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DESCRIPCION
Saponina B4 de pulsatilla para el tratamiento de la mastitis de la vaca lechera

La presente invencion se refiere a la saponina B4 de Pulsatilla para su uso en el tratamiento de la mastitis de la vaca
lechera

Antecedentes

Pulsatilla chinensis (Bge.) Regel es una planta del género Pulsatilla de la familia de las Ranunculaceas, cuya principal
parte medicinal son sus raices secas. El registro mas antiguo sobre Pulsatilla es "Shen Nong's Materia Medica". Tiene
un sabor amargo, es de naturaleza fria y vuelve a los meridianos del estdmago, el riion y el intestino grueso. Las
principales funciones de la Pulsatilla son la reduccion de la inflamacion, el enfriamiento de la sangre, la detencién de
la diarrea, la reduccion del calor interno, etc. Pulsatilla se utiliza tradicionalmente para el tratamiento de la disenteria
bacteriana y también tiene buenos efectos terapéuticos sobre los sintomas de escalofrios y fiebre, hinchazén y dolor
de ojo. La pulsatilla tiene diversas actividades farmacoldgicas, principalmente mejorar la capacidad del organismo para
reconocer y resistir la invasion de cuerpos extrafios, reducir la tasa de proliferacion de células tumorales, reducir el
numero de microorganismos patdégenos e inhibir con eficacia la reaccién de oxidacion de los radicales libres. Entre
ellas, la aplicacién mas posible es el desarrollo de nuevos farmacos antiinflamatorios y antitumorales.

Feng Xiuzhi ef al. estudiaron el papel de la pulsatilla en la apoptosis celular y pensaron que la pulsatilla tenia un buen
efecto de induccion en las células de cancer gastrico. Ademas, la proliferacion de células cancerosas y la replicacion
del ADN estan relacionadas con los principios activos de la pulsatilla, que puede inhibir el crecimiento de las células
HL260 e inhibir la proliferacion de células de cancer de mama (MCF-7), células de cancer de pulmén (PG), células de
cancer de colon (SW480), células de glioma maligno (U87MG) y otras células tumorales mediante la induccién de la
apoptosis. Li Wenchao ef al. aplicaron un extracto alcohdlico de Pulsatilla a diversas bacterias patégenas y estudiaron
el efecto antibacteriano de diferentes extractos con disolventes. Se descubrid que todos estos extractos tienen efectos
antibacterianos, aunque los efectos son diferentes.

La mastitis de la vaca lechera es una de las tres principales enfermedades de las vacas reconocidas en el mundo.
Aparece con frecuencia durante la lactancia. La razén principal de su apariciéon es una infeccion microbiana patoégena.
Otras causas son los procedimientos de ordefio inadecuadas, los dafios mecanicos causados por traumatismos y los
dafos causados por reactivos quimicos. La mastitis de la vaca lechera no sélo afecta a la produccion de leche y causa
pérdidas econdmicas, sino que también afecta a la calidad de la leche y perjudica a la salud humana.

La mastitis de la vaca lechera puede dividirse en dos categorias principales: mastitis latente y mastitis clinica. La
mastitis clinica muestra sintomas clinicos evidentes y cambios visibles en la leche, y puede dividirse en tres grados
en funcién del grado de aparicion: Grado 1: leche andmala; Grado 2; leche andmala, la ubre se calienta, duele y se
agranda; Grado 3: leche anémala, la ubre se calienta, duele y se agranda, las vacas muestran sintomas de infeccion
sistémica. En la actualidad, la mastitis clinica es el principal objetivo del tratamiento en la practica clinica. Cuando se
detectan vacas con mastitis clinica, es necesario aplicar un tratamiento de aislamiento. La mastitis latente, también
conocida como mastitis subclinica, es el tipo mas comun de mastitis en las vacas lecheras. Este tipo de mastitis no
suele presentar ningun sintoma clinico, la diferencia entre su leche y la leche normal no puede distinguirse a simple
vista y su diagnostico requiere reactivos de laboratorio. Ademas, si este tipo de mastitis no alcanza una determinada
proporcion en el rebafio, no suele tratarse. Debido a su incidencia oculta, las pérdidas econdmicas causadas por la
mastitis latente a las vacas lecheras son muy graves.

En la actualidad, el tratamiento de la mastitis de la vaca lechera adopta principalmente procedimientos como la infusion
en la ubre y la inyeccion intravenosa, y los farmacos terapéuticos utilizados son principalmente antibidticos, tales como
cefquinoma, enrofloxacina, penicilina, estreptomicina y similares. Sin embargo, el uso prolongado de antibidticos tiene
tendencia a provocar la resistencia a los farmacos y afecta al efecto del tratamiento; al mismo tiempo, cuando se
utilizan antibidticos para el tratamiento, es facil que se produzcan residuos de antibiéticos, se contaminen las fuentes
de leche y se ponga en peligro la salud humana. Cabe sefalar que si la mastitis es una infecciéon bacteriana por
bacterias gramnegativas, el uso de antibidticos lactamicos destruira la pared celular y liberara endotoxinas, lo que
provoca enrojecimiento, hinchazén, calor y dolor en toda la zona de la ubre, lo que agravara la afeccion. Por lo tanto,
es de gran importancia descubrir un procedimiento seguro y eficaz para tratar la mastitis de la vaca lechera.

El documento CN107 441 086 A divulga la pulchinenosida B4 (también conocida como saponina B4 de pulsatilla) para
Ssu uso como agente antibacteriano. Tinling Inst. Technol., 2006, 22, 95, divulga el uso de un extracto de Pulsatilla
vulgaris para inhibir las principales bacterias patdgenas aisladas de bovinos enfermos.

En la actualidad, no existen informes sobre el uso de la saponina B4 de pulsatilla en el tratamiento de la mastitis en
vacas lecheras.
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Resumen de la invencion

Para resolver el problema técnico anterior, la presente invencién proporciona la saponina B4 de pulsatilla representada
por la féormula |, 0 una sal farmacéuticamente aceptable de la misma, para su uso en el tratamiento de la mastitis de
la vaca lechera:

fattd

Formula 1.

La invencion proporciona ademas un medicamento para su uso en un procedimiento para el tratamiento de la mastitis
de la vaca lechera que comprende la saponina de B4 de pulsatilla o una sal farmacéuticamente aceptable de la misma
como principio activo, y materiales auxiliares farmacéuticamente aceptables.

En otro aspecto, el preparado se presenta en forma de inyeccion, infusion intramamaria, polvo, pomada o locion;
preferentemente, la forma es una inyeccidén o una infusion intramamaria; mas preferentemente, la forma es una
inyeccion.

En otro aspecto, la mastitis de la vaca lechera es una mastitis clinica o una mastitis latente.

En otro aspecto, la mastitis clinica es una mastitis clinica tratada por primera vez 0 una mastitis clinica persistente, es
decir, una mastitis clinica que ha sido tratada durante mucho tiempo, pero que no se ha curado.

El extracto de pulsatilla proporcionado por la presente invencidon es el compuesto saponina B4 de pulsatilla, y su
nombre en inglés es Anemoside B4. Sun.® CAS es 129741-57-7, su férmula molecular es CsgHosO2, SU peso
molecular es 1221,38 y es un polvo cristalino blanco.

En la actualidad, los antibiédticos se utilizan principalmente para el tratamiento de la mastitis. Entre ellos, la esterilizacion
de amplio espectro y los antibidticos de acido nucleico que dafan las células son los mas utilizados. Durante el
tratamiento y 4 o 5 dias después del mismo, es necesario desechar la leche, 1o que supone una gran pérdida
economica para los ganaderos y el riesgo de que se produzcan resistencias a los medicamentos. La saponina B4 de
pulsatilla es un principio activo natural extraido de la hierba medicinal china Pulsatilla, no es toxica ni produce
farmacorresistencia. EI compuesto saponina B4 de pulsatilla de la presente invencion tiene una fuerte actividad
biologica y un excelente efecto terapéutico en la mastitis de la vaca lechera. No es necesario desechar la leche durante
el tratamiento ni al final del mismo, lo que no sélo reduce las pérdidas econdmicas de los ganaderos, sino que también
disminuye el riesgo de farmacorresistencia. Ademas, la saponina B4 de pulsatilla no solo tiene un excelente efecto
terapéutico sobre la mastitis clinica, sino que también tiene un excelente efecto terapéutico sobre la mastitis clinica
persistente y la mastitis latente. Al mismo tiempo, la inyeccidon de saponina de pulsatilla tiene las ventajas de la
seguridad, una alta eficiencia, no produce residuos, no provoca farmacorresistencia y no tiene efectos secundarios ni
téxicos cuando se utiliza en el tratamiento de la mastitis de la vaca lechera.

Obviamente, de acuerdo con los contenidos de la presente invencidon mencionados anteriormente, conforme a los
conocimientos técnicos normales y los medios técnicos convencionales en la técnica, se pueden realizar diversas
formas de modificacion, sustitucion o alteracion sin apartarse de la idea técnica basica de la presente invencidn
mencionada anteriormente.

El contenido anterior de la presente invencion se describira con mas detalle a continuacion mediante realizaciones
especificas en forma de ejemplos. La invencion se define en las reivindicaciones.

Dibujos
La figura 1 es una curva patron para la determinacién del contenido de saponina B4 de pulsatilla.

La figura 2 es una comparaciéon de la leche de vacas que padecen mastitis clinica antes y después del
tratamiento con inyecciones de saponina B4 de pulsatilla.

La figura 3 es una comparaciéon de la leche de vacas que padecen mastitis clinica antes y después del
tratamiento con inyecciones de saponina B4 de pulsatilla.
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La figura 4 muestra el resultado del tratamiento del n.® 8558, una vaca que habia sido tratada durante mucho
tiempo, pero que no se habia curado.

La figura 5 muestra el resultado del tratamiento de las vacas con mastitis latente.
Realizaciones
Ejemplo 1: Preparacion del compuesto de la presente invencion

Se toman 100 kg de material medicinal de Puisatilla, se afade 10 veces la cantidad de etanol al 70 % y se extrae dos
veces por calentamiento y reflujo. El extracto se concentra a presidon reducida a 75 °C, se centrifuga a 4000r/min
durante 10 minutos. El sobrenadante se hace pasar a través de una columna de resina de adsorcion macroporosa
polar y, a continuacion, se eluye secuencialmente con agua, etanol al 30 % y etanol al 70 %. La fraccién eluida con
etanol al 70 % se concentra a presiéon reducida a 75 °C y luego se seca por pulverizacion para obtener 3450 g de
totales de extracto de saponina de Pulsatilla. Tras disolver el extracto con agua Yy filtrarlo, el filtrado se carga en un
sistema cromatografico preparativo axial dindmico 200 (cargado con ODS 10 um), se eluye con metanol al 50 %, se
recoge el eluyente correspondiente segun el pico cromatografico, se concentra a presion reducida y se liofiliza para
obtener 1700 g de saponina B4 de pulsatilla.

Ejemplo 2: Determinacion del contenido del compuesto de la presente invencidn
1. Instrumentos y reactivos

El cromatografo liquido de alto rendimiento Agilent 1260 y el detector ultravioleta DAD se adquirieron en Agilent
Technologies (China) Co., Ltd., la balanza analitica electrénica BP211D se adquirid en la empresa alemana Sartorius,
y el limpiador ultrasénico de control numérico KQ-400DB se adquirié en Kunshan Ultrasonic Instrument Co., Ltd.

La muestra de saponina B4 de pulsatilla fue la preparada en el ejemplo 1.

La sustancia de referencia saponina B4 de pulsatilla (nimero de lote: 111766-201702, contenido: al 94,7 %) se adquirio
en los Institutos Nacionales de Control de Alimentos y Medicamentos.

2. Condiciones cromatograficas

Columna de cromatografia: SepaxBio-C18 (4,6 x 250mm, 5 um); fase mévil: metanol-agua (64:36); longitud de onda
de deteccion: 201 nm; caudal: 1,0 ml/min.

3. Preparacién de la solucién de sustancia de referencia

Se peséd con precision una cantidad adecuada de sustancia de referencia de saponina B4 de pulsatilla, se introdujo en
un matraz aforado de 10 ml, se afadio fase movil para disolverla y se llevo el volumen hasta la marca para obtener la
solucion de sustancia de referencia (que contiene 1 mg/ml de saponina B4 de pulsatilla).

4. Preparacion de la solucion de muestra

Se peséd con precision 10 mg de la muestra de saponina B4 de pulsatilla preparada en el ejemplo 1, se introdujo en un
matraz aforado de 10 ml, se afadié fase movil para disolver y se llevo el volumen a la marca para obtener la solucion
de muestra.

5. Determinacién

Se midid con precision 20 ul de la solucidn de referencia y de la solucidon de muestra, se inyectaron en el cromatodgrafo
de liquidos, se registro el cromatograma y se calculd el contenido segun el procedimiento del patron externo.

6. Curva patron y ecuacion de regresion lineal

Se tomo la sustancia de referencia saponina B4 de pulsatilla, se pesé con precisién y se introdujo en un matraz aforado
de 10 ml, se afadio fase movil para disolver, se llevd el volumen a la marca para preparar soluciones de sustancia de
referencia con concentraciones de aproximadamente 1 mg/ml, 5mg/ml, 10 mg/ml, 15 mg/ml y 20 mg/ml,
respectivamente. Se midio con precision 20 yl de cada solucidn y se inyectd en el cromatografo de liquidos, y se
registro el cromatograma.

Tabla 1. Ecuacién de regresion lineal para la determinacién del contenido de sustancia de referencia saponina B4 de

pulsatilla
‘Muestra {Concentracién (mg/mi) iArea del pico  {Ecuacion de regresion

10,98488 15,7 | Y=100,07 + 10,721 R = 0,9999
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EMuestra Concentracidon (mg/ml) Area del pico Ecuacioén de regresion

n 14,77320 1560,3

5 19,69760 20979

Se puede observar a partir de los resultados experimentales que la saponina B4 de pulsatilla tiene una buena relacién
lineal en el intervalo de concentraciones de 1,04-20,80 mg/ml, R = 0,9999, y es adecuada para la determinacion del
contenido de saponina B4 de pulsatilla.

7. Determinacion del contenido de la muestra de saponina B4 de pulsatilla

Segun el procedimiento descrito en el punto "3" anterior, se pesaron con precision 2 partes de sustancia de referencia
saponina B4 de pulsatilla, de 10 mg cada una, se introdujeron en un matraz aforado de 10 ml, se afiadié fase movil
para disolver y se llevo el volumen hasta la marca para obtener la solucion de referencia 1 y la solucion de referencia
2.

Segun el procedimiento descrito en el punto "4" anterior, se pesaron con precisidén 2 partes de la muestra de saponina
B4 de pulsatilla, de 10 mg cada una, se introdujeron en un matraz aforado de 10 ml, se afadio fase mévil para disolver
y se llevo el volumen hasta la marca para obtener la solucion de muestra 1 y la solucidén de muestra 2.

Segun las condiciones cromatograficas anteriores, se midieron con precision 20 ul de cada solucion, se inyectaron en
el cromatografo de liquidos y se registré el cromatograma.

Tabla 2. Resultados de la determinacion del contenido de saponina B4 de pulsatilla

Muestra éPeso (mg) {Area del pico | Conc. (mg/ml) §Contenido (%) éContenido promedio (%)
z 5 1039,6 : :
{Solucion de referencia 1 10,22 0,968 Vi Vi
? 1044,4 f :
: 1025,6 :
jSqucic')n de referencia2i 1005 | 0,952 I I
: 1022,5 ; :
\ ' 1081,8 :

Solucion de muestra 1 : 10,13 | . 1,013 99,7

1092,6

o ——————————— i ——_——_—_———————— o ————— 99,4
§ 10751 5
- Solucion de muestra2 : 10,10 1,010 = 991
1079,2

Segun los resultados del ensayo, el contenido de saponina B4 de pulsatilla obtenido en este experimento fue del
99,4 %.

Ejemplo 3: Preparacion de una inyeccién de saponina B4 de pulsatilla

1) Formulacién: Solucion inyectable de 1000 ml preparada a partir de 50 g de saponina B4 de pulsatilla con
agua.

2) Procedimiento de preparacion: Se pesaron 50 g de saponina B4 de pulsatilla preparada en el ejemplo 1,
se afladieron 800 ml de agua para inyeccion para disolverla completamente, se filtrd, se ajustd el pH a 7,0,
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se afiadié agua para inyeccion hasta un volumen de 1000 ml, se filtr6 con malla fina, se introdujo en un
recipiente, se sello y se esterilizé a 100 °C durante 30 min.

Ejemplo 4: Preparacion del polvo de saponina B4 de pulsatilla
1) Formulacién: 1000 gramos de polvo de saponina B4 de pulsatilla.

2) Procedimiento de preparacion: Se pesaron 1000 g de saponina B4 de pulsatilla preparada en el ejemplo
1, se pulverizaron hasta obtener un polvo fino, que se hizo pasar a través de un tamiz de malla 100 y se
mezcld bien.

Ejemplo 5: Preparacion de una infusion intramamaria de saponina B4 de pulsatilla
1) Formulacion: 1000 ml de infusién intramamaria preparados a partir de 50 g de saponina B4 de pulsatilla.

2) Procedimiento de preparacion: Se pesaron 50 g de saponina B4 de pulsatilla preparada en el ejemplo 1,
se afiadieron 800 ml de agua destilada para disolverla completamente, se filtrd, se ajusté el pH a 7,0, se
afadio agua destilada hasta un volumen de 1000 ml, se filtrd6 con malla fina, se introdujo en un recipiente, se
sello y se esterilizé a 100 °C durante 30 min.

Los efectos beneficiosos de la presente invencion se describiran a continuacién mediante ejemplos de ensayo.

Ejemplo de ensayo 1. Efectos de diferentes vias de administracion del compuesto de la presente invencién sobre el
efecto terapéutico en la mastitis de la vaca lechera

Las vias de administracidon actuales para tratar la mastitis incluyen la infusién en la ubre, la inyeccion intramuscular y
la inyeccion intravenosa.

Entre ellas, la infusién en la ubre es la via de administracion mas habitual. Los farmacos terapéuticos se inyectan
directamente en la zona de la ubre afectada a través del pezdn para lograr el efecto de la administracién local y la
terapia de precisiéon. En la actualidad, existe una gran diversidad de preparados farmacéuticos en el mercado para la

infusion en la ubre, tales como Aonaikang ({I}I‘]}}% infusion intramamaria de sulfato de cefquinoma) de Eastern Along
Pharmaceutical Co., Ltd., Ruchang (inyeccion de cefotifur) de Pfizer, etc.

La inyeccion intramuscular consiste en inyectar farmacos en el tejido muscular de los animales, de modo que los
farmacos lleguen a la zona de la ubre afectada a través de la circulacion sanguinea y ejerzan el efecto terapéutico. La
inyeccion intramuscular es facil de administrar y puede controlar hasta cierto punto los sintomas de inflamacion
sistémica y fiebre causados por la mastitis.

La inyeccion intravenosa consiste en inyectar el farmaco directamente en la sangre venosa del animal, de modo que
los farmacos lleguen a la zona de la ubre afectada a través de la circulacidon sanguinea. Mediante la inyeccion
intravenosa, el farmaco llega rapidamente al lugar de accion y puede tratar sintomas sistémicos. Sin embargo, la
inyeccion intravenosa tiene determinados requisitos para las propiedades del farmaco, que no puede ser una
suspension y debe causar poca irritacidon de los vasos sanguineos. Bayer (Alemania) recomienda el tratamiento de la
mastitis mediante la inyeccion intravenosa de su producto Baytrli (enrofloxacina), que puede alcanzar una mayor
concentracion en la zona de la ubre afectada y ejercer alli el efecto terapéutico y, al mismo tiempo, controlar las
infecciones sistémicas.

Las tres vias de administracion anteriores para el tratamiento de la mastitis de la vaca lechera tienen sus propias
ventajas y desventajas. Este ensayo pretende explorar el efecto terapéutico de la saponina B4 de pulsatilla en la
mastitis de la vaca lechera y la via de administracion mas adecuada. Los resultados de este estudio proporcionaran
una referencia importante para conseguir que la saponina B4 de pulsatilla ejerza el mejor efecto terapéutico y para el
futuro desarrollo y envasado del farmaco.

1. Farmacos de ensayo

Inyeccion de saponina B4 de pulsatilla preparada en el ejemplo 3 a una concentracién de 50 mg/ml; infusion
intramamaria de saponina B4 de pulsatilla preparada en el ejemplo 5 a una concentracion de 50 mg/ml.

Control positivo: Infusion intramamaria de sulfato de cefquinoma, 8 g/unidad (Eastern Along Pharmaceutical Co., Ltd.,
Nanhai, Foshan).

2. Animales de ensayo

Se seleccionaron 130 vacas enfermas (mastitis clinica de grado 2) y se dividieron aleatoriamente en 13 grupos con 10
vacas en cada grupo.

3. Posologia y modo de administracion
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Tabla 3. Posologia y modo de administracion

Grupo D05|s (ml/area afectada de la Modo de
: ubre/tiempo) administracion
Grupo de control en blanco Solucidn salina normal /
Grupo de control positivo 1 pieza Infusién intraductal

Inyeccion de saponina B4 de pulsatilla, inyeccion
intramuscular, grupo de dosis baja

Inyeccion
intramuscular

Inyeccion de saponina B4 de pulsatilla, inyeccion : Inyeccion
intramuscular, grupo de dosis intermedia intramuscular

Inyeccion de saponina B4 de pulsatilla, inyeccion 30 Inyeccion
intramuscular, grupo de dosis alta intramuscular

Inyeccion de saponina B4 de pulsatilla, inyeccion 40 Inyeccion
intravenosa, grupo de dosis baja intravenosa

Inyeccion de saponina B4 de pulsatilla, inyeccion 60 Inyeccion
intravenosa, grupo de dosis intermedia intravenosa

Inyeccion de saponina B4 de pulsatilla, inyeccion
intravenosa, grupo de dosis alta

Inyeccion
intravenosa

Inqu|on intramamaria de saponina B4 de pulsatilla, grupo de : Infusién intraductal

dosis baja

Infusion intramamaria de saponina B4 de pulsatilla, grupo de 30 Infusion intraductal
i dosis intermedia : :

Inqu|on intramamaria de saponina B4 de pulsatilla, grupo de
! dosis alta :

Administracién por inyeccion intramuscular en la zona afectada de la ubre: Se utiliza una inyeccién de saponina B4 de
pulsatilla para la inyeccién intramuscular local en la zona de la ubre afectada, una vez cada mafana y cada noche
durante 7 dias;

Administracidn por inyeccion intravenosa: La inyeccion de saponina B4 de pulsatilla se administra por via intravenosa
una vez al dia durante 7 dias;

Administracion por infusion intramamaria: La infusion intramamaria de saponina B4 de pulsatilla y el control positivo
(infusion intramamaria de sulfato de cefquinoma) se administran mediante infusién intraductal en la zona de la ubre
afectada, una vez cada mafiana y cada noche durante 7 dias.

Cada via de administracion de la saponina B4 de pulsatilla de la presente invenciéon se suministra con un grupo de
control en blanco, que se administra con solucién salina normal al mismo volumen.

4. Guia de evaluacion

Antes de cada administracion, comprobar la temperatura corporal de la vaca, la respiracion, el estado mental, el estado
de alimentacion y otros indicadores para observar los cambios en la ubre y la leche.

Completamente curada: Los sintomas clinicos, tales como enrojecimiento, hinchazén, calor y dolor en la zona de la
ubre afectada, desaparecieron por completo y la lactancia volvié a la normalidad.

Clinicamente curada: Los sintomas clinicos, tales como enrojecimiento, hinchazon, calor y dolor en la zona de la ubre
afectada, desaparecieron sustancialmente y la lactancia volvio sustancialmente a la normalidad.
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Invalido: La ausencia de mejoria significativa o incluso el empeoramiento de los sintomas clinicos en la zona de la
ubre afectada, o la reaparicidn en las dos semanas siguientes a la retirada del farmaco, se consideran invalidos.

La tasa de curacion se calcula como sigue:

. numero de vacas completamente curadas + nimero de vacas clinicamente curadas
Tasa de curacion = — - X 100 %
numero de vacas en el grupo experimental

5. Resultados

Tabla 4. Tasa y tiempo de curacion de la mastitis de vacas lecheras tratadas por diferentes vias de administracion

Grupo Tasa de curacion Tiempo de
(%) curacion
..................................................... Grupodecontrolenblancoo /
....................................................... G rupodecontrolp05|t|vo60 57
Inyeccion de saponina B4 de pulsatilla, inyeccion intramuscular, grupo de 50 5-7
dosis baja :
Inyeccion de saponina B4 de pulsatilla, inyeccion intramuscular, grupo de 60

dosis intermedia

Inyeccion de saponina B4 de pulsatilla, inyeccion intramuscular, grupo de | 80
dosis alta |

Inyeccion de saponina B4 de pulsatilla, inyeccion intravenosa, grupo de
dosis baja

Inyeccion de saponina B4 de pulsatilla, inyeccion intravenosa, grupo de
dosis intermedia

nyeccion de saponina B4 de pulsatilla, inyeccion intravenosa, grupo de

dosis alta
Infusién intramamaria de saponina B4 de pulsatilla, grupo de dosis baja 40 6-7
............ Infu5|onmtramamarladesaponmaB4depu|satlllagrupoded05|s50
intermedia :
........ InfusmnmtramamanadesapomnaB4depulsatlllagrupoded05|salta70

La tasa de curacion total y el tiempo de curacién de las saponinas B4 de pulsatilla administradas a través de diferentes
vias de administracidon se muestran en la tabla 4. Todas las vias de administracion tienen efectos significativos en el
tratamiento de la mastitis de la vaca lechera, y las tasas de curacion del grupo de dosis alta de cada via de
administracion son superiores a las del control positivo (infusidén intramamaria de sulfato de cefquinoma). Entre ellas,
la inyeccion intramuscular de saponina B4 de pulsatilla tiene el mejor efecto curativo y el periodo de tratamiento mas
corto.

Ejemplo de ensayo 2: Estudio de la saponina B4 de pulsatilla de la presente invencién en el tratamiento de la mastitis
clinica

1. Farmacos de ensayo

Inyeccion de saponina B4 de pulsatilla preparada por el procedimiento de preparacion del ejemplo 3 a una

concentracion de 50 mg/ml; farmaco de control: inyeccion de SHUANGDING (XY T ‘Hﬁl) (10 ml/unidad,
numero de lote: DV3180701), Hebei Yuanzheng Pharmaceutical Co.

2. Animales de ensayo
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Se seleccionaron 60 vacas Holstein chinas con un peso aproximado de 612 £ 47 kg, de 3 a 5 afios de edad, paridad
de 2 a 4, sanas en el examen clinico y con mastitis clinica natural durante el periodo de lactancia y se dividieron
aleatoriamente en 5 grupos, 12 en cada grupo.

3. Procedimiento de ensayo
3.1 Posologia y modo de administracion

Tabla 5. Posologia y modo de administracion

: Modo de
corporal) i administracion

Grupo de control en blanco Solucion salina normal Inyeccidn
{ : intramuscular

Grupo de control positivo de farmacos 0,1 Inyeccion
! i intramuscular

Inyeccion de saponina B4 de pulsatilla, inyeccion intramuscular, 0,025 Inyeccion
grupo de dosis baja intramuscular

Inyeccion de saponina B4 de pulsatilla, inyeccion intramuscular, 0,05 Inyeccion
grupo de dosis intermedia i intramuscular

Inyeccién de saponina B4 de pulsatilla, inyeccion intramuscular, | 0,1 Inyeccion
grupo de dosis alta i intramuscular

Tras reunir las vacas de ensayo, se registré el dia anterior a la administracién como DO0. Se calculo la cantidad de
dosis en funcion del peso corporal de acuerdo con la sustancia a administrar y la dosis predisefiadas (tabla 5). A partir
del dia D1, se administré a cada grupo de vacas con mastitis clinica el farmaco de ensayo (inyeccion de saponina B4
de pulsatilla) o el farmaco de control (inyeccién de SHUANGDING) mediante inyeccion intramuscular, una vez al dia
durante 4 a 7 dias, en funcidén de la curacidon de la enfermedad. Se observaron los sintomas clinicos de las vacas de
cada grupo antes y después de la administracion del farmaco (D0-D12), se puntuaron segun la norma (véase la tabla
6 para mas detalles) y registraron la dosis. Al final de la prueba (D12), en funcién de los resultados de la observacion
de los indicadores anteriores, se juzgd el efecto terapéutico en cada vaca segun la norma, y se calcularon la tasa de
curacion y la tasa efectiva de cada grupo de vacas.

3.2 Norma de puntuacion de los sintomas clinicos de las vacas lecheras con mastitis clinica

En DO (después de la revelacidon de la mastitis clinica, antes de la administracion), D1 (después de la primera
administracion, antes de la segunda administracién), D2-D7 (en las vacas curadas se retira el farmaco, y las vacas no
curadas contintan recibiendo el farmaco), D8-D12 (se retira el farmaco de todas las vacas), se comprobaron con
regularidad los sintomas clinicos y los sintomas de la ubre de cada vaca, tales como el estado mental, el apetito y la
sed, etc., y se puntuaron segun la siguiente tabla (ver tabla 6). Se registraron los sintomas clinicos (puntuacion local
de los sintomas de la ubre).

Tabla 6. Norma de puntuacién de los sintomas clinicos de las vacas lecheras con mastitis clinica

\Observaciones Puntuacion {Norma de puntuacion
.................................................................... 0 Bueno
1 ............. ngeramentemalo ...........................................................................................................................
Estado mental
2 Excitada o deprimida
3 Tumbada en el suelo o incluso comatosa
Apetito y sed 0 Mucho apetito; sed moderada
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{Observaciones {Puntuacion {Norma de puntuacion
1 Alimentacion ligeramente reducida; sed ligeramente disminuida o aumentada |
2 Reduccion significativa de la alimentacion; disminucion o aumento grave de
la sed :
3 Pérdida de apetito; bebe mucha agua o no bebe
0 Produccién normal de leche
{ 1 Reduccion de la produccién de leche
- CaPACIAAA & BCHANCIA. | |||ttt
: 2 Reduccion significativa de la produccidn de leche
3 Lactancia casi ausente
0 Caracteristicas normales de la leche
L 1 La leche tiene una pequefia cantidad de copos y coagulos
Caracteristicas de la
leche ; )y
2 Presencia de muchos coagulos en la leche
3 La leche tiene restos de sangre, pus y un olor evidente
0 Normal
1 Enrojecimiento e hinchazon leves, sin reaccion evidente de dolor por calor a
; la palpacion :
i Sintomas locales de la :
: ubre 2 Enrojecimiento e hinchazén moderados, con reaccion de dolor por calor a la
: palpacion :
3 Enrojecimiento e hinchazon graves, reaccion evidente de dolor por calor a la
palpacion :

3.3 Procedimiento de deteccién del numero de células somaticas en la leche de vaca

Se recoge la leche de las vacas que padecen mastitis clinica los dias DO, D7 y D12 del ensayo, se detectan y se
registran el numero de células somaticas.

3.4 Evaluacion de la eficacia
A juzgar por la puntuacion del examen de sintomas clinicos

Tasa de curacion diaria del tratamiento en los dias 2 a 7: A partir de D2, si la vaca que padece mastitis satisface "la
suma de puntuaciones < 1", se considera que el tratamiento ha logrado la curacion. Tasa de curacion diaria del
tratamiento en

B numero de vacas curadas en los dias 2 — 7
Dias2—-7= — - x 100 %
numero de vacas en el grupo experimental

: la tasa de curacion en 7 dias es la suma de la tasa de curacién diaria del tratamiento en los dias 2 a 7.

Tasa diaria efectiva de tratamiento en los dias 2 a 7: A partir de D2, si la vaca que sufre mastitis satisface "1 < la suma
de puntuaciones < 2", el tratamiento se considera eficaz. Tasa diaria efectiva de tratamiento en

3 numero de vacas tratadas eficazmente en los dias 2 — 7
Dias2 -7 = v - x 100 %
numero de vacas en el grupo experimental
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: la tasa efectiva en 7 dias es la suma de la tasa diaria efectiva de tratamiento en los dias2a 7.

Tasa de recurrencia: Durante el periodo comprendido entre D5 y D12, si la vaca enferma considerada como tratada
con éxito satisface "la suma de las puntuaciones > 2" tras la retirada del farmaco, se considera como recidiva.

. numero de vacas en recidiva después de haber sido tratadas con éxito
Tasa de recurrencia = - — X 100 %
numero de vacas tratadas con éxito

Tasa de curacion del tratamiento en el dia 12 (fasa de curacion fotal): En el D12, si la vaca que padece mastitis
satisface "la suma de puntuaciones < 1", se considera curada en el dia 12. La tasa de curacién en el dia 12

namero de vacas curadas en el dias 12
= — . x 100 %
numero de vacas en el grupo experimental

Tasa efectiva de fratamiento el dia 12 (fasa efectiva tfotal): En D12, si la vaca que sufre mastitis satisface "1 < la suma
de las puntuaciones < 2", el tratamiento se considera eficaz. La tasa efectiva en

3 numero de vacas tratadas eficazmente en el dia 12
Dia12 = v - x 100 %
numero de vacas en el grupo experimental

Con la tasa de curacidon como indicador principal, y la eficacia, la puntuacion de los sintomas clinicos y el niumero de
células somaticas como indicadores secundarios, se evalud exhaustivamente el efecto terapéutico del farmaco de
ensayo (inyeccion de saponina B4 de pulsatilla) sobre la mastitis clinica de vacas infectadas naturalmente, y se
compard con el efecto terapéutico del farmaco de control (inyeccién de SHUANGDING) para determinar la dosis clinica
recomendada del farmaco de ensayo.

4. Resultados de los ensayos
4.1 Resultados del tratamiento de las vacas con mastitis clinica en cada grupo

A partir de la tabla 7 se puede observar que, cuando se utiliza la inyeccion de saponina B4 de pulsatilla para tratar la
mastitis clinica en vacas lecheras, independientemente de la dosis baja, intermedia o alta, la tasa de curacién en 7
dias y la tasa de curacion total son superiores a las del grupo de control que utiliza la inyeccién de SHUANGDING, y
el tiempo promedio de curacion es mas corto que el del grupo de control, lo que indica que la inyeccion de saponina
B4 de pulsatilla es superior a la inyeccion de SHUANGDING en el tratamiento de la mastitis clinica. La tasa de curacion
total del grupo de dosis alta es superior a la de los grupos de dosis intermedias y baja. La tasa de curacion total del
grupo de dosis intermedia es la misma que la del grupo de dosis baja, pero no hay recurrencia, y el tiempo promedio
de curacion es mas corto que el del grupo de dosis baja, lo que demuestra una cierta relaciéon de dosis-efecto.

Tabla 7. Resultados de los efectos terapéuticos de las vacas con mastitis clinica en cada grupo

Grupo Tasa de curacion Tasa de Tasa de Tasa efectiva | Tiempo promedio de
en 7 dias { recurrencia | curacion total : total curacion ;
%Grupo de dosis baja 83,33 % 8,33 % 75,00 % 100 % 6,33 dias
Grupo de dosis 66,67 % 0 . 7500% : 100% 6,11 dias
intermedia : :
Grupoded05|salta ............ T ................. P .......... e ......... FPY¥ Vi R AT
..... Grupodecontrol4167%05833%6667% 700d|as

4.2 Puntuacion del examen de los sintomas clinicos de las vacas lecheras con mastitis en cada grupo

A partir de la tabla 8 puede observarse que la puntuacion del examen de sintomas clinicos de vacas lecheras con
mastitis en el grupo de dosis baja no fue significativamente diferente entre DO-D4 y entre D5-D12 (p > 0,05), pero fue
significativamente diferente entre D5-D12 y DO-D2, entre D7-D12 y DO-D4 (p < 0,05), lo que indica que, en el grupo
de dosis baja, las vacas con mastitis mejoraron significativamente en D5 y se curaron significativamente en D7. La
puntuacion del examen de los sintomas clinicos de las vacas lecheras con mastitis en el grupo de dosis intermedia no
fue significativamente diferente entre DO-D1, entre D2-D5 y entre D4-D12 (p > 0,05), pero fue significativamente
diferente entre D3-D12 y DO-D2, entre D6-D12 y DO-D3 (p < 0,05), lo que indica que, en el grupo de dosis intermedia,
las vacas mejoraron significativamente en D3 y se curaron significativamente en D6. La puntuacién del examen de los
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sintomas clinicos de las vacas lecheras con mastitis en el grupo de dosis alta no fue significativamente diferente entre
DO-D3, entre D1-D5, entre D3-D6 y entre D7-D12 (p > 0,05), pero fue significativamente diferente entre D4-D12 y DO,
entre D6-D12 y DO-D2, y entre D7-D12 y DO-D6 (p < 0,05), lo que indica que, en el grupo de dosis alta, las vacas con
mastitis generalmente empezaron a mejorar en D4, el nUmero de vacas curadas aumentaron significativamente en D6
y algunas vacas se curaron en D7. La puntuacion del examen de los sintomas clinicos de las vacas lecheras con
mastitis en el grupo de control no fue significativamente diferente entre DO-D4, entre D2-D6 y entre D3-D12 (p > 0,05),
pero fue significativamente diferente entre D5-D12 y DO-D4, y entre D7-D12 y DO-D6 (p < 0,05), lo que indica que, en
el grupo de control, las vacas mejoraron en D5 y un determinado numero de vacas se curaron en D7.

La puntuacién del examen de los sintomas clinicos del grupo de dosis intermedia en DO fue significativamente mas
alta que la del grupo de dosis baja y el grupo de dosis alta (p < 0,05), lo que indica que la enfermedad de las vacas
del grupo de dosis intermedia era mas grave; la puntuacion del examen de los sintomas clinicos del grupo de dosis
intermedia en D1 fue significativamente mas alta que la de los otros 3 grupos (p < 0,05), la puntuacién del examen de
los sintomas clinicos del grupo de dosis intermedia en D2 fue significativamente mas alta que la del grupo de dosis
baja y el grupo de dosis alta (p < 0,05), lo que indica que, en la fase temprana del tratamiento, el grupo de dosis
intermedia mostraba un efecto evidente de mejoria de los sintomas clinicos de las vacas con mastitis; las diferencias
en la puntuacién del examen de los sintomas clinicos de vacas entre los cuatro grupos en D3-D5 y D7 no fueron
significativas (p > 0,05); la puntuacién del examen de los sintomas clinicos de las vacas del grupo de control en D12
fue significativamente superior a la del grupo de dosis alta (p < 0,05), lo que indica que el efecto terapéutico del grupo
de control es inferior al del grupo de tratamiento con Pulsatilla.

Tabla 8. Puntuacion del examen de sintomas clinicos de las vacas lecheras de cada grupo

R g g R

:1,17£0,5:1,08+0,2:1,08+0,2 0,83+0,5 0,83+0,8 10,33£0,8:0,50+1,0

8ABB gABA gABA SBCA 3BCAB QCA OCAB

121711 1,42+0,9 1,08+0,6 1,00£0,7 | 0,50+0,5 03304 0,25%0,4

1A

A A 148, 084 75% 48C, 2% 9% 5%

11,4206 1,17+0,5 1,00£0,4 :1,00£06 {0,83+0,5 0,33+0,6 0,08+0,2

1117108 ! 10,92+1,2

4%,

iNota: "G" significa "Grupo", "N" significa "Numero de reses", "B" significa "Grupo de dosis baja", "I" significa "Grupo
;de dosis intermedia”, "A" significa "Grupo de dosis alta"; "C" significa "Grupo de control"; y :

En la misma linea, los superindices con letras mayusculas diferentes indican diferencias significativas (p < 0,05), y los
superindices con las mismas letras mayusculas indican diferencias significativas (p < 0,05); en la misma columna, los
subindices con letras mayusculas diferentes indican diferencias significativas (p < 0,05), y los subindices con las
mismas letras mayusculas indican diferencias significativas (p < 0,05). Lo mismo puede decirse de la tabla siguiente.

4.3 Resultados de la deteccion de células somaticas en la leche de vaca de cada grupo

Tabla 9. Resultados de la deteccion de células somaticas en la leche de vacas curadas de cada grupo (104%™

Grupo Numero de reses : Do D7 D12

Grupo de dosis baja 9 255 813894 : 90,5 55,85AB 47 5+ 35,68 AB
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'NUmero de reses DO D7 D12

.......................................................

Grupo de control

7 1267,9 123,74 :180,7 £ 119,24, | 88,8 £ 67,45, |

A partir de la tabla 9 se puede observar que las células somaticas en la leche de las vacas de cada grupo mostraron
una tendencia descendente en DO-D7. La diferencia entre D7 y D12 en el grupo de dosis baja, el grupo de dosis
intermedia y el grupo de control no fue significativa, pero D7 fue significativamente diferente de DO, lo que indica que,
con el tratamiento del farmaco, las células somaticas de la leche mejoraron significativamente en D7 y no se recupero
después. En el grupo de dosis altas, DO, D7 y D 12 fueron significativamente diferentes, lo que, por un lado,
demostraba una mejora significativa de las células somaticas de la leche y, por otro, también estaba relacionado con
el mayor tiempo medio de curacion de las vacas de este grupo. La diferencia en las células somaticas de la leche de
los cuatro grupos de vacas en DO no fue significativa, lo que indica que, desde el punto de vista de las células somaticas
de la leche, las vacas de cada grupo presentaban un estado similar de la enfermedad en el momento de la aparicion.
En D7, las células somaticas de la leche de las vacas del grupo de dosis intermedia eran significativamente inferiores
a las del grupo de dosis alta y el grupo de control, lo que estaba relacionado con el menor tiempo medio de curacion
del grupo de dosis intermedia. En D12, las células somaticas de la leche de las vacas del grupo de control fueron
significativamente superiores que las del grupo de dosis intermedia, lo que indica que el efecto terapéutico de la
inyeccion de saponina B4 de pulsatilla en la mastitis de la vaca lechera es mejor que la inyeccién de SHUANGDING.

A partir del efecto terapéutico de la inyeccion de saponina B4 de pulsatilla en la mastitis clinica de vacas lecheras, el
numero de células somaticas de la leche, la tasa de curacion clinica y las observaciones del ensayo de curacion, se
puede observar que todas las inyecciones de saponina B4 de pulsatilla con diferentes concentraciones tienen un efecto
terapéutico evidente en la mastitis clinica de la vaca lechera, y el efecto es mejor que el control positivo de la inyeccion
de SHUANGDING. Ademas, la inyeccidn de saponina B4 de pulsatilla no es téxica ni produce farmacorresistencia, y
no es necesario desechar la leche durante el tratamiento ni al final del mismo, lo que no sélo reduce las pérdidas
econdmicas de los ganaderos, sino que también reduce el riesgo de farmacorresistencia.

Las figuras 2 y 3 muestran la comparacion de la leche de vacas con mastitis clinica antes y después del tratamiento
con inyecciones de saponina B4 de pulsatilla. Tal como puede observarse en las figuras 2 y 3, en el primer dia de
tratamiento, las vacas con mastitis clinica tenian mas fléculos en la leche. A medida que aumenta el tiempo de
tratamiento, los fléculos disminuyen gradualmente y la leche vuelve poco a poco a la normalidad. Después del sexto
dia de tratamiento, la leche volvié a la normalidad. Esto demuestra que las inyecciones de saponina B4 de pulsatilla
tienen un efecto significativo en el tratamiento de la mastitis clinica y en la mejora de la calidad de la leche.

Ejemplo de ensayo 3: Estudio de la saponina B4 de pulsatilla de la presente invencién en el tratamiento de la mastitis
clinica persistente y la mastitis latente

1. Farmacos de ensayo

Inyeccion de saponina B4 de pulsatilla preparada por el procedimiento de preparacion del ejemplo 3 a una
concentracion de 50 mg/ml;

2. Vacas de ensayo

En el ensayo se seleccionaron 8 vacas que padecian mastitis clinica en la granja lechera de Shijiazhuang Tianquan
Dairy Cows Co., Ltd. Estas 8 vacas habian sido tratadas durante aproximadamente un mes, pero no se habian curado
(2 de ellas estaban casi secas, es decir, casi no producian leche). Estas 8 vacas habian sido tratadas por veterinarios
de lagranja, y los farmacos y procedimientos de tratamiento incluyeron infusion intramamaria de sulfato de cefquinoma

. o . . RN e
en la ubre, inyeccion intravenosa de cefalosporinas y sonda oral con Gongying San (. S REA) etc.

El ensayo selecciono al azar 6 vacas con mastitis latente en la granja lechera Tianquan, todas las cuales tenian al
menos una zona de la ubre de "++" 0 superior en la ultima prueba LMT realizada por el veterinario.

3. Contenido del ensayo

Estudiar el efecto de la inyeccion de saponina B4 de pulsatilla sobre la mastitis clinica persistente y el efecto de la
inyeccion de saponina B4 de pulsatilla sobre la mastitis latente.

4. Farmacos de ensayo, dosis y modo de administraciéon

En el ensayo, la inyeccion de saponina B4 de pulsatilla preparada por el procedimiento de preparacién del ejemplo 3
se utilizé para tratar 6 vacas con mastitis clinica persistente y 2 vacas con mastitis clinica persistente y préximas a
secarse. Independientemente del numero de zonas de la ubre inflamadas, se administré una inyeccion intramuscular
(60 ml) una vez al dia.
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Para 6 vacas seleccionadas al azar con mastitis latente, sin importar cuantas zonas de la ubre estuvieran inflamadas,
se aplicod una inyeccion intramuscular (30 ml) una vez al dia.

Tabla 10. Farmacos de ensayo, dosis y modo de administracion

...................................................................................................................................................................................

‘Mastitis clinica persistente | ‘Inyeccion intramuscular, una vez al dia

Casi seca yeccién intramuscular, una vez al dia
Mastitis latente 6 30 ml EInyeccic')n intramuscular, una vez al dia
Total 15 I iInyeccion intramuscular, una vez al dia

5. Resultados de los ensayos
5.1 Resultado del tratamiento de vacas con mastitis clinica persistente

En el ensayo, se seleccionaron y trataron 8 vacas con mastitis clinica y que llevaban mucho tiempo sin alcanzar la
curacion. Después de 3 administraciones, cuatro vacas se curaron, una vaca mejoré significativamente y una vaca no
mostré ningun efecto significativo; no fue eficaz para dos vacas proximas a secarse. Los resultados del estudio
demostraron que la saponina B4 de pulsatilla tiene buenos efectos en la mastitis de la vaca lechera para las que el
tratamiento con antibidticos u otros medios no es eficaz.

Resultados del tratamiento en algunas vacas que llevaban mucho tiempo sin alcanzar la curacién: En el caso de la
vaca con una marca auricular numerada 8558, la leche de la vaca antes del tratamiento era poco espesa y contenia
una pequefa cantidad de floculos, y el resultado de la prueba LMT fue "+++"; tras una unica inyeccion intramuscular
de 60 ml de saponina B4 de pulsatilla, no habia floculos visibles en la leche y el color de la leche era ligeramente
amarillo. Tras la segunda administracion, la leche volvid a la normalidad, y el resultado de la prueba LMT realizada por
el veterinario fue "++". A continuacion, el veterinario traslado la vaca al establo.

La figura 4 muestra el tratamiento de la vaca numerada 8558, que llevaba mucho tiempo sin alcanzar la curacién. La
figura 4 demuestra que, a medida que aumenta el tiempo de tratamiento, la secrecion de leche de la vaca 8558 se
normaliza gradualmente. Después de 2 tandas de administracion, la leche volvidé a la normalidad y la vaca estaba
clinicamente curada.

5.2 Tratamiento de las vacas con mastitis latente

Segun los resultados de la prueba LMT del veterinario de la granja, se seleccionaron al azar 6 vacas con mastitis
latente, todas las cuales tenian al menos una zona de la ubre de "++" o superior. Se administrd una inyeccion
intramuscular de 30 ml de saponina B4 de pulsatilla. Tres dias después, los resultados de la prueba LMT de 5 vacas
mejoraron significativamente. La mejoria de la otra vaca (n.° 532006) no fue significativa, pero no se produjo un
empeoramiento.

Tabla 11. Resultados de las pruebas de mastitis latente

umero de marca Ultimo resultado LMT i Células somaticas antes | Resultados de LMT tres
auricular de la prueba después de la administracién
.............. PP TET P Delanteraderechaytrasera1323Delanteraderechatrasera
derecha +++ derecha++
0909041 Trasera izquierda++, 1294 Trasera izquierda+, delantera
delantera derecha+++ derecha-
.............. 131208Delanteraderecha+++847Delanteraderechatrasera
trasera derecha++ derecha+
160128 Cuatro zonas de la ubre +++ 5450 Cuatro zonas de la ubre ++
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Numero de marca Ultimo resultado LMT {Células somaticas antes Resultados de LMT tres dias
; auricular de la prueba después de la administracion
s Cuatrozonasdelaubre+++ ...................... VPR — e e

1106021 Delantera izquierda++, - : Delantera izquierda-, trasera
trasera izquierda+++ izquierda++

§Nota: Dado que no habia detector de células somaticas en la explotacidn, fue necesario realizar la prueba en otras
{explotaciones. El veterinario de la explotacién lechera no completd la prueba de células somaticas, pero los
iresultados de la prueba LMT tras tres dias de administracion mostraron una mejora significativa en 5 vacas con :
imastitis latente. :

Observaciones sobre las vacas especiales: En la vaca n.® 1106021, antes de la administracion, dos zonas de la ubre
de la izquierda sufrian de mastitis latente, los resultados de la prueba LMT de la parte delantera izquierda y trasera
izquierda eran "++" y "+++" respectivamente; la parte trasera derecha estaba completamente seca y no se podia
ordefar leche; la leche de los tres primeros ordefios de la parte delantera derecha era espesa y de color amarillo, y
después de ordefiar un poco mas, aparecio un liquido sanguinolento parecido al moco sin caracteristicas lacteas. Con
la inyeccién intramuscular de 30 ml de saponina B4 de pulsatilla una vez al dia, y después de 3 dias de administracién,
no hubo mejoria en la parte delantera derecha, los resultados de la prueba LMT de la parte delantera izquierda y
trasera izquierda fueron "-" y "++", respectivamente, las células somaticas se redujeron significativamente y el efecto
fue significativo.

Las otras 5 vacas que padecian mastitis latente recibieron una inyeccién intramuscular de 30 ml una vez al dia de
saponina B4 de pulsatilla. Tras tres dias de tratamiento, 4 vacas mejoraron y los resultados de LMT demostraron que
las células somaticas se habian reducido; la mejora de la otra vaca (n.® 532006) no fue significativa. La figura 5 muestra
los resultados del tratamiento de algunas vacas que padecian mastitis latente después de tres dias de tratamiento con
inyecciones de saponina B4 de pulsatilla. De la figura 5 se desprende que el estado de las vacas con mastitis latente
mejoro tras la administracion de la medicacion.

Los resultados del estudio demostraron que la saponina B4 de pulsatilla tiene un buen efecto sobre la mastitis latente.

Las vacas enfermas habian sido tratadas por veterinarios de la granja mediante infusion intramamaria de sulfato de
cefquinoma en la ubre, inyeccion intravenosa de cefalosporinas y sonda oral con Gongying San ( ) durante
aproximadamente un mes, pero el tratamiento no fue eficaz, y la enfermedad se convirtié entonces en mastitis crénica,
que se manifestd por leche poco espesa y fléculos continuos en la leche. La razon de la situacion anterior podria ser,
en primer lugar, que la variedad de farmaco utilizado en la granja para el tratamiento de la mastitis era simple, sélo se
utilizaban farmacos antibacterianos en el proceso de tratamiento sin tener en cuenta los antiinflamatorios; en segundo
lugar, que la variedad de antibioticos utilizados era simple y las bacterias patégenas no estaban aisladas e
identificadas, lo que provocaba resistencia bacteriana e insensibilidad a los farmacos; en tercer lugar, que el
tratamiento a largo plazo conduce a la hiperplasia del tejido mamario, causando inflamacién crénica, lo que a su vez
hace mas dificil que el farmaco llegue a la zoma eficaz, haciendo que el trastorno sea dificil de tratar. Cuando se utilizo
la inyeccidn de saponina B4 de pulsatilla para tratar a 8 vacas reclutadas en el ensayo, después de 3 administraciones,
cuatro vacas se curaron, una vaca mejoro significativamente y una vaca no mostro ningun efecto significativo; no fue
eficaz para dos vacas proximas a secarse. Los resultados del estudio demostraron que la saponina B4 de pulsatilla
tiene un buen efecto sobre la mastitis de vacas lecheras para las que el tratamiento con antibiéticos u otros medios no
es eficaz.

La mastitis latente es uno de los tipos mas comunes de mastitis en vacas lecheras. Este tipo de mastitis no suele
presentar ningin sintoma clinico, la diferencia entre su leche y la leche normal no puede distinguirse a simple vista y
su diagnostico requiere reactivos de laboratorio. Si este tipo de mastitis no alcanza cierta proporcion en el rebafio, no
suele tratarse. Debido a su incidencia oculta, las pérdidas econdmicas causadas por la mastitis latente a las vacas
lecheras son muy graves. Cuando se utilizd la inyeccion de saponina B4 de pulsatilla para tratar a 6 vacas que
padecian mastitis latente, cuatro vacas mejoraron; una vaca mostré un efecto significativo y se redujeron las células
somaticas en la prueba LMT, una vaca no presentd ninguna mejora significativa. Los resultados del estudio
demostraron que la saponina B4 de pulsatilla tiene un buen efecto sobre la mastitis latente.

Ademas, durante el tratamiento de la mastitis de la vaca lechera, se selecciond al azar la inyeccidn de saponina B4
de pulsatilla ensayada y se encargo al Instituto de Inspeccion de Medicamentos Veterinarios de la Provincia de Sichuan
que realizara mas de 200 pruebas de antibidticos y no detectd ninglin componente antibidtico. Al segundo dia de la
administracion a las vacas lecheras, toda la leche puede pasar la prueba de residuos de antibidticos realizada en la
explotacién. La saponina B4 de pulsatilla tiene poco efecto sobre la inmunoglobulina y los factores inflamatorios de la
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leche de vaca, por lo que puede garantizar la estabilidad de la composicién de la leche. Ademas, al no tener residuos,
no afectara a la calidad de la leche fresca en las explotaciones lecheras.

En la actualidad, los antibiédticos se utilizan principalmente para el tratamiento de la mastitis. Entre ellos, la esterilizacion
de amplio espectro y los antibidticos de acido nucleico que dafan las células son los mas utilizados. Durante el
tratamiento y 4 o 5 dias después del mismo, es necesario desechar la leche, 1o que supone una gran pérdida
economica para los ganaderos y el riesgo de que se produzcan resistencias a los medicamentos. La saponina B4 de
pulsatilla es un principio activo natural extraido de la hierba medicinal china Pulsatilla, no es toxica ni produce
farmacorresistencia. EI compuesto saponina B4 de pulsatilla de la presente invencion tiene una fuerte actividad
biologica y un excelente efecto terapéutico en la mastitis de la vaca lechera. No es necesario desechar la leche durante
el tratamiento ni al final del mismo, lo que no solo reduce las pérdidas econémicas de los ganaderos, sino que también
disminuye el riesgo de farmacorresistencia. Ademas, la saponina B4 de pulsatilla no solo tiene un excelente efecto
terapéutico sobre la mastitis clinica, sino que también tiene un excelente efecto terapéutico sobre la mastitis clinica
persistente y la mastitis latente. Al mismo tiempo, la inyeccidon de saponina de pulsatilla tiene las ventajas de la
seguridad, una alta eficiencia, no produce residuos, no provoca farmacorresistencia y no tiene efectos secundarios ni
téxicos cuando se utiliza en el tratamiento de la mastitis de la vaca lechera.
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REIVINDICACIONES

1. El compuesto saponina B4 de pulsatilla representado por la férmula I, 0 una sal farmacéuticamente aceptable del
mismo, para su uso en el tratamiento de la mastitis de la vaca lechera:

Formula 1.

2. El compuesto saponina B4 de pulsatilla de formula I, 0 una sal farmacéuticamente aceptable del mismo, para su
uso segun la reivindicacion 1, caracterizado porque la mastitis de la vaca lechera es mastitis clinica 0 mastitis latente.

3. El compuesto saponina B4 de pulsatilla de férmula |, 0 una sal farmacéuticamente aceptable del mismo, para su
uso segun la reivindicacion 2, caracterizado porque la mastitis clinica es mastitis clinica tratada por primera vez o
mastitis clinica persistente.

4. Un medicamento para su uso en un procedimiento para el tratamiento de la mastitis de la vaca
lechera, caracterizado porque comprende saponina B4 de pulsatila segun la reivindicacion 1, o una sal
farmacéuticamente aceptable de la misma, como principio activo, y materiales auxiliares farmacéuticamente
aceptables.

5. El medicamento para su uso segun la reivindicaciéon 4, caracterizado porque la preparacion esta en una forma
seleccionada del grupo que consiste en una inyeccidn, una infusion intramamaria, un polvo, una pomada o una locion;
preferentemente, la forma se selecciona del grupo que consiste en una inyecciéon o una infusiéon intramamaria; mas
preferentemente, la forma es una inyeccion.

6. El medicamento para su uso segun la reivindicacion 4. caracterizado porque la mastitis de la vaca lechera es

mastitis clinica o mastitis latente; preferentemente, la mastitis clinica es mastitis clinica tratada por primera vez o
mastitis clinica persistente.
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Dia 1, mas floculos en fa leche

Dia 3. no se observaron floculos,
1a leche volvid sustancialmenic
# Ta normalidad

D1 2, 1os tloculos fucron sensibiomente

mus peguetios
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a6, 1a leche fue sustancialmente normal
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Dia 3, no se observaron floculos,
la leche volvid sustancialroente
a la normalidad

Dia 6, la leche fue sustancialmente normal
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Resultado de la pruebha LMT de Ja vaca ™ 1106021 3 dias despudés

de fa adenaistracion, delantera zquierda -7, tasera zguierda S+

Resultado de la prueba LMY de la vaca 0.5 131213
3 dins despuds de I admimsteacion,
tragera derechs T

Resuitado de la proebs LMT de la vaca n.® 131208 3 Has despuds
ide la admrnistracion, tmsera derecha 4+

oy

Resultadn de a prucha 1M1 de 1a vaca 0. 0909041
3 dias despuds de la adonaistracidn,
trasera izgmerda 4+

Resudlado de fa prueba LMY de fa vaca n.° 332000 3 dias despuds
de Ja administracion. cuatro dreas bujo la whre “+47

Fig 5
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