L1 méviles (barras rayadas) y larvas L1 inmdviles (barras cuadriculadas). Las
muestras se analizaron por triplicado dentro de cada ensayo y se realizaron dos ensayos idénticos en diferentes dfas.

Figura 2.- Ensayo de pardlisis larvaria (EPL) con extractos metanélicos de plantas de R. pinnata (A) (barras blan-
cas), R. graveolens (B) (barras negras) y P. bituminosa (C) (barras rayadas), 24 horas después de la incubacion de
larvas de tercer estado (LL3) de H. contortus con las diferentes concentraciones de los extractos bioactivos metandlicos
de dichas plantas se determiné el porcentaje de larvas L3 inméviles. La figura D muestra el porcentaje de inhibicién
larvaria obtenido después del tratamiento de las larvas L3 con el control positivo Levamisol, antihelmintico con efecto
larvicida (barra cuadriculada) y con el control negativo DMSO (barra punteada), al porcentaje empleado para realizar
las correspondientes diluciones de los extractos (% v/v). R. graveolens se emplea como control de extracto de plantas
conocido en el estado de la técnica por sus efectos antiparasitarios. Las muestras se analizaron por triplicado dentro
de cada ensayo y se realizaron dos ensayos idénticos en diferentes dias. En el eje X de cada una de las grificas se
representa la concentracioén del extracto bioactivo, o de los controles positivos, o de los controles negativo, respecti-
vamente y en el eje Y de cada una de las gréificas se representa la inhibicién de la movilidad larvaria expresada como
porcentaje.

Figura 3.- Ensayo de viabilidad de adultos (EVA) con extractos bioactivos metandlicos de R. pinnata (A), (barras
blancas), R. graveolens (B) (barras negras) y P. bituminosa (C) (barras rayadas), tras 24 horas de incubacion de
gusanos adultos de H. contortus con diferentes concentraciones de extracto bioactivo metandlico de dichas plantas.
La figura D muestra el porcentaje de inhibicién de la movilidad de gusanos adultos tratados con el control positivo
Levamisol, antihelmintico con efecto adulticida (barra cuadriculada) y con el control negativo DMSO (barra punteada)
al porcentaje empleado para realizar las correspondientes diluciones de los extractos (% v/v). R. graveolens se emplea
como control de extracto de plantas conocido en el estado de la técnica por sus efectos antiparasitarios. Las muestras
se analizaron por triplicado dentro de cada ensayo y se realizaron dos ensayos idénticos en diferentes dias. En el eje
X se representa la concentracion del extracto bioactivo o de los controles positivo o negativo, respectivamente y en el
eje Y el porcentaje de inhibicién de la movilidad en adultos.

Figura 4.- Ensayo de esporulacién de ooquistes (EEO) no esporulados de E. ninakohlyakimovae con diferentes
concentraciones de extractos bioactivos metandlicos de R. pinnata (A), (barras blancas), R. graveolens (B) (barras
negras) y P. bituminosa (C) (barras rayadas), tras 24 horas de incubacién de los ooquistes con los extractos bioactivos
metandlicos. La figura D muestra el porcentaje de esporulacién de ooquistes después del tratamiento con el control
Aquagen, antiséptico comercial (barra cuadriculada) y con el control negativo DMSO (barra punteada) al porcentaje
empleado para realizar las correspondientes diluciones de los extractos (% v/v). R. graveolens se emplea como control
de extracto de plantas conocido en el estado de la técnica por sus efectos antiparasitarios. Las muestras se analizaron
por triplicado dentro de cada ensayo y se realizaron dos ensayos idénticos en diferentes dias. En el eje X se representa la
concentracion del extracto bioactivo y de los controles positivo o negativo, respectivamente y en el eje Y el porcentaje
de esporulacién de los ooquistes.

Figura 5.- Efecto antihelmintico del fruto de R. pinnata. Mediante ensayos de paralisis larvaria (EPL) se compar6
la actividad antihelmintica de extractos bioactivos metandlicos extraidos del fruto maduro y de la planta entera fructi-
ficada de R. pinnata (A) y la actividad de las fracciones hexanicas de frutos maduros y de frutos verdes (B) de dicha
planta. La pardlisis larvaria se evalud tras 24 h de incubacién con los diferentes extractos. Como control negativo
se utiliz6 DMSO a las concentraciones utilizadas para diluir los correspondientes extractos (% v/v). Las muestras se
analizaron por triplicado dentro de cada ensayo y se realizaron dos ensayos idénticos en diferentes dias. Las barras
blancas representan el extracto bioactivo extraido de frutos maduros. Las barras negras representan el extracto bioacti-
vo extraido de frutos verdes. Las barras rayadas representan el extracto bioactivo extraido de partes de la planta entera
fructificada. Las barras cuadriculadas representan el control negativo (DMSO). En el eje X se representa la concen-
tracion de los extractos bioactivos expresada como mg/ml y en el eje Y se representa la inhibicion de la movilidad
larvaria expresada como porcentaje.

Figura 6.- Efecto antihelmintico de extractos bioactivos acuosos extraidos de frutos maduros de R. pinnata. Me-
diante ensayos de pardlisis larvaria (EPL) se comparé la actividad antihelmintica de extractos bioactivos acuosos de
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frutos maduros de R. pinnata con el respectivo extracto bioactivo metanélico extraido de frutos maduros de la planta.
Como control negativo se utiliz6 DMSO a las concentraciones utilizadas para diluir los correspondientes extractos
(% v/Iv). La pardlisis larvaria se evalud tras 24 h de incubacién con los diferentes extractos. Las muestras se analizaron
por triplicado dentro de cada ensayo y se realizaron dos ensayos idénticos en diferentes dias. Las barras blancas repre-
sentan el extracto bioactivo metandlico. Las barras negras representan el extracto bioactivo acuoso. Las barras rayadas
representan el control negativo (DMSO). En el eje X se representa la concentracion de los extractos bioactivos extrai-
dos de frutos maduros de R. pinnata expresada como mg/ml y en el eje Y se representa la inhibicién de la movilidad
larvaria expresada como porcentaje.

Figura 7.- Efecto antihelmintico de extractos metandlicos obtenidos de cultivos in vitro de R. pinnata. El efecto an-
tihelmintico se determiné mediante ensayos de pardlisis larvaria (EPL) evaluando la movilidad tras 24 h de incubacién
utilizando extractos metanélicos de cultivos in vitro de la planta (barras blancas). Como control negativo se utilizé
DMSO (barras negras) a las concentraciones utilizadas para diluir el extracto (% v/v). Las muestras se analizaron por
triplicado dentro de cada ensayo y se realizaron dos ensayos idénticos en diferentes dias. En el eje X se representan
las concentraciones ensayadas de extracto de R. pinnata expresado en mg/ml y en el eje Y se representa la inhibicién
de la movilidad larvaria expresada como porcentaje.

Figura 8.- Reversibilidad del efecto antihelmintico de R. pinnata (A) y P. bituminosa (B). Para evaluar la rever-
sibilidad del efecto antihelmintico, tras una incubacién durante 24 h con los respectivos extractos metandlicos de las
plantas, se realizaron tres lavados y la recuperacion de la movilidad larvaria se evalu6 tras 24 h de incubacion adi-
cionales. Los resultados se compararon con la reversibilidad obtenida con el control positivo Levamisol (C). Como
control negativo se utiliz6 DMSO a las concentraciones utilizadas para diluir los extractos y el control positivo (% v/v).
Las muestras se analizaron por triplicado dentro de cada ensayo y se realizaron dos ensayos idénticos en diferentes
dias. Las barras blancas representan las muestras de las plantas tratadas con los extractos bioactivos, que no han sido
sometidas a lavados. Las barras negras representan las muestras de las plantas tratadas con los extractos bioactivos,
que han sido sometidas a lavados. En el eje X se representan las concentraciones ensayadas del extracto metandlico
de fruto maduro de R. pinnata en mg/ml (A), del extracto metandlico de P. bituminosa (B) en mg/ml y de la con-
centracion de Levamisol en pug/ml y en el eje Y se representa la inhibicién de la movilidad larvaria expresada como
porcentaje.

Figura 9.- Efecto fitosanitario de extractos bioactivos de fruto maduro de R. pinnata frente a insectos de interés
agricola (Frankliniella occidentalis). La figura muestra el porcentaje de mortalidad de larvas de Frankliniella occi-
dentalis (Eje Y) en presencia de diferentes concentraciones de extracto bioactivo de fruto maduro de R. pinnata (Eje
X). Las concentraciones ensayadas de extracto bioactivo disueltos en agua son 33,375 mg/mL (100%), 16,687 mg/mL
(50%) y 6,675 mg/mL (20%). Como control (C) se expusieron las larvas a medio nutritivo convencional para el cultivo
de insectos, sin presencia de extracto bioactivo. Para cada dilucién se emplearon 30 larvas de primer estadio de trips
(F. occidentalis). Se realizaron 3 repeticiones de cada ensayo y de cada dilucién. Después de tres dias, al final del
primer estadio de desarrollo de las larvas, se registré el nimero de larvas supervivientes en los distintas diluciones y
se compararon con la respuesta control.

Descripcion detallada de la invencion

El primer objeto de la presente invencion se refiere a un procedimiento para la obtencién de extractos vegetales
bioactivos con actividad antiparasitaria, antiséptica y fitosanitaria que comprende los pasos de:

a) Recoger muestras de biomasa de plantas seleccionadas de las especies R. pinnata y P. bituminosa.
b) Procesar las muestras de biomasa del paso anterior, preferentemente mediante secado o congelacion.
¢) Homogeneizar las muestras de biomasa una vez procesadas.

d) Extraer los extractos bioactivos de la biomasa homogeneizada.

En una realizacion preferida, el procedimiento de la invencidn se caracteriza porque las muestras de biomasa son
recogidas preferentemente de la parte aérea de las plantas en diferentes estados de fructificacion y/o de los frutos de
dichas plantas en diferentes estados de fructificacion.

En otra realizacion preferida, el procedimiento de la invencidn se caracteriza porque el procesado de la biomasa
de las partes aéreas de las plantas se realiza preferentemente mediante secado a temperatura ambiente durante prefe-
rentemente 20-25 dias, y el procesado de la biomasa de los frutos se realiza preferentemente mediante congelacion,

preferentemente en nitrégeno liquido.

En otra realizacién preferida, el procedimiento de la invencidn se caracteriza porque la homogeneizacion se realiza
preferentemente mediante trituracién.

En otra realizacion preferida, el procedimiento de la invencion se caracteriza porque la biomasa puede obtenerse
también de cultivos in vitro de las especies R. pinnata y P. bituminosa, haciendo uso de la tecnologia conocida para el
cultivo in vitro de material vegetal (células en suspension, agregados celulares, tejidos, raices, brotes, etc.) empleando
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medios nutritivos tales como Murashige-Skoog (1962) o B5 (Gamborg ef al.1968), asi como la adicién de regula-
dores de crecimiento tales como auxinas y citoquininas, cultivados en distintas condiciones de luz, temperatura y
agitacion.

En otra realizacién preferida, el procedimiento de la invencién se caracteriza porque la extraccidn de los extractos
bioactivos se realiza mediante cualquiera de las técnicas seleccionadas preferentemente entre: extraccion mediante
superfluidos, extracciéon con CO,, extraccion asistida por microondas, y mas preferentemente mediante la extraccién
con disolventes.

En otra realizacion preferida, el procedimiento de la invencion se caracteriza porque los disolventes empleados
en la extraccién se seleccionan entre una combinacion de cualquiera de los disolventes orgdnicos, preferentemente:
hexano, etanol, diclorometano y mds preferentemente metanol; y disolventes acuosos, preferentemente agua.

En otra realizacién preferida, el procedimiento de la invencién se caracteriza porque la extraccién de los extractos
bioactivos con disolventes se utiliza preferentemente un extractor Soxhltex.

En otra realizacion preferida, el procedimiento de la invencidn se caracteriza porque opcionalmente, los extractos
bioactivos obtenidos tras la etapa d) se purifican mediante un método de fraccionamiento que comprenda los siguientes
pasos:

a) Separar la fraccién aceitosa del extracto bioactivo mediante preferentemente decantacion y presion redu-
cida, preferentemente de 15 mm Hg, hasta obtener un pellet o precipitado.

b) Disolver el pellet o precipitado obtenido en un disolvente, preferentemente agua.

¢) Extraer de la disolucién del paso anterior mediante extraccion liquido-liquido, una fraccién acuosa que
contiene los extractos bioactivos purificados.

En otra realizacién preferida, el procedimiento de la invencidn se caracteriza porque la extraccién liquido-liquido
se realiza preferentemente empleando consecutivamente los disolventes hexano, cloroformo y acetato de etilo.

Otro objeto de la presente invencidn, son los extractos bioactivos de R. pinnata y P. bituminosa con actividad
antiparasitaria, antiséptica y fitosanitaria, obtenibles mediante el procedimiento descrito previamente.

En una realizacion preferida, los extractos bioactivos de la invencidn se caracterizan porque la actividad antipara-
sitaria que presentan la ejercen frente a parasitos de animales y de seres humanos, preferentemente nematodos, mas
preferentemente helmintos, coccidios y pardsitos filogenéticamente préximos del phylum Apicomplexa.

En otra realizacién preferida, los extractos bioactivos de la invencidn se caracterizan por su efecto antihelmintico,
preferentemente frente al género Haemonchus parasito de rumiantes, pero también frente a cualquiera de los géneros
de nematodos humanos siguientes: Ascaris, Trichuris, Strongyloides, Enterobius, entre otros.

En otra realizacién preferida, los extractos bioactivos de la invencidn se caracterizan por su efecto frente a los
protozoos del phylum Apicomplexa de cualquiera de los siguientes géneros: Toxoplasma, Sarcocystis, Plasmodium,
Isospora, Cryptosporidium y més preferentemente el género Eimeria, asi como géneros proximos filogenéticamen-
te a los coccidios, como aquellos que se encuentran en el phylum Apicomplexa, y mas preferentemente, el género
Plasmodium.

En otra realizacion preferida, los extractos bioactivos de la invencion se caracterizan porque la actividad antipara-
sitaria que ejercen, frente a nematodos, se ejerce preferentemente mediante la inhibicién de la eclosién de los huevos,
induccion de la pardlisis larvaria e inhibicién de la viabilidad de los individuos adultos.

En otra realizacién preferida, los extractos bioactivos de la invencién se caracterizan porque la actividad antipa-
rasitaria que ejercen, frente a coccidios, se ejerce preferentemente mediante la inhibicion de la esporulacion de los
ooquistes y la inhibicién de la viabilidad de los esporozoitos.

En otra realizacidn preferida, los extractos bioactivos de la invencién se caracterizan porque la actividad antiséptica
que ejercen, frente a coccidios y géneros filogenéticamente relacionados como Plasmodium, se ejerce, preferentemen-
te de los seleccionados entre cualquiera de los siguientes géneros: Toxoplasma, Sarcocystis, Plasmodium, Isospora,
Cryptosporidium y mas preferentemente el género Eimeria.

En otra realizacion preferida, los extractos bioactivos de la invencidn se caracterizan porque la actividad antiséptica
que ejercen frente a coccidios, se ejerce preferentemente mediante la inhibicién de la esporulacién de los ooquistes.

En otra realizacién preferida, los extractos bioactivos de la invencion se caracterizan porque la actividad fitosa-
nitaria se ejerce preferentemente frente a insectos, y mas preferentemente de la especie Frankliniella occidentalis
y especies afines seleccionadas preferentemente entre el orden Thysanoptera y entre las familias Adiheterothripi-
dae, Aelothripidae, Phaleothripidae, Thripidae, més preferentemente entre especies tales como F. tritici, F. bispinosa,
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F. fusca, F. schultzei, Scirtothrips dorsalis, Heliothrips haemorrhoidalis, Thrips simplex, T. tabaci, T. palmi, T. ha-
waiiensis, Echinothrips americans, Gynaikothrips ficorum, G. uzeli, Chaetanaphothrips orchidii.

En otra realizacién preferida, los extractos bioactivos de la invencidn se caracterizan porque la actividad fitosani-
taria frente a insectos se ejerce preferentemente mediante la inhibicién de su crecimiento y viabilidad.

Otro objeto de la presente invencion se refiere al uso de los extractos bioactivos descritos anteriormente, como
medicamentos.

Otro objeto de la presente invencion se refiere al uso de los extractos bioactivos descritos anteriormente, como
antiparasitarios y antisépticos, particularmente frente a nematodos y coccidios, asi como su capacidad fitosanitaria
frente a Frankliniella occidentalis y especies afines seleccionadas preferentemente entre el orden Thysanoptera y
entre las familias Adiheterothripidae, Aelothripidae, Phaleothripidae, Thripidae, mds preferentemente entre especies
tales como F. tritici, F. bispinosa, F. fusca, F. schultzei, Scirtothrips dorsalis, Heliothrips haemorrhoidalis, Thrips sim-
plex, T. tabaci, T. palmi, T. hawaiiensis, Echinothrips americans, Gynaikothrips ficorum, G. uzeli, Chaetanaphothrips
orchidii.

Otro objeto de la presente invencién se refiere al uso de los extractos bioactivos descritos anteriormente, para la
fabricacion de formulaciones farmacéuticas o veterinarias utiles en el tratamiento de enfermedades parasitarias debidas
preferentemente a nematodos, coccidios y especies filogenéticamente relacionadas, pertenecientes particularmente al
phylum Apicomplexa.

Otro objeto de la presente invencion se refiere al uso de los extractos bioactivos descritos anteriormente, para la
fabricacion de alimentos funcionales para animales o seres humanos, ttiles para prevenir la aparicion de enfermedades
parasitarias, preferentemente debidas a nematodos y coccidios.

Otro objeto de la presente invencién se refiere al uso de los extractos bioactivos descritos anteriormente como
fitosanitarios.

Otro objeto de la presente invencion se refiere a una formulacion galénica, farmacéutica, veterinaria o fitosanitaria
caracterizada por comprender los extractos bioactivos descritos previamente, y que presenta actividad antiparasitaria,
antiséptica y fitosanitaria.

A los efectos de la presente invencion, el término “composicion fitosanitaria” debe entenderse como cualquier
composicién que pueda aplicarse por cualquier medio conocido (abono, riego, pulverizacion, etc) sobre vegetales,
para controlar plagas, preferentemente de insectos, que puedan afectara su crecimiento, viabilidad o productividad.

En una realizacién preferida, la formulacién galénica, farmacéutica, veterinaria o fitosanitaria de la invencidn, se
caracteriza porque ademds comprende otros excipientes galénicamente, farmacéuticamente o veterinariamente acep-
tables.

En otra realizacion preferida, la formulacién galénica, farmacéutica, veterinaria o fitosanitaria de la invencidn, se
caracteriza porque puede presentarse en cualquiera de las formas conocidas en el estado de la técnica, preferentemente:
polvo, granulado, liquida, en suspensién, en aerosol, pomada, ungiiento, capsula, comprimido o gragea.

Otro objeto de la presente invencidn se refiere a los alimentos funcionales que comprenden los extractos bioactivos
descritos en la presente invencion.

Otro objeto de la presente invencion se refiere al método de tratamiento y/o prevencion de enfermedades parasi-
tarias en hombres y animales caracterizado porque comprende la administracién a los mismos, de una dosis farma-
céuticamente efectiva de los extractos bioactivos descritos en la presente invencién o de la formulacion farmacéutica
descrita en la presente invencion.

En una realizacion preferida, el método de tratamiento y/o prevencion, de la presente invencidn, se caracteriza
porque la administracion se realiza, preferentemente, mediante via tépica, oral o parenteral.

Otro objeto de la presente invencion se refiere al método de tratamiento y/o profilaxis de plagas agricolas e insectos
domésticos caracterizado porque comprende la administracién a los mismos de una dosis efectiva de los extractos
bioactivos descritos anteriormente o de la formulacion fitosanitaria descrita anteriormente.

En una realizacién preferida, el método de tratamiento y/o prevencion se caracteriza porque la administracién
preferentemente se realiza mediante pulverizacidn, o disuelta en el agua de riego o mezclada con el abono.

Los ejemplos que se detallan a continuacién tienen como objetivo ilustrar la invencidn sin limitar el alcance de la
misma.
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Ejemplo 1
Tratamiento y extraccion del material vegetal para la obtencion de extractos bioactivos

Para la extraccion de los extractos bioactivos presentes en las plantas de las especies R. pinnata, R. graveolens 'y
P. bituminosa, se emplearon muestras de la parte aérea de las mismas, tomadas de plantas maduras en distintos estadios
de fructificacién, ademds de muestras de frutos con diferentes grados de maduracion presentes en dichas plantas.

Para la extraccion de los extractos bioactivos presentes en las muestras recogidas de la parte aérea de las plantas
mencionadas arriba, las muestras se secaron en umbria a temperatura ambiente (aprox. 20-22°C) durante 25-30 dfas,
asegurando una éptima aireacion mediante volteos y sacudidas regulares de la biomasa para evitar infecciones con
hongos y/o bacterias y evitando posibles fermentaciones del material vegetal. Una vez seca, la biomasa se homoge-
neiz6 empleando una méaquina trituradora para obtener una muestra uniforme que se empled posteriormente para la
extraccion de los extractos bioactivos de las plantas arriba mencionadas. La extraccién se practicé empleando diferen-
tes disolventes orgdnicos, como por ejemplo hexano, diclorometano, etanol, metanol etc; o agua. También se puede
realizar dicha extraccién mediante cualquier método descrito en el estado de la técnica, aplicable para el tratamiento
de biomasa vegetal, como por ejemplo la extraccién por superfluidos, la extraccién con CO,, la extraccion asistida por
microondas, etc.

Para la extraccién con los disolventes orgdnicos de forma individual, la biomasa vegetal (aprox. 0,750 Kg) se
empaquet6 en una bolsa de papel de filtro, se introdujo en la columna de un equipo Soxhlet con 5,5 L de cualquiera de
los disolventes orgdnicos mencionados anteriormente y se extrajo en caliente (50-60°C) hasta agotamiento (24-48 h).
Posteriormente, el extracto bioactivo obtenido se sec a vacio utilizando un rota-vapor sobre un bafio de agua a una
temperatura de 38-40°C.

Para la extraccidn de los extractos bioactivos utilizando como disolvente el agua, la biomasa homogeneizada (0,5
Kg) se hirvié en agua destilada (5,5 L) durante 40 min y luego se filtr6 para eliminar los restos vegetales. El extracto
bioactivo acuoso obtenido se guardé en nevera (4°C) para preservarlo y evitar la aparicién de contaminantes.

De la misma forma, se practicé también la extraccién de los extractos bioactivos presentes en los frutos con distin-
to grado de maduracidn. Para ello, se tomaron aproximadamente 70 g de frutos maduros que se homogeneizaron tras
congelarlos en nitrégeno liquido, con el fin de disgregarlos y asi realizar una extracciéon mds efectiva. El homogenei-
zado de los frutos se empaquetd en sobres de papel que se introdujeron en la columna de un equipo Soxhlet, como se
menciond anteriormente, empleando un volumen de disolvente orgdnico de 1,5 L para extraccion hasta agotamiento
(24-48 h).

En el presente ejemplo se realizé la extraccidon de los principios activos presentes en los frutos de las plantas

R. pinnata, R. graveolens y P. bituminosa, utilizando como disolvente el metanol. Los extractos bioactivos metanélicos
de los principios activos obtenidos fueron ademas fraccionados (Esquema 1).

(Esquema pasa a pagina siguiente)
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Esquema 1

Fraccionamiento realizado con el extracto bioactivo extraido de frutos de R. pinnata utilizando como
disolvente metanol

35 g de extracto MeOH seco de frutos madures de R. pinnata

Separacian por decantacion/presion  sssswssssessesdy Fraccion aceite (3,13 g3
reducida (13 mm Hg}

Fraccion sélida disuelta en 150 mL de agua

Extraccion hexano (3x30mL), 15 min sy Fase orgénica, seca
' ¥ cohcentrada
Fraccian hex. {50 ¢}

Extraccidn clorofomo (AU mL), 15 min sy F38@ 0rganica, seca
y concentrada
Fraceion clor. (0,53 g
Extraccidn acetato etilo {3x50 mL), 15 min Fase organica, seca
y concentrada
Fraceion ac. etilo (0.21 g)

Fase acuosa 1eStante s s Fraccién acuosa (23,74 g)

La fraccién aceitosa del extracto (sobrenadante) se separd por decantacion y presion reducida, (15 mm Hg) primero
mediante precipitacion por gravedad y a continuacién con la asistencia de una ligera centrifugacion. (3000 rpm durante
6-8 min.) La parte semisdlida (pellet) se disolvid en agua y posteriormente la disolucién fue sometida a una extraccién
liquido-liquido empleando consecutivamente los disolventes: hexano, cloroformo y acetato de etilo, afiadidos a igual
volumen final que la fraccidn acuosa a extraer. De la extraccién de los principios bioactivos metandlicos, con estos
tres disolventes se obtuvo una fraccién acuosa final. Los extractos obtenidos mediante este método, se utilizaron
a diferentes concentraciones en los correspondientes ensayos in vitro, utilizando como disolventes todos aquellos
sistemas compatibles tanto con los métodos de determinacién de la actividad, como con su posible aplicacién in vivo,
como por ejemplo agua, DMSO, EtOH, etc. En la Tabla 1 se muestran los resultados de la eficacia de extraccién de
los extractos bioactivos metandlicos (al utilizarse como disolvente el metanol) en diferentes muestras y especies.

TABLA 1

Rendimiento de la extraccion de los extractos bioactivos de diferentes partes de plantas utilizando como
disolvente metanol

Especie Vegetal Parte de la planta Rendimiento (%)
Ruta pinnata Frutos maduros 40,3
Ruta pinnata Frutos inmaduros 14,0
Psoralea bituminosa Parte aérea de la planta 18,1
Ruta graveolens Parte aérea de la planta 20,4
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Ejemplo 2
Obtencion de los pardsitos utilizados para los ensayos in vitro descritos en la presente invencion

Las formas parasitarias utilizadas en los ejemplos de la presente invencién para la realizacion de las pruebas in
vitro en los ensayos bioguiados con nemdtodos se obtuvieron mediante la inoculacién en animales donantes ovinos
mediante via oral con larvas de estadio 3 (I.3) de Haemonchus contortus, especificas para ganado ovino. La cepa se
mantiene mediante pases sucesivos en animales donantes.

Las formas parasitarias utilizadas en la presente invencién para los ensayos bioguiados con coccidios son de la

especie Eimeria ninakohlyakimovae, mantenida igualmente en animales donantes caprinos mediante pases sucesivos.

2.1.- Obtencion de huevos, larvas y adultos de Haemonchus contortus

Una vez inoculados los animales donantes y constatada la presencia de huevos de nematodos en las heces, éstas
se recogieron e incubaron a una temperatura de 22°C durante dos semanas y posteriormente se aislaron las larvas de
estadio L3 mediante el método de Baerman (MAFF, 1989). Para la obtencién de huevos de H. contortus, se recogieron
heces de los animales infectados en pequefios cubos y se disgregaron con una solucién saturada de NaCl. La mezcla
se filtr6 posteriormente por mallas de poro decreciente para eliminar el detritus y obtener una soluciéon de huevos
limpia. La determinacién del nimero de huevos en solucion se determind mediante la técnica de McMaster (Sloss
et al., 1994). Para la obtencién de los vermes o gusanos adultos, los animales donantes se sacrificaron a las 2-3
semanas del comienzo de la eliminacién de los huevos en las heces, obteniéndose los vermes o gusanos adultos del
estdmago glandular del animal donante sacrificado.

2.2.- Obtencion de ooquistes y esporozoitos de Eimeria ninakohlyakimovae

La cepa de E. ninakohlyakimovae fue obtenida en 2006 a partir de un aislado de campo y ha sido mantenida
mediante pases sucesivos en cabritos (baifos) hasta la actualidad. Para la produccién de ooquistes, se inocularon
cabritos de entre 4-5 semanas de edad con 200.000 ooquistes esporulados via oral. Los ooquistes excretados se aislaron
de las heces a partir del dia 14 post-infeccién mediante flotaciones con solucién de azicar previa filtracion a través
de mallas de diferente calibre segin el método de Jackson (1964). Los ooquistes no esporulados se mantuvieron a
4°C durante no mas de 3 dias hasta la realizacién de los ensayos de inhibicién de la esporulacion. Otra parte de
los ooquistes se incubd en dicromato potdsico (K,Cr,O;) a temperatura ambiente y aireacion periédica durante una
semana para favorecer la esporulacién. Los ooquistes esporulados se mantuvieron a 4°C y se utilizaron en un periodo
maximo de 5-6 meses para el mantenimiento de la cepa.

Ejemplo 3

Ensayo in vitro del efecto ovicida de extractos bioactivos de plantas R. pinnata y P._bituminosa, en nemdtodos
H. contortus

Para analizar el efecto ovicida de los extractos bioactivos metandlicos de las plantas R. pinnata y P. bituminosa
se utilizé el ensayo de eclosién de huevos (EEH). El ensayo EEH se llev6 a cabo siguiendo las recomendaciones de
la “World Association for the Advancement of Veterinary Parasitology” (W.A.A.V.P) para determinar la resistencia
antihelmintica (Coles et al., 1992). Como tratamientos activos se utilizaron los extractos bioactivos metandlicos obte-
nidos de las plantas R. pinnata 'y P. bituminosa. Como control positivo se utilizé el antihelmintico comercial de efecto
ovicida oxibendazol (Oxibendaziven®, Laboratorios Iven) y como control negativo se utilizaron huevos no tratados
que fueron diluidos en diferentes concentraciones de DMSO.

El ensayo EEH se realiz6 en placas de 96 pocillos afiadiendo en cada pocillo 100 ul de una suspensién con

aproximadamente 150-200 huevos a los cuales se afiadié 100 ul de las distintas concentraciones de extracto bioactivo
metandlico, control positivo o control negativo (DMSO) (Tabla 2).
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TABLA 2

Concentraciones de extractos bioactivos obtenidos de R. pinnata y P_bituminosa, del control positivo (oxibendazol) y
del control negativo (DMSO) utilizados en los ensayos de EEH

Producto Disolvente Concentraciones

R. pinnata’ DMSO 6% 5-10,02 mg/mL

P. bituminosa? DMSO 6% 25-1,94 mg/mL

DMSO (control -) dH.0 3-0,1875%
Oxibendazol (control +) DMSO 6% 1250 ng/mL - 0,25 ng/mL

(1) Ruta pinnata (extracto metabdlico de parte aérea de planta fructificada)
(2) Psoralea bituminosa (extracto metabdlico de parte aérea de planta)

Tras incubar las placas a una temperatura de 28°C durante 24 horas, se determind, mediante la utilizacién de un
microscopio invertido, el porcentaje de:

a) Huevos no larvados;

b) Huevos larvados;

¢) Larvas inmdviles;

d) Larvas mdviles en un microscopio invertido.

La inhibicién del desarrollo de los huevos puede verse sélo en las fases iniciales, ya que la sensibilidad de los
extractos puede decrecer a medida que el desarrollo embrionario avanza, por lo que se utilizaron solamente huevos
frescos para realizar este tipo de ensayo. Las muestras se analizaron por triplicado dentro de cada ensayo y se realizaron
dos ensayos idénticos en diferentes dfas.

Tal y como puede apreciarse en la Fig. 1A, tras 24 h de incubacién la mayoria (80-90%) de los huevos no larvados
de H. contortus evolucionaron a larvas de primer estado (L1) méviles en los controles negativos (DMSO), mientras
que practicamente el 100% de los mismos permanecié sin evolucionaren el control positivo (oxibendazol) a todas las
concentraciones ensayadas (Fig. 1B). Concentraciones finales de 5 mg/ml de extracto bioactivo metandlico extraido
de R. pinnata presentaron un efecto similar al del control positivo (oxibendazol) y se mantuvo el efecto ovicida
hasta la concentracién de 1,25 mg/mL, aunque se observé que a la concentracién de 0,3 mg/mL del extracto bioactivo
metandlico de R. pinnata, el efecto también resulté atractivo pues a esta concentracion sélo el 20% de las larvas fueron
moéviles (Fig. 1C). A partir de esta concentracién de 0,3 mg/mL del extracto bioactivo metandlico de R. pinnata, se
comprometié la viabilidad de las larvas de primer estadio (L.1), que o bien permanecieron dentro del huevo o bien se
encontraron inmoéviles fuera de él. Asi, el efecto ovicida y larvicida frente a larvas L1 de H. contortus, del extracto
bioactivo metandlico extraido de R. pinnata fue por tanto dosis dependiente.

Los extractos bioactivos metandlicos de P. bituminosa no lograron inhibir el desarrollo del huevo completamente a
ninguna de las concentraciones ensayadas, pero si tuvo un efecto sobre la viabilidad de las larvas L1 de H. contortus,
que fue aproximadamente 10 veces menor que el observado con los extractos de R. pinnata (Fig. 1D).

Ejemplo 4

Ensayo in vitro del efecto larvicida de extractos bioactivos metandlicos de plantas R. pinnata, R. graveolens y
P. bituminosa, en nemdtodos H. contortus

Para analizar el efecto larvicida in vitro de extractos bioactivos metandlicos extraidos de las plantas R. pinnata,
R. graveolens y P. bituminosa sobre larvas del nematodo H. contortus, se utiliz el ensayo de pardlisis larvaria (EPL).
El procedimiento seguido es similar a Kotzte et al. (2004). Brevemente, suspensiones de 100 ul de 150-200 larvas de
tercer estadio L3 se mezclaron con concentraciones conocidas de los correspondientes extractos bioactivos metand-
licos en placas de 96 pocillos incubadas a temperatura ambiente durante 24 horas. Como control positivo se incluyd
el antihelmintico comercial Levamisol (Cyver antihelmintico®, Fort Dodge) y como control negativo DMSO a las
correspondientes concentraciones (Tabla 3).

11
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TABLA 3

Concentraciones de extractos de R. pinnata, R. graveolens, P_bituminosa, Levavisol (control positivo) y DMSO
(control negativo) utilizados en los ensayos de EPL

Producto Disolvente Concentraciones

R. pinnata’ DMSO 6% 12,5 -0,015625 mg/mL
R. graveolens? DMSO 6% 12,5-0,0625 mg/mL
P. bituminosa® DMSO 6% 12,5-0,0625 mg/mL
DMSO (control -) dH.0 1,5-0,001875%
Levamisol (control +) dH0 37,5-0,009375 pg/mL

(1) Ruta pinnata (extracto metabolico de parte aérea de planta fructificada). (2) Ruta graveolens (extracto
metabolico de la parte aérea de la planta fructificada). (3) Psoralea bituminosa (extracto metabdlico de parte aérea
de planta).

Transcurrido el tiempo de incubacién, se determiné la movilidad larvaria, clasificindose el movimiento de la
siguiente forma:

(0) larvas con movilidad normal;

(1) movilidad algo reducida;

(2) movilidad reducida;

(3) movilidad bastante reducida;

(4) movilidad muy reducida;

(5) larvas completamente inmoviles.

Se consideré que la larva estaba completamente inmévil cuando no se observaba movimiento durante 5 segundos
de observacién. Las muestras se analizaron por triplicado dentro de cada ensayo y se realizaron dos ensayos idénticos
en diferentes dias.

En la figura 2A se observa que los extractos bioactivos extraidos de R. pinnata mostraron un alto porcentaje de
inhibicién del movimiento larvario y por tanto un importante efecto larvicida frente a larvas de tercer estado (L3),
llegando a producir reduccién significativa de la movilidad larvaria (34%) incluso a dosis de 0,015625 mg/mL (~ 15
pg/mL). La inhibicién de la movilidad larvaria en presencia de los extractos bioactivos metanélicos extraidos de la
especie del mismo género R. graveolens fue considerablemente menor, aunque si se observé inhibicién de la movilidad
larvaria, aproximadamente alrededor de un 30%, a mayores dosis de entre 12,5 y 3,125 mg/mL (Fig. 2B). Por el
contrario, la reduccion de la movilidad larvaria con el extracto bioactivo metandlico de P. bituminosa fue moderada y
s6lo se observé a la dosis mds alta empleada (12,5 mg/mL).

El grado de movilidad larvaria en presencia de los extractos bioactivos metandlicos de R. pinnata oscil6 entre
las categorias (3) y (4) y entre (0) y (2) en los extractos bioactivos metandlicos de R. graveolens y P. bituminosa.
Practicamente el 100% de las larvas presentaron movilidad normal (categoria 0) en los controles negativos (Fig. 2D).
En los controles positivos (Fig. 2D), empleando el compuesto comercial Levamisol (Cyver antihelmintico®, Fort
Dodge), el grado de movilidad larvaria sigui6 un patrén similar a lo descrito para los extractos de R. pinnata, aunque
para conseguir el mismo porcentaje de inhibicién con Levamisol que con los extractos bioactivos extraidos de las
plantas se necesitan mayores concentraciones del compuesto comercial. A concentraciones de Levamisol de 0,0187
pg/mL la inhibicién fue del 80-100% y a partir de ahi se redujo hasta el 25-30%.

Ejemplo 5

Ensayo in vitro del efecto adulticida de extractos bioactivos metandlicos de plantas R. pinnata, R. graveolens y
P. bituminosa, en nemdtodos H. contortus

Para analizar el efecto adulticida in vitro, de extractos bioactivos metandlicos de plantas R. pinnata, R. graveolens
y P. bituminosa, se utilizé el ensayo de viabilidad de adultos (EVA), siguiendo las recomendaciones descritas por
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Sharma et al. (1971). Los gusanos o vermes maduros del nematodo se recogieron del estémago glandular (abomaso)
de los animales sacrificados. Tras sucesivos lavados, los gusanos se resuspendieron en medio RPMI 1640 con 1%
penicilina-estreptomicina (P/E) a una concentracién de 10 vermes/mL y se incubaron en placas de 12 pocillos a una
temperatura de 37°C y 5% de CO, con diferentes diluciones del extracto bioactivo metandlico extraido de las plantas
antes mencionadas, con diferentes concentraciones del control positivo (Levamisol) y con diferentes concentraciones
del control negativo (DMSO) (Tabla 4). Se determiné la movilidad de los gusanos a las 24 h de incubacién. Las
muestras se analizaron por triplicado y los ensayos se repitieron dos veces en condiciones idénticas.

TABLA 4

Concentraciones de extractos de R. pinnata, R. graveolens, P. bituminosa, control positivo (Levamisol) y negativo
(DMSO) utilizados en los ensayos EVA

Producto Disolvente Concentraciones
R. pinnata’ DMSO 6% 25-0,0625 mg/mL
R. graveolens? DMSO 6% 25-10,0625 mg/mL
P. bituminosa® DMSO 6% 25-10,0625 mg/mL
DMSO (control -) dH.0 3-0,0075%
Levamisol (control +) dH0 1500 — 12 pg/mL

(1) Ruta pinnata (extracto metabolico de parte aérea de planta fructificada). (2) Ruta graveolens
(extracto metabolico de la parte aérea de la planta fructificada). (3) Psoralea bituminosa (extracto

metabdlico de parte aérea de planta).

El efecto adulticida de los extractos bioactivos metandlicos extraidos de R. pinnata, medido como el porcentaje
de inhibicién de la movilidad de individuos adultos, fue mucho mayor que el efecto larvicida, mostrado en el ejemplo
anterior, utilizando las mismas dosis (Fig. 3A), siendo el porcentaje de inhibicién del 100% a todas las concentraciones
de extracto bioactivo utilizadas, incluso a la concentracién de 0,625 mg/mL. Dicho porcentaje de inhibicién disminuy6
hasta el 90% cuando se empled una concentracién 10 veces menor (0,0625 mg/mL) de extracto bioactivo. Estos altos
porcentajes de inhibicion de los individuos adultos en presencia de los extractos bioactivos de la invencién, podria
deberse a varias razones, en primer lugar a que el estado adulto del pardsito sea per se mas susceptible que las larvas
L3 (consideradas como elementos de resistencia en su ciclo biolégico) al efecto del extracto bioactivo y en segundo
lugar a que, aparte de la absorcion del producto a través del tegumento, los gusanos o vermes adultos sean capaces de
incorporarlo por ingestién (las larvas L3 no se alimentan del medio).

En el caso de los extractos bioactivos metandlicos extraidos de R. graveolens, el efecto adulticida fue similar
al observado con los extractos bioactivos extraidos de R. pinnata, Unicamente a la concentraciéon mas baja (0,0625
mg/mL) los extractos bioactivos extraidos de R. pinnata parecieron resultar mds eficaces que los de R. graveolens,
90% de inhibicién de la movilidad de adultos frente a 65% respectivamente (Fig. 3B). La mayor sensibilidad del estado
adulto del nematodo H. contortus se confirma con los resultados de los extractos bioactivos extraidos de P. bituminosa,
que también fueron eficaces como adulticidas, aunque con menor efecto que los extractos de las dos especies de Ruta
(Fig. 3C). El control positivo utilizado en los ensayos (Levamisol) inhibié totalmente la movilidad de los adultos a
partir de las 3 h de incubacién pero el efecto se revirtié a las 24 h (ver Ejemplo 10). El mecanismo de accién reconocido
de este farmaco antihelmintico, Levamisol, es precisamente la produccion de una parélisis muscular del verme, que
serd retirado de su localizacién habitual mediante el movimiento peristaltico del hospedador y eliminado finalmente
con las heces.

Ejemplo 6

Ensayo in vitro del efecto anticoccidiosico y antiséptico de extractos bioactivos de plantas R. pinnata, R. graveolens
y P_bituminosa, en E. ninakohlyakimovae

Para analizar in vitro el efecto anticoccididsico y antiséptico de los diferentes extractos bioactivos extraidos de las
plantas R. pinnata, R. graveolens'y P. bituminosa, se utilizé el ensayo de esporulacién de ooquistes (EEO). Aproxima-
damente 5.000 ooquites de E. ninakohlyakimovae no esporulados se incubaron durante 24 horas en tubos Eppendorf
con distintas concentraciones de extracto bioactivo metandlico extraido de cada una de las plantas arriba menciona-
das, con diferentes concentraciones del control positivo, el desinfectante clorado Aquagen ® SDF (SUCITESA) y con
diferentes concentraciones del control negativo (DMSO) (Tabla 5). Tras la incubacion, se realizaron tres lavados para
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eliminar los restos del cocktail de incubacién. Posteriormente los ooquistes se transfirieron a placas microtiter de 24
pocillos con dicromato potésico al 2% para evaluar el progreso de la esporulacién a intervalos de 24 horas incubados a
una temperatura de 27°C. Las muestras se analizaron por triplicado dentro de cada ensayo y se realizaron dos ensayos
idénticos en diferentes dias.

TABLA 5

Concentraciones de extractos bioactivos de R. pinnata, R. graveolens, P_bituminosa, control positivo (Aquagen ®
SDF) y control negativo (DMSO) utilizados en los ensayos EIE

Producto Disolvente Concentraciones
R. pinnata’ DMSO 6% 12,5 - 10,0625 mg/mL
R. graveolens? DMSO 6% 12,5-0,0625 mg/mL
P. bituminosa® DMSO 6% 12,5 - 10,0625 mg/mL
DMSO (control -) dH.0 1,5-0,0075%
Aquagen ® SDF (control +) dH.0 25-0,05%

(1) R. pinnata (extracto metabodlico de parte aérea de planta fructificada). (2) R.graveolens (extracto

metabdlico de planta fructificada). (3) P. bituminosa (extracto metabdlico de parte aérea de planta).

En la figura 4A se observa que los extractos bioactivos metandlicos extraidos de R. pinnata son capaces de inhibir
de forma considerable la esporulacién de E. ninakohlyakimovae de manera dosis dependiente. Los mayores resultados
de inhibicién de la esporulacién se obtuvieron a las concentraciones de 3,125-12,5 mg/mL, donde se obtuvieron
porcentajes de inhibicién de la esporulacién entre el 65% y el 85% (Fig. 4A). Estos altos porcentajes de inhibicién
de la esporulacion de E. ninakohlyakimovae no se observaron con los extractos de ninguna de las otras dos plantas
analizadas, R. graveolens y P. bituminosa. Con los extractos bioactivos metandlicos extraidos de P. bituminosa (Fig.
4B) y R. graveolens (Fig. 4C) s6lo se obtuvo una ligera inhibicién de la esporulacién a la concentracion mds alta (12,5
mg/mL).

El porcentaje de inhibicidn de la esporulacién de ooquistes con la concentracién mds elevada del extracto bioactivo
metandlico extraido de R. pinnata (12.5 mg/ml) fue comparable con el porcentaje de inhibicién observado con el con-
trol positivo utilizado, Aquagen®SDF a cualquiera de las concentraciones utilizadas (Fig. 4D). Dado que el ooquiste
se considera como el elemento de resistencia de éste y otros coccidios parasitos de los animales domésticos y del
hombre, el resto de formas evolutivas del pardsito serian necesariamente mds sensibles al efecto de los extractos de
R. pinnata por lo que, aparte del efecto antiséptico, se asume el efecto anticoccididsico de la planta. Esta hipotesis
ha sido contrastada de forma preliminar con la especie de coccidios de bovinos Eimeria bovis, cuyos esporozoitos
demostraron ser también considerablemente sensibles al efecto de los extractos de R. pinnata. En este sentido, se ha
observado que concentraciones de 0,1 mg/ml y 0,08 mg/ml de extracto metandlico de planta fructificada son capaces
de inhibir en un 50% la esporulacién de ooquistes y la viabilidad de esporozoitos en esta especie bovina de Eimeria,
respectivamente.

Ejemplo 7
Actividad antiparasitaria de extractos bioactivos de frutos de R. pinnata analizada mediante EPL

En la presente invencion se analizé también la actividad antiparasitaria de los extractos bioactivos extraidos de los
frutos de R. pinnata, segtn se describe en el ejemplo 1, y dicha actividad fue comparada con la que presentaban los
extractos bioactivos extraidos del resto de zonas de la planta R. pinnata fructificada.

Los resultados del porcentaje de inhibicién de la movilidad larvaria obtenidos al comparar extractos bioactivos me-
tandlicos extraidos de la planta entera fructificada, con extractos bioactivos metandlicos extraidos del fruto maduro,
son indicativos de que gran parte de la actividad antihelmintica de los extractos de R. pinnata se halla concentra-
da en el fruto maduro (Fig. 5A). Estos datos apoyan las observaciones de que los extractos metandlicos extraidos
de la planta fructificada presentan mds actividad antiparasitaria que similares extractos extraidos de la planta sin
fructificar.
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Ademads, al comparar la actividad de las fracciones hexdnicas, obtenidas mediante el proceso de fraccionamiento
de los extractos bioactivos metandlicos de los frutos maduros y de los frutos verdes de R. pinnata (Fig. 5B) se encontrd
mayor actividad antihelmintica en el fruto maduro, lo que indicaria que a medida que el fruto madura se incrementa la
concentracién de producto activo.

Ejemplo 8
Actividad antiparasitaria de extractos bioactivos acuosos de R. pinnata analizada mediante EPL

Los extractos bioactivos de R. pinnata extraidos utilizando como disolvente agua, presentaron un efecto sobre la
inhibicién de la movilidad larvaria significativamente menor que los correspondientes extractos metanélicos, entre las
concentraciones de 12,5 mg/mL y 3,125 mg/mL; mientras que no se observaron diferencias en cuanto al porcentaje
de inhibicién de la movilidad larvaria a concentraciones de 0,352 mg/mL a 0,0625 mg/mL (Fig. 6). El efecto antihel-
mintico del extracto acuoso obtenido de frutos de R. pinnata, aproximadamente un 90% de inhibicién a la méxima
concentracion del mismo, es importante de resefiar debido a la facilidad de obtencién de dicho extracto, lo que po-
sibilita que macerados de la planta seca sin extraccion alguna puedan ser utilizados como tratamiento antiparasitario
directo.

Ejemplo 9

Actividad antiparasitaria de extractos bioactivos metandlicos de cultivos in vitro de R. pinnata analizada mediante
EPL

Para la obtencion de los cultivos in vitro de R. pinnata, se hizo uso de la tecnologia conocida en el estado de
la técnica, para los cultivos in vitro de material vegetal, (células en suspension, agregados celulares, tejidos, raices,
brotes, etc.) empleando medios nutritivos tales como Murashige-Skoog (1962) o B5 (Gamborg et al.1968), asi como
la adicién de reguladores de crecimiento tales como auxinas y citoquininas, cultivados en distintas condiciones de
luz, temperatura y agitacién. Los datos de inhibicién de movilidad larvaria recogidos en la Fig. 7 demuestran que los
extractos bioactivos metandlicos de cultivos in vitro de R. pinnata presentaron un efecto antihelmintico considerable y
dicho efecto fue claramente dosis dependiente. A la mayor concentracion utilizada de extracto bioactivo (25 mg/mL)
se obtuvo una inhibicién de la movilidad de aproximadamente un 70%, una reduccién sensiblemente menor que la
observada con las mismas concentraciones de extracto metabdlico de planta entera, donde la inhibicién llegé a ser del
100%. En este sentido, esta fuente de obtencion de biomasa de R. pinnata es también de gran interés.

Ejemplo 10

Ausencia de reversibilidad en la actividad antiparasitaria de extractos bioactivos de R. pinnata y P_bituminosa

Tal y como puede observarse en las Figuras 8 A-B, el efecto antihelmintico de los extractos bioactivos obtenidos
de ambas plantas, pricticamente no se perdid tras los lavados, a diferencia de lo que ocurrié en el control positivo
(Levamisol), donde a concentraciones de Levamisol de entre 3,75 y 0,01875 ug/mL, tras el lavado de éste del medio
de incubacidn, se produjo una recuperacion de la movilidad larvaria considerable (Fig. 8C). Este mismo fenémeno se
observo también en los ensayos de viabilidad de adultos (Fig. 4), incluso sin realizar lavados. Como ya se discutié en
el Ejemplo 5, la movilidad de los adultos de H. contortus, mermada en practicamente un 100% a las 3 h de incubacién
con Levamisol se recuperd extraordinariamente cuando la incubacién se prolongé hasta las 24 h. Estos resultados
indicarian que, sorprendentemente, los extractos de R. pinnata y P. bituminosa causan pardlisis irreversible o muerte
de los parésitos.

Ejemplo 11

Mortalidad y efecto fitosanitario de extractos bioactivos de R. pinnata frente al insecto Frankliniella occidentalis

Para la obtencién de los datos mostrados en el presente ejemplo, se utilizaron insectos trips (Frankliniella occi-
dentalis), también llamado trips de flores occidentales. Dicha plaga constituye una seria amenaza que afecta a un gran
nimero de cultivos en todo el planeta, incluyendo cultivos de frutales y de plantas ornamentales. También afecta, de
manera muy grave, a los cultivos de invernaderos, con serias consecuencias para la produccién de los mismos.

Se utilizaron placas multipocillo en las que se depositaron en el fondo de cada pocillo, 50 uL a diferente concen-
tracion, de los extractos bioactivos de frutos maduros de R. pinnata o en el caso de las muestras control, se depositd
en el fondo de los pocillos medio nutritivo convencional para el crecimiento de los insectos, sin presencia de extracto
bioactivo. Posteriormente se incluyeron las larvas de los trips. Las muestras de los extractos bioactivos de R. pinnata
a diferentes concentraciones, se disolvieron en agua para llevar a cabo los estudios. La muestra de extracto de fruto
maduro de R. pinnata se evalué a tres concentraciones diferentes (100% = 33,375 mg/mL, 50% = 16,687 mg/mL y
20% = 6,675 mg/mL). Para cada dilucion se emplearon 30 larvas de primer estadio de trips (F. occidentalis), toman-
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dose como pardmetro de control. Se realizaron 3 repeticiones de cada ensayo y de cada dilucién. Después de tres dias,
se registré el nimero de larvas supervivientes en los distintas diluciones y se compararon con la respuesta control.

Los resultados presentados en la Figura 9 muestran que la mortalidad registrada después de tres dias de incubacién
fue casi del 100%, incluso a la concentracion mas baja analizada de 6,675 mg/mL (20%), por otro lado, el control
(ensayo con larvas utilizando medio nutritivo sin extracto afiadido) mostré valores casi despreciables de mortalidad de
las larvas.
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REIVINDICACIONES

1. Procedimiento para la obtencion de extractos vegetales bioactivos con actividad antiparasitaria, antiséptica y
fitosanitaria que comprende los pasos de:

a) Recoger muestras de biomasa de plantas seleccionadas de las especies Ruta pinnata 'y Psoralea bituminosa.
b) Procesar las muestras de biomasa del paso anterior preferentemente mediante secado o congelacion.
¢) Homogeneizar las muestras de biomasa una vez procesadas.

d) Extraer los extractos bioactivos de la biomasa homogeneizada.

2. Procedimiento segtn la reivindicacion 1 caracterizado porque las muestras de biomasa son recogidas preferen-
temente de la parte aérea de las plantas en diferentes estados de fructificacién y/o de los frutos de dichas plantas en
diferentes estados de fructificacion, preferentemente maduros.

3. Procedimiento segin las reivindicaciones 1 y 2 caracterizado porque el procesado de la biomasa de las partes
aéreas de las plantas se realiza preferentemente mediante secado a temperatura ambiente durante preferentemente 20-
25 dias, y el procesado de la biomasa de los frutos se realiza preferentemente mediante congelacién, preferentemente
en nitrégeno liquido.

4. Procedimiento segtin las reivindicaciones 1 a 3 caracterizado porque la homogeneizacion se realiza preferen-
temente mediante trituracion.

5. Procedimiento segun las reivindicaciones 1 a 4 caracterizado porque la biomasa puede obtenerse también de
cultivos in vitro de las especies Ruta pinnata'y Psoralea bituminosa.

6. Procedimiento segun la reivindicaciéon 1 caracterizado porque la extraccién de los extractos bioactivos se
realiza mediante cualquiera de las técnicas seleccionadas preferentemente entre: extraccion mediante superfluidos,
extracciéon con CO,, extraccion asistida por microondas, y mds preferentemente mediante la extraccién con disol-
ventes.

7. Procedimiento segun la reivindicacion 6 caracterizado porque los disolventes empleados en la extraccion se
seleccionan entre una combinacion de cualquiera de los disolventes organicos, preferentemente: hexano, etanol, diclo-
rometano y mds preferentemente metanol; y disolventes acuosos, preferentemente agua.

8. Procedimiento segiin la reivindicacion 7 caracterizado porque la extraccién de los extractos bioactivos con
disolventes se utiliza preferentemente un extractor Soxhltex.

9. Procedimiento segtn las reivindicaciones 1 a 8 caracterizado porque opcionalmente los extractos bioactivos
obtenidos tras la etapa d) se purifican mediante un método de fraccionamiento que comprenda los siguientes pasos:

a) Separar la fraccién aceitosa del extracto bioactivo mediante preferentemente decantacién y presién redu-
cida, preferentemente de 15 mm Hg hasta obtener un pellet o precipitado.

b) Disolver el pellet o precipitado obtenido en un disolvente, preferentemente agua.
c) Extraer de la disolucién del paso anterior mediante extraccion liquido-liquido, una fraccién acuosa que
contiene los extractos bioactivos purificados.
10. Procedimiento segtn la reivindicacion 9 caracterizado porque la extraccion liquido-liquido se realiza prefe-

rentemente empleando consecutivamente los disolventes hexano, cloroformo y acetato de etilo.

11. Extractos bioactivos de Ruta pinnata y Psoralea bituminosa con actividad antiparasitaria, antiséptica y fitosa-
nitaria obtenibles mediante el procedimiento descrito en las reivindicaciones 1 a 10.

12. Extractos bioactivos segun la reivindicacién 11 caracterizados porque la actividad antiparasitaria se ejerce
frente a pardsitos de animales y de seres humanos, preferentemente nemétodos, més preferentemente helmintos, coc-
cidios y pardsitos filogenéticamente préximos del phylum Apicomplexa.

13. Extractos bioactivos segun la reivindicacidn 12 caracterizados porque los nematodos se seleccionan prefe-

rentemente entre cualquiera de los siguientes géneros: Ascaris, Trichuris, Strongyloides, Enterobius y mds preferente-
mente, el género Haemonchus.
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14. Extractos bioactivos segun la reivindicacién 12 caracterizados porque los coccidios se seleccionan preferente-
mente entre cualquiera de los siguientes géneros: Toxoplasma, Sarcocystis, Plasmodium, Isospora, Cryptosporidium y
mas preferentemente el género Eimeria, asi como géneros préximos filogenéticamente a los coccidios, como aquellos
que se encuentran en el phylum Apicomplexa, y mas preferentemente, el género Plasmodium.

15. Extractos bioactivos segun las reivindicaciones 12 y 13 caracterizados porque la actividad antiparasitaria
frente a nemdtodos se ejerce preferentemente mediante la inhibicién de la eclosién de los huevos, induccién de la
pardlisis larvaria e inhibicion de la viabilidad de los individuos adultos.

16. Extractos bioactivos segun las reivindicaciones 12 y 14 caracterizados porque la actividad antiparasitaria
frente a coccidios y géneros relacionados como Plasmodium, se ejerce preferentemente mediante la inhibicion de la
esporulacién de los ooquistes y la inhibicién de la viabilidad de los esporozoitos.

17. Extractos bioactivos segun la reivindicacion 11 caracterizados porque la actividad antiséptica se ejerce frente
a coccidios y géneros proximos relacionados filogenéticamente, como Plasmodium, preferentemente de los seleccio-
nados entre cualquiera de los siguientes géneros: Toxoplasma, Sarcocystis, Plasmodium, Isospora, Cryptosporidium y
mads preferentemente el género Eimeria.

18. Extractos bioactivos segun la reivindicacion 17 caracterizados porque la actividad antiséptica frente a cocci-
dios se ejerce preferentemente mediante la inhibicidn de la esporulacién de los ooquistes.

19. Extractos bioactivos segun la reivindicacion 11 caracterizados porque la actividad fitosanitaria se ejerce pre-
ferentemente frente a insectos, y mds preferentemente de la especie Frankliniella occidentalis y especies afines se-
leccionadas preferentemente entre el orden Thysanoptera y entre las familias Adiheterothripidae, Aelothripidae, Pha-
leothripidae, Thripidae, més preferentemente entre especies tales como Frankliniella tritici, Frankliniella bispinosa,
Frankliniella fusca, Frankliniella schultzei, Scirtothrips dorsalis, Heliothrips haemorrhoidalis, Thrips simplex, Th-
rips tabaci, Thrips palmi, Thrips hawaiiensis, Echinothrips americans, Gynaikothrips ficorum, Gynaikothrips uzeli,
Chaetanaphothrips orchidii.

20. Extractos bioactivos segtin la reivindicacion 19 caracterizados porque la actividad fitosanitaria frente a insec-
tos se ejerce preferentemente mediante la inhibicién de su crecimiento y viabilidad.

21. Uso de los extractos bioactivos de las reivindicaciones 11 a 18 como medicamentos.

22. Uso de los extractos bioactivos de las reivindicaciones 11 a 18 como antiparasitarios y antisépticos, particular-
mente frente a nematodos y coccidios.

23. Uso de los extractos bioactivos de las reivindicaciones 11 a 18 para la fabricaciéon de formulaciones farma-
céuticas o veterinarias ttiles en el tratamiento de enfermedades parasitarias debidas preferentemente a neméatodos,
coccidios y especies filogenéticamente relacionadas, pertenecientes particularmente al phylum Apicomplexa.

24. Uso de los extractos bioactivos de las reivindicaciones 11 a 18 para la fabricacién de alimentos funcionales para
animales o seres humanos, ttiles para prevenir la aparicién de enfermedades parasitarias, preferentemente debidas a
nematodos y coccidios.

25. Uso de los extractos bioactivos de las reivindicaciones 19 a 20 como fitosanitarios.

26. Formulacién farmacéutica, veterinaria o fitosanitaria caracterizada por comprender los extractos bioactivos
de las reivindicaciones 11 a 20 que presenta actividad antiparasitaria, antiséptica y fitosanitaria.

27. Formulacién segtn la reivindicacién 26 caracterizada porque ademas comprende otros excipientes farmacéu-
ticamente o veterinariamente aceptables.

28. Formulacidén segin las reivindicaciones 26 y 27 caracterizada porque puede presentarse preferentemente en
cualquiera de las formas: polvo, granulado, liquida, en suspension, en aerosol, pomada, ungiiento, capsula, comprimido
o gragea.

29. Alimento funcional que comprende los extractos bioactivos de las reivindicaciones 11 a 18.

30. Método de tratamiento y/o profilaxis de plagas agricolas e insectos domésticos caracterizado porque com-
prende la administracion a los mismos de una dosis efectiva de los extractos bioactivos de las reivindicaciones 11 a 20

o de la formulacion fitosanitaria descrita en las reivindicaciones 26 a 28.

31. Método de tratamiento y/o prevencion segun la reivindicacion 30 caracterizado porque la administracion se
realiza preferentemente mediante: pulverizacién, incluida en el agua de riego o incluida en el abono.
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OPINION ESCRITA N° de solicitud: 201030356

Fecha de Realizacion de la Opinion Escrita: 05.04.2011

Declaraciéon

Novedad (Art. 6.1 LP 11/1986) Reivindicaciones 1-31 SI
Reivindicaciones NO

Actividad inventiva (Art. 8.1 LP11/1986) Reivindicaciones 1-31 SI
Reivindicaciones NO

Se considera que la solicitud cumple con el requisito de aplicacion industrial. Este requisito fue evaluado durante la fase de
examen formal y técnico de la solicitud (Articulo 31.2 Ley 11/1986).

Base de la Opinién.-

La presente opinidn se ha realizado sobre la base de la solicitud de patente tal y como se publica.

Consideraciones:

La presente invencién tiene por objeto un procedimiento para la obtencién de extractos vegetales bioactivos con
actividad antiparasitaria, antiséptica y fitosanitaria que comprende (reivindicacion 1):

a) Recoger muestras de biomasa de plantas de Ruta pinnata y Psoralea bituminosa.
b) Procesar las muestras mediante secado o congelacion.

¢) Homogeneizar las muestras procesadas

d) Extraer los extractos bioactivos de la biomasa homogeneizada.

Se recogen la parte aérea de las plantas y/o de los frutos en diferentes estados de fructificacién (reiv. 2). El procesado de
las partes aéreas se realiza mediante secado a temperatura ambiente durante 20-25 dias, y el procesado de los frutos
mediante congelacion, en nitrégeno liquido (reiv. 3). La homogeneizacion se realiza por trituracion (reiv. 4).

La biomasa también puede obtenerse de cultivos in vitro de las especies Ruta pinnata y Psoralea bituminosa (reiv. 5).

La extraccion de los extractos bioactivos se realiza en extractor Soxhltex (reiv. 8) mediante superfluidos, extracciéon con
CO2, extraccién asistida por microondas o con disolventes (reiv. 6) que puede ser una combinacion de disolventes
orgéanicos como hexano, etanol, diclorometano, metanol y agua (reiv. 7).

Los extractos obtenidos en la etapa d) se purifican mediante un método de fraccionamiento con varios pasos que
comprende extraccion liquido-liquido con hexano, cloroformo y acetato de etilo (reivs. 9 y 10).

Son también objeto de proteccion los extractos bioactivos de Ruta pinnata y Psoralea bituminosa con actividad
antiparasitaria, antiséptica y fitosanitaria obtenido por el procedimiento en donde la actividad parasitaria se ejerce sobre
nematodos de distintos géneros (reivs. 11-15) o sobre coccidios como Plasmodium (reiv. 16- 18). La actividad fitosanitaria
se ejerce sobre insectos (reivs. 19-20).

También es objeto de proteccion el uso de los extractos bioactivos como medicamentos (reiv. 21), como antiparasitarios
y antisépticos (reiv. 22), para la fabricacion de formulaciones farmacéuticas o veterinarias (reivs. 23-25), las formulaciones
obtenidas (reivs. 26-28) asi como el alimento que comprende los extractos bioactivos (reiv. 29).

Por dltimo, es objeto de proteccién el método de tratamiento y/o profilaxis de plagas agricolas e insectos domésticos
administrando dosis efectivas de los extractos en formulaciones fitosanitaria mediante pulverizacion, incluida en agua de
riego o en el abono (reivs. 30-31).
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OPINION ESCRITA

N° de solicitud: 201030356

1. Documentos considerados.-

A continuacién se relacionan los documentos pertenecientes al estado de la técnica tomados en consideracion para la
realizacién de esta opinién.

Documento Namero Publicacion o Identificacion Fecha Publicacion
D01 US 2006194698 Al (GWINN et al.) 31.08.2006
NAPOLI, Mariangela. "The plants, rituals and spells
D02 that 'cured' helminthiasis in Sicily". Journal of 2008

Ethnobiology and Ethnomedicine, 2008. Vol.
4,n° 1. ISSN 1746-4269. d0i:10.1186/1746-4269-4-21

D03 BR 9704164 A (SIBRAS LABOTARORIOS L TDA) 30.03.1999
QAMARUDDIN, N. P. et al. Potential antifilarial
D04 activity of the leaves and seeds extracts of Psoralea 2002

corylifolia on cattle filarial parasite Setaria
cervi. Journal of Ethnopharmacology, 2002. Vol.
82, paginas 23-28. ISSN 0378-8741

2. Declaracion motivada segun los articulos 29.6 y 29.7 del Reglamento de ejecucién de la Ley 11/1986, de 20 de
marzo, de Patentes sobre la novedad y la actividad inventiva; citas y explicaciones en apoyo de esta declaracion

NOVEDAD
Los documentos citados D01 a D04 se refieren a compuestos bioactivos de plantas, en efecto:

- D01 se refiere al uso de hierbas en métodos para controlar malas hierbas, plagas de plantas o patégenos que comprende
la aplicacion de las hierbas en el suelo. Enumera varias decenas de plantas entre ellas la Ruta graveolens y la Psoralea
corylifolia (pagina 3, [0020]; pagina 4, [0025]; reivindicacion 35, a) y f)).

- D02 divulga plantas que se utilizan en Sicilia para tratar la helmintiasis, entre ellas, cita la Ruta chalepensis (pagina 14,
segunda columna) y en el apéndice enumera entre otras muchas plantas la Bituminaria bituminosa, sinébnimo de Psoralea
bituminosa, ademés de la ya mencionada Ruta chalepensis (paginas 17-18).

- D03 se refiere a un medicamento fitoterapéutico con actividad antiparasitaria que comprende tres plantas, entre ellas la
Ruta graveolens (pagina 1; reivindicacion 1).

- D04 se refiere a la potencial actividad de las hojas y semillas de los extractos Psoralea corylifolia contra parasitos de
ganado, reconociendo también su actividad antihelmintica y antibacteriana.

Ningunos de los documentos citados hace referencia a la Ruta pinnata, ni a los extractos de Ruta pinnata junto con
Psoralea bituminosa.

Por ello, a la vista de los documentos D01 a D04, se puede concluir que las reivindicaciones 1 - 31 tienen novedad segun
el Articulo 6 LP 11/86.
ACTIVIDAD INVENTIVA

El objeto de la invencion de un procedimiento de obtencion de extractos vegetales bioactivos con actividad
antiparasitaria, antiséptica y fitosanitaria con plantas de Ruta pinnata y Psoralea bituminosa no resulta evidente para el

experto en la técnica, puesto que los documentos citados no divulgan la utilizacién de la Ruta pinnata para esas actividades.

Por ello, a la vista de los documentos citados D01 a D04, se puede concluir que las reivindicaciones 1 - 31 tienen
actividad inventiva seguin el articulo 8 LP 11/86.
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