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(54) Titulo: USO DE EXTRACTOS DE QUILLAJA SAPONARIA PARA LA PREVENCION Y CONTROL DE INFECCIONES

VIRALES EN PECES

(57) Abstract: The present invention relates to a novel use of extracts of Quillaja saponaria that can be used to produce a medicinal
composition for the prevention and control of a viral disease in fish, which composition is administered orally, preferably combined

with food. The invention also relates to a medicinal composition and a food composition which comprise said extracts of Quillaja
saponaria, for the prevention and control of a viral disease in fish.

(57) Resumen: La presente invencion proporciona un nuevo uso de extractos de quillay utiles para fabricar una composiciéon medicinal
para la prevencion y control de una enfermedad viral en peces, la que se administra por via oral preferentemente en combinacién con un
alimento. Otros objetos de invencién se relacionan con una composicién medicinal y una composicioén alimentaria para la prevencion
y control de una enfermedad viral en peces que comprenden dichos extractos de quillay.
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USO DE EXTRACTOS DE QUILLAJA SAPONARIA PARA LA PREVENCION Y
CONTROL DE INFECCIONES VIRALES EN PECES

Campo Técnico

La presente invencidn se relaciona con la industria de la acuicultura, y
particularmente proporciona un nuevo uso de extractos de la planta Quillaja
saponaria para la prevencion y control de enfermedades virales en peces, asi

como composiciones que comprenden dichos extractos.

Antecedentes de la invencion

Es conocido que la industria salmonera ha crecido significativamente a
nivel mundial en las Ultimas dos décadas; y en particular en Chile, este sector
econémico se ha vuelto uno de los de mayor relevancia del pais. Sin embargo,
existen diferentes enfermedades de origen viral que infectan a los peces y que
finalmente afectan considerablemente su produccion (Tobar, I. y cols. (2015).
Frontiers in immunology, (6) 244).

Dentro de las enfermedades virales que afectan a los peces, la necrosis
pancreatica infecciosa (IPN, por sus siglas en inglés de Infectious pancreatic
necrosis) es una patologia altamente contagiosa que afecta a salménidos en
cultivo y que causa elevadas tasas de mortalidad en alevines en primera
alimentacion y en juveniles (smolts) luego de su transferencia al agua de mar.
Esta enfermedad se encuentra dentro de las patologias mas importantes en Chile
y se considera endémica del pais, causando grandes pérdidas econ6micas a la
industria salmonera (Tapia, D. y cols. (2015). Diseases of aquatic organisms,
116(3), 173-184). Su agente etioldgico es el virus de la IPN (IPNv). Actualmente,
el IPNv es uno de los patégenos detectados con mayor frecuencia por
laboratorios de diagndstico en granjas marinas y de agua dulce, y es la segunda
causa de mortalidad en salmones adultos del Atlantico en granjas marinas en
Chile (Sernapesca (2013). Informe sanitario de salmonicultura en centros marinos
2012, Servicio Nacional de Pesca y Acuicultura. Valparaiso). Sin embargo, la
distribucion geografica de este patdégeno no se limita exclusivamente a Chile,
encontrandose histéricamente en Noruega (Jensen, B. y cols. (2015). Diseases of
aquatic organisms, 114(3), 177-187) y recientemente en la trucha arcoiris en

Sudafrica (Disertacion doctoral Bragg, R. R. (2015). Isolation and Identification of
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Infectious Pancreatic Necrosis Virus from Rainbow Trout (Salmo gairdneri
Richardson) In South Africa), alcanzando una distribucion mundial. Dado el
impacto negativo sobre la salud de los peces causado por este virus es que existe
la necesidad de buscar alternativas para su control.

El virus causante de la necrosis pancreética infecciosa pertenece a la
familia Birnaviridae y al género Aquabirnavirus, y se caracteriza por ser de
capside no envuelta y poseer un genoma compuesto de ARN de doble hebra. Los
sintomas clinicos de la infeccién incluyen inflamacion del abdomen y ojos,
oscurecimiento de la piel, necrosis del tejido pancreatico y nado en espiral; lo que
puede causar la muerte de los peces. En la etapa de alevin de agua dulce, un
brote de IPNv puede provocar la pérdida total del cultivo. Para combatir a este
agente viral se han disefiado diversas estrategias de vacunacion, sin embargo el
control de brotes depende de la bioseguridad de las piscinas y el nivel de
resistencia de los peces (Robledo, D. y cols. (2016). BMC genomics, 17(1), 1).

Otro agente viral que genera estragos en la industria acuicola es el virus de
la anemia infecciosa del salmén (ISA, por sus siglas en inglés de Infectious
salmon anemia), el que ataca principalmente a salménidos y puede conducir a
elevadas tasas de mortalidad en la poblacién de peces afectados, amenazando a
las principales areas de cultivo de peces en el mar Atlantico norte y en Chile. El
virus ISA (ISAv) pertenece a la familia Orthomyxoviridae, género Isavirus, posee
un genoma de ARN monocatenario negativo y posee una envoltura (Vike, S. y
cols. (2014). Aquaculture, 420, 119-125). El virus una vez dentro del pez se
distribuye en todos los érganos y de preferencia en los endotelios, provocando
hemorragias, letargia, distension del abdomen y anemia severa en el pez
afectado. La mortalidad causada por esta enfermedad es elevada y pocos peces
quedan vivos como portadores. En Chile los primeros brotes infecciosos
ocurrieron a mediados del 2007 y se debid eliminar los salmones producidos.

Actualmente, debido a la naturaleza de los virus, el control mediante el uso
de compuestos medicinales no es efectivo o econdmicamente viable y las
medidas de prevencion consisten en la mantencién de una fuerte bioseguridad
(control de ovas), uso de vacunas poco eficientes y la eliminacion total de jaulas

cuyos peces analizados presenten el virus.
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Se han utilizado mdltiples estrategias para incrementar la resistencia de los
peces a los patégenos que los atacan, en forma paralela al desarrollo de vacunas.
Una alternativa evaluada es la administracion de una alimentacion a los peces tal
que les permita mejorar su salud. En este sentido se han ensayado dietas que
contienen microalgas ricas en acidos grasos poliinsaturados, glucanos,
carotenoides, entre otros. Estos ingredientes pueden promover el bienestar de los
peces mejorando la salud intestinal y aumentando la resistencia a enfermedades

(Kousoulaki, K. y cols. (2015). Journal of nutritional science, 4, e24).

El quillay es un arbol nativo de Chile cuya biomasa se utiliza principalmente
como un sustituto del jabén debido a la presencia de saponinas (San Martin, R.
(1999). Economic Botany, 53(3), 302-311). Las saponinas pueden obtenerse de
forma industrial como extractos en polvo o liquidos, y pueden estar en un estado
purificado, parcialmente purificado o no purificado. Estos extractos son
comercializados por diversas empresas, siendo unas de las mas importantes
Natural Response y Desert King (San Martin, R. y Briones, R. (2000). Journal of
the Science of Food and Agriculture, 80(14), 2063-2068).

A la fecha, los extractos ricos en saponinas son utilizados como
emulsificantes naturales en cosméticos, alimentos y bebestibles. Adicionalmente
se utilizan como adyuvantes para la producciéon de vacunas y formulaciones
farmacéuticas (Maier, C. y cols. (2015). Journal of agricultural and food chemistry,
63(6), 1756-1762). También se han descrito usos como biocida para la
eliminacién de nematodos (US 20050074508), moluscos (US 20070196517) y
hongos (Elizondo, E. A. M. y cols. (2010). Agro sur, 38(2), 87-96).

En la revisibn de Wang, Y. y cols. (2016), International journal of molecular
sciences, 17(3), 325, se describe en relacion a animales acuéticos que las
saponinas pueden modular el sistema inmune de camarones y de peces, a su vez
promoviendo el crecimiento de estos ultimos; pero que la mayoria de las
saponinas son inestables en condiciones acuosas y son muy toxicas para los

peces a altas concentraciones.

Dentro del estado de la técnica relacionado especificamente con la
aplicacién de extractos de quillay en peces, la solicitud de patente PCT

WO02015155293 describe una composicion oral o como aditivo alimenticio para el
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uso en la prevencion y/o tratamiento de infecciones en peces y particularmente
describe una composicién que comprende saponinas de Quillaja saponaria como
un tratamiento o profilactico de copépodos ectoparasitos del género Caligus de
peces. En la evidencia experimental aportada por este documento no se indican
pruebas que permitan determinar un efecto beneficioso contra otros patégenos.

El documento WO2015179840 describe combinaciones o composiciones
que comprenden Yucca schidigera'y Quillaja saponaria, y adicionalmente incluyen
agentes antimicrobianos, antibi6ticos y anticoccidiales, para la administracién en
animales para prevenir enfermedades. Como divulgacion general describe que se
puede aplicar oralmente a peces.

La solicitud WO0151083 describe una composicion adyuvante que contiene
una saponina y un oligonucleétido que comprende al menos un dinucleétido de
CpG no metilado. Preferentemente, la composicion incluye saponinas derivadas
de Quillaja saponaria, y aun mas preferentemente, la saponina estad modificada
quimicamente o integra una saponina sustancialmente pura (QS-7, QS-17, QS-18
0 QS-21). No se describe el uso en peces.

La solicitud de patente Chilena CL200402942 divulga un aditivo alimenticio
para peces formulado en base al extracto purificado de quillay (Quillaja saponaria
Molina) que comprende entre 15-25% p/p de saponinas triterpénicas obtenidas a
partir de dicho extracto y 75-85% p/p de maltodextrina de papa. Este documento

no menciona que este alimento promueva la salud de los peces.

El documento de tesis de doctorado de Fernandes, R. N, (2014) Uso de
saponina de quillaia (Quillaja saponaria Molina) em juvenis de pacu, Universidade
Estadual Paulista, Faculdade de Ciéncias Agrarias e Veterinarias Centro de
Aquicultura, Brasil, describe un estudio en donde se evalu6 el efecto de
administrar saponinas de quillay en dosis desde 100 a 400 mg/Kg en la dieta a
peces pacu (Piaractus mesopotamicus). Luego de 15 dias de alimentar a los
peces con las saponinas de quillay, 325 peces se inocularon con Aeromonas
hydrophila y se observaron signos clinicos. Luego de siete dias, la sobrevida de
los peces pacu frente a la infeccion experimental fue superior luego del consumo

de una dosis de saponinas de quillay de 200 mg/Kg.
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Por otra parte, dentro de la literatura cientifica la publicacion de Vinay y
cols. (2014), Veterinary immunology and immunopathology, 158(1), 73-85,
describe una evaluacion del efecto de un adyuvante basado en saponinas de
Quillaja administrado intraperitonealmente en peces de la especie Paralichthys
olivaceus. En este estudio se observa que las saponinas son un buen inductor de
inflamacion, pero también son toxicas para el pez. Las concentraciones de
saponinas de 500, 160, 50, 16 y 5 pg/pez produjeron tasas de mortalidad de 95%,
65%, 20% y 5%, respectivamente, con una dosis letal (LD50) de 22,4 mg/Kg. Los
resultados determinan que el efecto téxico de las saponinas depende del nivel de
purificacion y la fuente del producto. Finalmente, los autores observaron que una
concentraciéon de 3,4 mg/Kg de pez es toxica, y se recomienda utilizar una

concentracién inferior en Paralichthys olivaceus.

Respecto a divulgaciones de saponinas desde otras fuentes diferentes al
quillay, la publicacién de Krogdahl y cols. (2015), Journal of agricultural and food
chemistry, 63(15), 3887-3902, describe que las saponinas de soya administradas
por via oral como aditivo del alimento en dosis de 2-10 g/Kg producen inflamacion
intestinal en el salmén atlantico (Salmo salar), cuya severidad es dosis-

dependiente.

Este anadlisis global del estado de la técnica indica que, a pesar de que se
han descrito diversos usos y aplicaciones de las saponinas de quillay, éstas no se
asocian al tratamiento de patégenos de importancia en peces de interés

comercial.

Sumario de la Invencion

Un objeto de la presente invencion se relaciona al uso de un extracto de
Quillaja saponaria para fabricar una composicién medicinal para la prevencién y
control de una enfermedad viral en peces. La preparacién medicinal se administra
a los peces por via oral en un rango de dosis entre 0,9 — 12 mg/Kg de saponinas
por peso vivo. En una modalidad preferida, la administracion a los peces se
realiza por via oral en combinacién con un alimento. Las enfermedades virales
son provocadas por un virus perteneciente a las familias del grupo que

comprende Birnaviridae, y Orthomyxoviridae, de los géneros Aquabirnaviridae y
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Isavirus, respectivamente; y en particular a los virus de la necrosis pancreatica y

de la anemia infecciosa del salmon, respectivamente.

Preferentemente, los peces en los que se puede implementar el nuevo uso
de la presente invencion son salménidos, en donde estos se seleccionan del
grupo que consiste de las especies Salmo salar, Salmo trutta, Salmo gairdnerii,
Oncorhynchus mykiss u Oncorhynchus kisutch.

Otro objeto de la presente invencion es una composicion medicinal para la
prevencion y control de una enfermedad viral en peces, que comprende un
extracto de Quillaja saponaria y un excipiente apropiado. El extracto de Quillaja
saponaria se encuentra en una proporcion entre 2 al 90% p/p del peso total de la

composicién.

La presente invencion también proporciona una composicion alimentaria
para la prevencion y control de una enfermedad viral en peces que comprende un
extracto de Quillaja saponaria y un aditivo apropiado. El extracto de Quillaja
saponaria se encuentra en una proporcion inferior al 6% p/p del peso total de la

composicién.

Breve descripcion de las figuras

La Figura 1 es un perfil cromatografico de un extracto completo de Quillaja
saponaria Molina medido por HPLC, donde se sefalan las principales saponinas
QS7,QS17,QS18 y QS21.

La Figura 2 es una imagen obtenida por microscopia Optica de la linea
celular de salménidos ASK en presencia de diferentes concentraciones de
extractos de quillay UD100-Q (Ultra Dry® 100-Q) y QD100 (Quillaja Dry® 100).

Descripcion detallada de la invencidén

La presente invencion describe un nuevo uso de extractos de la planta del
quillay (Quillaja saponaria) para la prevencion y control de infecciones virales que
afectan a peces. Los inventores han encontrado que diferentes extractos de
saponinas de Quillaja saponaria Molina, planta endémica de Chile, poseen un
efecto protector frente a infecciones virales que afectan el cultivo de salmonidos.
Los inventores han experimentado y llegado a obtener las concentraciones
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adecuadas de dosis de los extractos de quillay para ser utilizadas de forma

segura en salmones, sin alterar fisiopatolégicamente los individuos tratados.

La presente invencién se relaciona con el uso de extractos de quillay que
tienen un perfil de saponinas especificos. En todos los casos, los perfiles de
saponinas de estos extractos son propios y exclusivos del quillay, ya sea en
extractos purificados, parcialmente purificados o no purificados.

Los extractos completos o no fraccionados de quillay (Quillaja saponaria
Molina) presentan un perfil de saponinas caracteristico y propio que contienen
sobre 100 tipos de saponinas quimicamente diferentes. Las saponinas principales
corresponden a QS7, QS17, QS18 y QS21, como se observa en el perfil
cromatografico de la Figura 1. Las concentraciones relativas de estas saponinas
dependen del origen de la materia prima. Adicionalmente, los extractos
parcialmente purificados (entre 2 a 90% p/p o p/v de saponinas segun sea el
producto en polvo o liquido) contienen compuestos no-saponinicos que incluyen
fundamentalmente una mezcla de polifenoles y, en menor cantidad, otros

azUcares.

Los extractos de saponinas de quillay pueden obtenerse de forma industrial
como extractos en polvo o liquido, con distintos grados de purificacién. A modo de
ejemplo, para los efectos de la presente invencién se pueden utilizar diversos
extractos comerciales de Quillaja saponaria, tales como los que se muestran en la

Tabla 1 a continuacion.

Tabla 1. Extractos comerciales (Desert King Chile) de Quillaja saponaria Utiles

para la presente invencion.

Nombre del s
Descripcion
producto
Ultra Dry® Extracto de Quillaja saponaria Molina en polvo. Contiene
100-Q principalmente saponinas triterpénicas superior al 65% p/p.

Quillaja Dry® | Extracto de Quillaja saponaria Molina en polvo. Contiene un 25%

100 p/p de saponinas.

Vax Sap ® Extracto altamente purificado de Quillaja saponaria Molina en
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polvo. Contiene principalmente saponinas triterpénicas superior

al 90% p/p.
Extracto acuoso de Quillaja saponaria Molina con una
QL 1000 ® . .
concentracion de 8% p/v de saponinas.
Extracto acuoso de Quillaja saponaria Molina con una
QL Perm ®

concentracion de 2% de saponinas.

La presente invencién divulga el uso de extractos de Quillaja saponaria
para elaborar una composicion medicinal y una composicién alimentaria para la
prevencién y/o control de condiciones médicas no deseadas relacionadas a
enfermedades virales en peces. A través del nuevo uso de extractos de Quillaja
saponaria de la presente invencién se pueden obtener medicamentos cuyo
propdsito es prevenir, controlar, curar, tratar o aliviar enfermedades virales en
peces; y ademas se pueden obtener productos alimentarios para uso medicinal
que poseen propiedades terapéuticas con los mismos fines.

La presente invencion abarca el uso de los extractos de Quillay contra virus
de capside no envuelta, tales como IPNv u otros que afecten a peces salménidos.
En particular, la necrosis pancreatica infecciosa (IPN) es una enfermedad viral
altamente contagiosa de los peces de todas las especies de salmones. Las
especies mas susceptibles son la trucha arcoiris (Oncorhynchus mykiss), trucha
de arroyo (Salvelinus fontinalis), la trucha café (Salmo trutta), el salmén del
Atlantico (Salmo salar), y salmén del Pacifico (Oncorhynchus spp.). Las etapas
més afectadas por esta enfermedad viral son los alevines, pero también la
enfermedad se produce en juveniles o smolts de salmén del Atlantico dentro de
las primeras semanas después de la transferencia del agua dulce al agua de mar.
Los signos clasicos de brotes de IPN son un aumento repentino y por lo general
progresivo de la mortalidad diaria, acomparnado de signos clinicos como aumento
de pigmentacion oscura, abdomen distendido y un movimiento de natacion en
tirabuzén. El IPNv también causa la enfermedad en otras especies de peces de
produccién tales como la seriola (Seriola quinqueradiata), el rodaballo
(Scophthalmus maximus), halibut (Hippoglossus hippoglossus) y el bacalao del
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Atlantico (Gadus morhua), en las cuales también se pueden utilizar los extractos
de Quillaja saponaria con fines medicinales, y en general sobre cualquier especie

de pez susceptible a la infeccidn por dicho virus.

La presente invencion también abarca el uso contra virus envueltos, siendo
el virus de la anemia infecciosa del salmén el mas importante (ISAv). Los peces
infectados por este virus manifiestan signos clinicos que pueden incluir letargia,
anemia, leucopenia, ascitis, exoftalmia, oscurecimiento de la piel y mortalidad alta.
Es posible que se observe anemia grave encontrando las branquias muy palidas.
Los brotes de ISAv ocurren principalmente en el salmén del Atlantico (Salmo
salar) pero se han descrito infecciones en otras especies como el salmén coho
(Oncorhyncus kisutch) y experimentalmente en truchas arcoiris (O. mykiss). Los
reservorios naturales del virus son la trucha de rio (Salmo trutta), el salmén keta
(O. keta), el salmon de chinook (O. tshawytscha) y la trucha alpina (Salvelinus
alpinus). Asi también el virus afecta a otras especies no salmonideas, como el
arenque (Clupea harengus), el bacalao del Atlantico (Gadus morhua) y el abadejo
(Pollachius virens), en las cuales también se pueden utilizar los extractos de
Quillaja saponaria con fines medicinales, y en general sobre cualquier especie de

pez susceptible a la infeccion por dicho virus.

Los extractos de Quillaja saponaria en la presente invencién se utilizan
para la elaboracion de un producto medicinal o un producto alimenticio para la
prevencién o el control post-infeccion de virus de peces. Dichos productos se

administran por via oral en forma sélida o liquida.

Para el uso de extractos de Quillaja saponaria en la elaboracién de una
composicion o preparacién medicinal, medicamento o composicién veterinaria es
posible realizar diferentes formulaciones que contienen a dichos extractos como
principio activo. Los extractos de Quillaja saponaria se encuentran en una
proporcidén entre el 2% y el 90% p/p del peso total de la composicion. La forma
farmacéutica puede ser en polvo, suspension oleosa o como parte de un pellet
alimenticio. En una realizaciéon preferida, la composicion medicinal comprende
excipientes veterinariamente apropiados para salmoénidos para administracion
oral, tales como lactosa, almidén de maiz, dioxido de silicio, entre otros

ampliamente conocidos por cualquier experto en la materia.
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Para la utilizacion de los extractos de Quillaja saponaria en la elaboracion
de un producto o composicion alimentaria o suplemento alimenticio, dichos
extractos se mezclan con alimento para peces en forma de pellet, el cual se
mezcla con un aceite equivalente al 2% del peso del pellet a impregnar, para
adherir el extracto al alimento. Algunos ejemplos de dietas para peces
ampliamente conocidas en la industria son producidas por Ewos, BioMar,
Salmofood, entre otras. En una modalidad preferida, la composicién alimentaria
comprende aditivos alimenticios apropiados para salménidos para administracion
oral, tales como: harina de pescado, aceite de pescado y/o vegetal, vitaminas,

minerales, entre otros ampliamente conocidos por cualquier experto en la materia.

A continuacion se presentan ejemplos de realizacién de la invencion, los
cuales se han incluido con el objetivo de ilustrar la invencion, sus modalidades
preferidas y ejemplos comparativos, pero en ningun caso deben considerarse
para restringir el alcance de la solicitud de patente, el cual sélo esta delimitado por
el contenido de las reivindicaciones que aqui se adjuntan.

EJEMPLOS

EJEMPLO 1: Evaluaciéon de toxicidad de extractos de quillay in vitro e in

vivo.

Ensayo de citotoxicidad in vitro en lineas celulares de salmdn.

Se realizaron ensayos de los productos de extractos de quillay sobre
monocapas celulares derivadas de salmén con el fin de evaluar la toxicidad. Las
lineas utilizadas fueron SHK-1 y ASK. La linea SHK-1, descrita como células tipo
macréfagos, (Salmo salar, ECACC Number 97111106, European Collection of
Cell Culture, Salisbury, Wilts, SP4 0JG, UK) se cultivé a 15 °C en medio de cultivo
Leibovitz 15 (L-15, Gibco, Invitrogen, Carlsbad, CA, USA) suplementado con 10%
v/v de suero fetal bovino (Hyclone, Thermo Fischer Scientific, Logan, Utah, USA),
4 mM de L-glutamina (Gibco), 1% v/v de 2-mercaptoetanol (2-ME, Gibco) y 50
ug/mL de gentamicina (US Biological, Swampscott, MA, USA). La linea celular
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ASK (Atlantic Salmon Kidney, ATCC® CRL-2747™) se cultivd a 16°C en medio
Leibovitz (L-15, Hyclone, Thermo Scientific), suplementado con gentamicina (50

g/mL), L-glutamina (4 mM) (Gibco, Thermo Scientific), 2-mercaptoetanol 1% (v/v)
(2-ME, Gibco) y suero fetal bovino 10% (v/v) (SFB, Hyclone).

Todos los productos de extractos de quillay se prepararon en medio MEM o
en medio Leibovitz 15 a una concentracién de 1 mg/mL, siendo disueltos a 37°C
durante 3 horas con agitacion suave. Todas las soluciones preparadas de estos
extractos se filtraron con una membrana de nitrocelulosa de 0,22 m para evitar
contaminacion en los cultivos celulares. Las diluciones evaluadas se prepararon

mediante diluciones seriadas a partir de la solucién patron.

Para evaluar la citotoxicidad de los extractos de quillay en lineas celulares
de salmoénidos se sembraron 5x10° células/pozo en placas de 6 pocillos y se
incubaron en 2 mL de medio de cultivo como volumen final durante 72 horas a
15°C. Al cabo de este tiempo se reemplaz6 el medio de cultivo por medio fresco y
se verific6 la confluencia. Luego de 24 horas, las células se incubaron con los
diferentes extractos de quillay, para lo cual se retirdé 1 mL de medio de cultivo y se
reemplazdé con 1 mL del extracto de quillay disuelto en el mismo medio. La
evaluacion de citotoxicidad se realizd luego de 24 horas de incubacién con los
extractos de quillay. Para ello las células se lavaron 2 veces con PBS frio y luego
se disgregaron usando una solucion con tripsina 0,05% y EDTA 0,02%. Las
células se analizaron por citometria de flujo (FACS Canto Il (Beckton Dickinson) y
se determind la incorporacion de loduro de Propidio como marcador de células
muertas. Se utilizaron células incubadas en medio de cultivo con una solucion de
etanol como control positivo de muerte celular. Como control negativo se utilizaron
células que no fueron incubadas con los extractos de quillay, pero que se
sometieron a las mismas condiciones de manejo. Adicionalmente se evalué la

citotoxicidad mediante visualizacién de las células a través de microscopia éptica.

Los resultados indicaron que la concentracién de los extractos que causa el
50% de muerte celular (CCsg) varié entre 3,5 y 83,4 ug/mL y la CCg varié entre
4,7 y 92,6 pg/mL dependiendo del producto utilizado, como se indica en la Tabla
2. La Figura 2 muestra resultados representativos con los productos QD 100
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(Quillaja Dry® 100) y UD 100Q (Ultra Dry® 100-Q) mediante la visualizacién de la

monocapa celular a través de microscopia Optica.

Tabla 2. Citotoxicidad celular (CCsp) medida mediante citometria de flujo
(incorporacién de yoduro de propidio).

Producto CCso en SHK-1 (pg/mL) | CCg en SHK-1 (pg/mL)
Vax Sap ® 20,4 25,3
Ultra Dry® 100-Q 22,1 29,2
Quillaja Dry® 100 83,4 92,6
QL 1000 ® 3.7 6,5
QL Perm ® 3,5 4,7

Ensayo de citotoxicidad oral in vivo en peces.

Para determinar la toxicidad via oral a corto plazo (60 dias) en peces se
emplearon 550 ejemplares de salmén del Atlantico (Salmo salar) clinicamente
sanos de un peso promedio de 9,5 g. Previo al experimento los peces se
aclimataron por 8 semanas, periodo durante el cual se tomaron aleatoriamente 50
peces y se examinaron para chequear su condicion sanitaria a través de
examenes de necropsia y microbiolégicos, seglin metodologia estandar para
comprobar la ausencia de agentes patdégenos como virus, bacterias y parasitos
(Thoesen J. (1994) Suggested procedures for the detection and identification of
certain finfish and shellfish pathogens, 4th edn. Fish Health Section, American
Fisheries Society, Bethesda, MD; OIE (Office International des Epizooties) (2000)
Diagnostic manual for aquatic animal diseases, 3rd edn. OIE, Paris).

Los peces se mantuvieron en estanques de fibra de vidrio de 1.000 L de
capacidad con suministro de agua independiente. El nivel de oxigeno disuelto en
el agua fue sobre 10 mg/L. La temperatura del agua, los niveles de oxigeno y de

compuestos nitrogenados fueron controlados en forma adecuada.
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Se dispuso de una partida de alimento en forma de pellets extruidos (Micro
10, elaborado por Ewos). Con esta partida se prepararon cinco dietas con un
contenido de 0, 100, 200, 300 y 600 ppm de saponinas/Kg de alimento. Estas
dosis equivalen a 0, 2, 4, 6 y 12 mg de saponinas/Kg de peso vivo de pez,
respectivamente. Los peces se repartieron en 10 estanques individuales con 50

peces cada uno (5 grupos con duplicado).

Los peces se alimentaron manualmente dos veces al dia con las dietas
descritas en cantidad determinada de acuerdo al peso vivo y a la tasa de
crecimiento esperada de los peces. Para poder realizar esto se midi6 el peso de
los ejemplares de este ensayo los dias 0, 30 y 60 post-inicio del experimento, con

el objeto de obtener en cada oportunidad datos acerca de su crecimiento.

Los ejemplares en estudio se observaron diariamente, un minimo de tres
veces al dia, registrandose los eventuales signos clinicos y las mortalidades. El
experimento tuvo una duracion de 60 dias. Como resultado se obtuvo que durante
el transcurso del ensayo no se produjeron mortalidades ni alteraciones atribuibles
al producto administrado en las diferentes dosis. Adicionalmente, no se
encontraron alteraciones patolégicas macro o microscépicas a nivel hepatico e
intestinal en ningun grupo tratado en relacion al grupo control. En conclusién, se

puede afirmar que los extractos de Quillay son seguros en las dosis probadas.

EJEMPLO 2: Uso de extractos de quillay para la prevencion y/o tratamiento

de infecciones virales de peces in vitro.

Actividad antiviral de extractos de quillay contra IPNv.

La actividad antiviral de los extractos se midi6 a través de ensayos de
infeccion de monocapas de células de la linea derivada de salmén CHSE-214
(Oncorhynchus tshawytscha, ATCC Number CRL-1681, American Type Culture
Collection). Dicha linea se creci6 a 16°C en medio de cultivo (MEM, Gibco)
suplementado con 10% de Suero Fetal Bovino (Hyclone), 2 mM de L-glutamina
(Gibco), 10 mM de HEPES (Hyclone), 100 Ul mL-1/100 g¢g/mL-1 de gentamicina
(Gibco). Las células CHSE-214 se incubaron en placas de cultivo de 24 pocillos a
una confluencia del 90%. Para determinar la actividad antiviral, el medio de cultivo
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se removié y la monocapa se infectd con una suspension viral de un aislado
chileno de IPNv con un titulo aproximado de 50 unidades formadoras de placas
(UFP) y diferentes extractos de quillay. Luego de 1 hora de adsorcion viral a 15 ¢
C, se retir6 el in6culo y la monocapa celular se cubrié con agarosa de baja
temperatura de gelificacién al 0,5 % en medio de crecimiento suplementado con
los distintos extractos del quillay. Se incubé durante 3 dias a 15 °C y
posteriormente las células se fijaron con 1 mL de formaldehido al 37 % a
temperatura ambiente durante 1 hora. Luego de retirar el fijador y la cubierta de
agarosa, la monocapa celular se tifi6 con una solucion de cristal violeta al 0,5 %
durante 1 hora. Finalmente se lavd con agua y se realizd un recuento del titulo
viral. La eficiencia de la infeccion se cuantificé mediante el nimero de placas de
lisis obtenida y se compardé porcentualmente con el control sin tratar. Cada

condicién se realiz6 en triplicado.

Como resultado se obtuvo que los extractos de quillay pudieron controlar
efectivamente la infeccidn frente al virus IPN, lo cual se muestra en la Tabla 3. De
los extractos evaluados, VaxSap, UD100Q y QD100 fueron altamente eficaces a
dosis de 1,09; 1,46 y 0,73 ug/mL, respectivamente. Ademas se observé que con
una baja concentracion de saponinas se obtuvo aproximadamente un 40% de
monocapa no infectada (QL Perm1 y QL Perm 2).

Tabla 3. Eficacia (% monocapa sin infeccion) de concentraciones de extractos de

quillay segun productos y contenido de saponinas en infecciones in vitro con
IPNv.

Producto

Concentracion de Concentracion de Monocapa no
producto (ug/mL) sapohina (ug/mL) infectada (%)

Control

o 0 0 0°
positivo

VaxSap

1,22

1,09

75+/-3,9°

ub 100 Q

244

1,46

69,5+/-1,3%

QD 100

D44

0,73

59,1+/-1,2°

QL 1000

0,78

0,0078

OC

QL Perm 1

0,78

0,0078

43,9+/-2,2°

QL Perm 2

0,78

0,0078

45,8+/-1,4°

Nota: °° y ® denotan diferencias estadisticas con un nivel de significancia p > 0,05
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Actividad antiviral de extractos de quillay contra ISAv.

Para realizar la infeccién viral se sembraron aproximadamente 1 x 10°
células de la linea celular derivada de salmén ASK [Atlantic Salmon. Kidney]
(ATCC® CRL2747™), la que se crecid en una placa de 6 pocillos a una
confluencia de 80 al 90%. Las células se cultivaron a 16°C en Medio Leibovitz (L-
15, Hyclone, Thermo Scientific), suplementado con gentamicina (50 g/mL), L-
glutamina (4 mM) (Gibco, Thermo Scientific), 2-mercaptoetanol 1% (v/v) (2-ME,
Gibco), suero fetal bovino 10% (v/v) (SFB, Hyclone). Para determinar la eficacia
antiviral, las células se incubaron durante 4 horas con el in6culo viral (aislado
chileno con un titulo viral de 10° copias de ARN viral). Posteriormente, el medio de
cultivo se retiré y se agregd nuevo medio de cultivo suplementado con antibiéticos
con los distintos extractos de quillay. La capacidad de infeccion se cuantificd
mediante la técnica de qRT-PCR. Esta técnica permite cuantificar el nUmero de
copias de ARN viral que se obtiene como producto de una infeccién viral. Los
resultados se expresaron como una comparacion porcentual entre el nUmero de
copias obtenidas en la condicién sin tratar versus los tratados con extractos del
quillay, segun la Tabla 4. Cada condicion se realizé en triplicado. Se observé que
todos los extractos de quillay fueron capaces de controlar la infeccién in vitro por
sobre el 95%.

Tabla 4. Eficacia (inhibicion de la proliferacion viral) de diferentes concentraciones

de extractos de quillay segun productos y contenido de saponinas en infecciones
in vitro con ISAv.

Inhibicion del
crecimiento viral
(%)

Concentracion Concentracion
Producto de producto de saponina

(hg/mL) (ug/mL)

Copias
virales/mL (10%)

Control

o 0 0 870.818+/-15.903 0®
positivo

VaxSap 0,48 0,43 0,0005+/-0,0003 >99°

UD 100 Q 0,48 0,31 44.800+/-24.335 95°

QD 100 0,48 0,12 0,010+/-0,007 >99°

QL 1000 7,8 0,78 0,006+/-0,003 >99°

QL Perm 1 7,8 0,078 0,010+/-0,007 >99°
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QL Perm 2 7,8 0,078 0,046+/-0,003 >99°
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Nota:  y ® denotan diferencias estadisticas con un nivel de significancia p > 0,05

EJEMPLO 3: Preparacion de alimento impregnado con extractos de quillay.

Los extractos de quillay se mezclaron con aceite de pescado para alcanzar
las concentraciones deseadas y luego esta mezcla se impregné a razén de 4,9:1
(aceite:pellet seco) en el alimento para peces. Esto se realizd utilizando una
mezcladora industrial o betonera e incorporando el aceite en el alimento en
movimiento por al menos 5 minutos y mezclando por al menos 10 minutos

adicionales.

Para la obtencion de la composicion alimentaria impregnada con extractos
de quillay se debe considerar como parametros importantes la dosis de saponinas
por kilogramo de peso vivo de pez que se administrara en el rango de 0,9 a 12 mg
de saponinas por kilogramo de peso vivo, el peso de los peces y la cantidad de
alimento que consumen. También se debe considerar el porcentaje de saponinas
que poseen los productos de extractos de quillay. De esta forma, cualquier
experto en la materia puede obtener la proporcion de saponinas que debe ser

incorporada en el alimento.

A modo de ejemplo, para preparar una composicion alimentaria
considerando el producto QL Perm ®, éste debe utilizarse en una proporcion del
6% p/p (60 g de producto por kilogramo de alimento).

EJEMPLO 4: Uso de extractos de quillay para la prevencion y/o tratamiento

de infecciones virales de peces in vivo.

Eficacia de productos de quillay sobre IPNv in vivo

Se utilizaron 240 peces de la especie Salmo salar con un peso promedio
de 5 a 6 g (alevines). Se seleccionaron peces que no presentaron antecedentes
de enfermedad por ISAv, lo que fue chequeado mediante un muestreo y
posterior analisis de diagnostico molecular por RT-PCR en tiempo real.
Adicionalmente, los peces se chequearon para enfermedades bacterianas y
virales. Antes del traslado de los peces a la estacion experimental se muestrearon
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60 peces para realizar el chequeo sanitario, el cual considerd analisis de
necropsia, frotis fresco de branquias, intestino y piel, tincion Gram de 6rganos
internos (Bazo, rindn y cerebro), tincion naranja de acridina de branquias, IFAT
BKD de rifion, IFAT SRS de rifion, cultivos bacterioldgicos y RT-PCR para IPNv.
El aspecto general del lote fue aceptable y se mantuvo dentro de lo habitual en la
industria y, por tanto, se consideraron peces representativos de la industria
chilena. Esto también incluyé la presencia de algunos peces portadores de IPNv
en el grupo seleccionado.

Durante el ensayo los peces se alimentaron con una dieta de calibre 15
EWOS micro 15CP® en una proporcion diaria de 0,75% de peso corporal (pc/dia)
impregnado con un extracto de Quillaja saponaria en una dosis de 3,75 mg de

producto/Kg de peso vivo.

Infeccidn experimental con virus IPN

La infeccidon experimental con IPNv se realizd por inyeccion intraperitoneal
en la linea ventral a razén de 0,1 mL de inéculo por pez, con un titulo de 1 x 108
copias de genoma viral/mL. Adicionalmente se inocul6 con medio de cultivo sin
virus a los grupos controles, con el fin de que todos los peces estuvieran
sometidos al mismo manejo. Para realizar el procedimiento descrito, los peces se
anestesiaron con benzocaina en un reservorio aparte con una dosis de 40 a 60
ppm. Posteriormente los peces se recuperaron en agua fresca sin benzocaina y
luego se trasladaron a su estanque de origen, donde permanecieron durante el

ensayo.

Tratamiento con extractos de quillay

La administracion de los extractos de quillay se realiz6 por via oral durante
7 dias previos a la infeccién y luego se prosigui6 alimentando con cada uno de los
extractos por separado durante todo el periodo de post-infeccién. Cada dia se
prepard el alimento con una dosis del producto QD 100: 3,75 mg de producto/Kg
peso vivo (PV) (500 mg producto/Kg alimento), y por otra parte con una dosis del
producto UD 100: 3,75 mg de producto/Kg PV (500 mg producto/Kg alimento),
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adhiriendo el extracto con un 2% de aceite de pescado al pellet. En la Tabla 5 se
indica el cronograma del ensayo.

Tabla 5. Cronograma del ensayo in vivo de extractos de quillay para la prevencién
o tratamiento de IPNv.

Dia -10 0 1 7 45
Aclimatacién Inicio | Término
Tratamiento Extractos via oral Inicio Término
Inoculacién con virus IPN Inicio
TAveninma
Seguimiento post-infeccion Inicio Término
Seguimiento post-tratamiento Inicio Término
Duracién del ensayo Inicio Término
5
Posteriormente se evalu6 la eficacia del tratamiento con extractos de
quillay y se registr6 diariamente la mortalidad de los peces. En la Tabla 6 se
muestran los datos de mortalidad acumulada.
Tabla 6. Porcentaje de sobrevivencia de peces desafiados con IPNv y
10 alimentados con o sin extractos de quillay.
Peces | Peces % % Mortalidad | Sobrevida
Acuarios . . . . . .
Totales| Finales| Mortalidad Sobrevivencia| Promedio | Promedio
(1) Dieta normal 20 19 5 95
(2) Dieta normal 20 20 0 100 2,5 97,5
(7) Dieta normal +IPNv 20 10 50 50
(8) Dieta normal +IPNv 20 11 45 55 47,5 52,56
(3) Dieta UD100 20 19 5 95
(4) Dieta UD100 20 19 5 95 5 95
(9) Dieta UD100 +IPNv 20 15 25 75
(10) Dieta UD100+IPNv 20 18 10 90 17,5 82,5
(5) Dieta QD100 20 20 0 100
(6) Dieta QD100 20 18 10 90 5 95
(11) Dieta QD100 +IPNv 20 17 15 85
(12) Dieta QD100 +IPNv 20 16 20 80 17,5 82,5

Los acuarios N° 7, 8,9, 10, 11 y 12, corresponden a los ensayos realizados

con peces inoculados con IPNv. El brote de mortalidad se produjo entre los dias

18 y dia 24 post-inoculacion. La mortalidad se observé en los acuarios que no

15 recibieron la administracién oral de los extractos de quillay. En los acuarios
tratados con extractos de quillay practicamente no se desarrollé la enfermedad,

con respecto a lo que se observd en los estanques sin tratamiento.
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Posteriormente, todos los peces muertos del ensayo fueron sometidos a
necropsia. Se observd una signologia clinica inespecifica en los peces enfermos,
la que se evidenci6 de la siguiente manera: letargia, coloracién oscura y muerte.
La aparicion de las primeras mortalidades fue seguida del envio de los peces al
laboratorio para su necropsia. Los peces muertos analizados manifestaron en

general signos inespecificos tales como higado palido y bazo necrético.

El diagnéstico de IPNv se realiz6 en los peces infectados muertos,
obteniéndose resultados positivos para la deteccién del virus mediante la
amplificacion por RT-PCR, lo que corrobor6 que los peces estaban desarrollando

la infeccidn, aunque en algunos casos ésta fue moderada.

Por otra parte, debido al elevado riesgo sanitario que implica la
experimentacién con el virus ISA in vivo y a los protocolos de bioseguridad que
deben llevarse a cabo ante condiciones de brotes de este virus para eliminar
todos los peces infectados y considerando los resultados equivalentes obtenidos
en los ensayos in vitro e in vivo para IPNv; es que a partir de los resultados
obtenidos in vitro para el uso de los extractos de quillay en la inhibicion del
crecimiento viral de ISAv de la Tabla 3, la cual es superior al 99% en la mayoria
de los casos, es posible inferir que la administracidén oral de dichos extractos, ya
sea como parte de un alimento o un producto medicinal, también le conferira

proteccién contra el ISAv a los peces tratados.

Por lo tanto, los resultados obtenidos respecto del uso de extractos de
Quillaja saponaria para la prevencion y/o control de enfermedades virales en
peces son altamente efectivos, los que reflejan un efecto protector contra los virus
ISAv e IPNv in vitro por sobre el 90% de eficacia; mientras que in vivo se pudo
comprobar el efecto preventivo y/o de control a una concentracién de 0,9375
mg/Kg de saponinas totales por peso vivo de los extractos naturales de quillay
completos de diferentes grados de pureza de saponinas sobre una infeccion
controlada en salmén del Atlantico. Se evidencié una disminucién de la mortalidad
asociada a IPNv de al menos 72%.
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REIVINDICACIONES

1. Uso de un extracto de Quillaja saponaria, CARACTERIZADO porque sirve
para fabricar una composicion medicinal para la prevencién y control de una

enfermedad viral en peces.

2. El uso segun la reivindicacion 1, CARACTERIZADO porque dicha
preparacién medicinal se administra a los peces por via oral en un rango de

dosis entre 0,9 — 12 mg/Kg de saponinas por peso vivo.

3. El uso segun la reivindicacion 2, CARACTERIZADO porque la
administracion a los peces se realiza por via oral en combinacién con un

alimento.

4. El uso segun la reivindicacion 1, CARACTERIZADO porque la enfermedad
viral es provocada por un virus perteneciente a las familias del grupo que
comprende Birnaviridae, y Orthomyxoviridae.

5. El uso segun la reivindicacion 4, CARACTERIZADO porque el virus de la

familia Birnaviridae pertenece al género Aquabirnaviridae.

6. El uso segun la reivindicacién 5, CARACTERIZADO porque el virus es el

virus de la necrosis pancreatica infecciosa.

7. El uso segun la reivindicacion 4, CARACTERIZADO porque el virus de la

familia Orthomyxoviridae pertenece al género /savirus.

8. El uso segun la reivindicacién 7, CARACTERIZADO porque el virus es el

virus de la anemia infecciosa del salmén.

9. El uso segun la reivindicacién 1, CARACTERIZADO porque los peces son

salmoénidos.

10.El uso segun la reivindicacion 1, CARACTERIZADO porque los salménidos
se seleccionan del grupo que consiste de las especies Salmo salar, Salmo

trutta, Salmo gairdnerii, Oncorhynchus mykiss u Oncorhynchus kisutch.



WO 2018/018171 21 PCT/CL2016/050045

11. Una composicion medicinal para la prevencion y control de una
enfermedad viral en peces, CARACTERIZADA porque comprende un
extracto de Quillaja saponaria'y un excipiente apropiado.

12. La composicion segun la reivindicacion 11, CARACTERIZADA porque el
5 extracto de Quillaja saponaria se encuentra en una proporcion entre el 2 al

90% p/p del peso total de la composicién.

13. Una composicién alimentaria para la prevencion y control de una
enfermedad viral en peces, CARACTERIZADA porque comprende un
extracto de Quillaja saponaria y un excipiente apropiado.

10 14. La composicion segun la reivindicacion 13, CARACTERIZADA porque el
extracto de Quillaja saponaria se encuentra en una proporcién inferior al 6%

p/p del total de la composicién.

15
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