2018/018170 A1 |00 000 OO 0

(12) SOLICITUD INTERNACIONAL PUBLICADA EN VIRTUD DEL TRATADO DE COOPERACION EN MATERIA
DE PATENTES (PCT)

(43) Fecha de publicacién internacional

(19) Organizacion Mundial de la
Propiedad Intelectual
Oficina internacional

=

—

(10) Numero de publicacién internacional

WO 2018/018170 A1l

01 de febrero de 2018 (01.02.2018) WIPO | PCT

(5D

2D

22)

(25)
(26)
an

a2

74

62y

(84)

Clasificacion internacional de patentes:
A61K 45/00 (2006.01) A23L 3/34 (2006.01)

Nuamero de la solicitud internacional:
PCT/CL2016/050044

Fecha de presentacion internacional:
29 de julio de 2016 (29.07.2016)

Idioma de presentacion: espariol

Idioma de publicacién: espariol

Solicitante: SAPONIN RESEARCH CENTER S.A.
[CL/CL]; Hernando de Aguirre 959, Dpto. 207, Providen-
cia., Santiago de Chile (CL).

Inventores: SCHLOTTERBECK SUAREZ, Trinidad,
Hernando de Aguirre 959, Dpto. 207, Providencia., Santia-
go de Chile (CL). CANON JONES, Hernsn Alberto; Her-
nando de Aguirre 959, Dpto. 207, Providencia., Santiago
de Chile (CL). CASTILLO RUIZ, Mario Hernan; Her-
nando de Aguirre 959, Dpto. 207, Providencia., Santiago de
Chile (CL). CORTES GONZALEZ, Hern4n Danilo; Li-
mache 3405, oficina 57., Viila del Mar (CL). SAN MAR-
TIN GAMBOA, Ricardo Manuel Guillermo; Hernando
de Aguirre 959, Dpto. 207, Providencia., Santiago de Chile
(CL).

Mandatario: MORENO SAMPER, Olga Lidia etal.; Av.
Isidora Goyenechea 3250 oficina 302, Las Condes., Santia-
go de Chile, 7550083 (CL).

Estados designados (a menos que se indique otra cosa,
para toda clase de proteccion nacional admisible): AE, AG,
AL, AM, AO, AT, AU, AZ, BA, BB, BG, BH, BN, BR, BW,
BY,BZ, CA,CH, CL, CN, CO, CR, CU, CZ, DE, DK, DM,
DO, DZ, EC, EE, EG, ES, FI, GB, GD, GE, GH, GM, GT,
HN, HR, HU, ID, IL, IN, IR, IS, JP, KE, KG, KN, KP, KR,
KZ,LA,LC,LK,LR,LS,LU,LY, MA,MD, ME, MG, MK,
MN, MW, MX, MY, MZ, NA, NG, NI, NO, NZ, OM, PA,
PE, PG, PH, PL, PT, QA, RO, RS, RU, RW, SA, SC, SD,
SE, SG, SK, SL, SM, ST, SV, SY, TH, TJ, TM, TN, TR, TT,
TZ, UA, UG, US, UZ, VC, VN, ZA, ZM, ZW.

Estados designados (a menos que se indique otra cosa,
para toda clase de proteccion regional admisible): ARIPO

(BW, GH, GM, KE, LR, LS, MW, MZ, NA, RW, SD, SL,
ST, SZ, TZ, UG, ZM, ZW), euroasiatica (AM, AZ, BY, KG,
KZ, RU, TJ, TM), europea (AL, AT, BE, BG, CH, CY, CZ,
DE, DK, EE, ES, FL, FR, GB, GR, HR, HU, IE, IS, IT, LT,
LU, LV, MC, MK, MT, NL, NO, PL, PT, RO, RS, SE, SI,
SK, SM, TR), OAPI (BF, BJ, CF, CG, CL, CM, GA, GN,
GQ, GW, KM, ML, MR, NE, SN, TD, TG).

Publicada:

con informe de busqueda internacional (Art. 21(3))

(54) Title: USE OF EXTRACTS OF QUILLAJA SAPONARI4 FOR THE PREVENTION AND CONTROL OF BACTERIAL IN-
FECTIONS IN FISH

(54) Titulo: USO DE EXTRACTOS DE QUILLAJA SAPONARIA PARA LA PREVENCION Y CONTROL DE INFECCIONES
BACTERIANAS 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
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saponaria, for the prevention and control of a bacterial disease in fish.

with food. The invention also relates to the medicinal composition and the food composition which comprise said extracts of Quillaja

(57) Resumen: La presente invencion proporciona un nuevo uso de extractos de quillay utiles para fabricar una composiciéon medicinal

O para la prevencién y control de una enfermedad bacteriana en peces, la que se administra por via oral preferentemente en combinacion

W

con un alimento. Otros objetos de invencién se relacionan con la composicion medicinal y la composicion alimentaria para la prevencion
y control de una enfermedad bacteriana 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 BACTERIANAS 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 bacterianas 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 dltimas 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 bacteriano que infectan a los peces y

gue finalmente afectan considerablemente su produccion.

Dentro de las enfermedades bacterianas que afectan a los peces, la
piscirickettsiosis 0 septicemia rickettsial salmonidea (SRS) es causada por la
bacteria Gram-negativa Piscirickettsia salmonis, un patdégeno intracelular
facultativo cuya infeccion es causa de una de las enfermedades més serias de la
industria salmonera en Chile. La piscirickettsiosis afecta a los peces durante su
ciclo productivo en agua de mar, causando elevadas tasas de mortalidad que
alcanzan el 75% y pérdidas econdémicas en la industria del orden de cientos de
millones de ddlares (Henriquez, P., Kaiser, M., Bohle, H., Bustos, P., & Mancilla,
M. (2016). Journal of fish diseases 39(4) 441-448).

Los sintomas reportados de la infeccidn sistémica causada por P. salmonis
en peces incluyen la colonizacion de érganos tales como rifiones, higado, bazo,
intestino, cerebro, ovarios y branquias (Rozas, M., & Enriquez, R. (2014). Journal
of fish diseases, 37(3), 163-188). Para combatir la piscirickettsiosis se han
desarrollado diversas estrategias tales como el cultivo temprano de los peces, la
utilizacion de antibidticos y el desarrollo de vacunas. Un factor que dificulta el
control de este patdgeno es que los tratamientos en base a vacunas poseen una

eficacia limitada y por otro lado las elevadas dosis de antibidticos utilizadas en los
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cultivos produce resistencia a este tipo de medicamentos (Pulgar, R., Travisany,
D., Zuiiga, A., Maass, A., & Cambiazo, V. (2015). Journal of biotechnology, 212,
30-31). Ademas, las medidas preventivas que involucran el uso de vacunas
proveen proteccion a los peces por periodos cortos y no son efectivas en las
etapas adultas de los salmones, hacia las fases finales del ciclo productivo
(Tobar, J. A., Jerez, S., Caruffo, M., Bravo, C., Contreras, F., Bucarey, S. A., &
Harel, M. (2011). Vaccine, 29(12), 2336-2340). Por otra parte, se ha evidenciado
la existencia de variantes de P. salmonis resistentes a los antibidticos mas
utilizados tales como flumequina, enrofloxacino, eritromicina, amoxicilina y acido
oxolinico (Mora, S. J. P., Farias, R. C., Gadicke, L. H. P., Rozas, S. M. (2011).
Tesis de medicina veterinaria: “Andlisis de antibiogramas de cepas de
Piscirickettsia salmonis aisladas de salmones y truchas cultivados en las regiones
de los Rios, Los Lagos y Aysén los afios 2007 y 2008”. Universidad de
Concepcién, Facultad de Ciencias Veterinarias). Lo anterior sumado a que la
efectividad de los tratamientos y el nivel de protecciéon otorgado depende de
diversos factores tales como la inmunobiologia de los peces, las condiciones de
administracion de los tratamientos y de factores ambientales, el control del
resultado final se dificulta (Tobar, I. y cols. (2015). Frontiers in immunology, (6)
244). A pesar de los esfuerzos realizados, la elevada frecuencia de nuevos
eventos epizo6ticos causados por P. salmonis indican que se requieren nuevas

alternativas para prevenir y controlar esta enfermedad.

Una alternativa al desarrollo de vacunas y tratamiento con antibiéticos es la
administracion de una alimentacién 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, €24).

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
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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 produccion 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 revisién de Wang, Y. y cols. (2016), International journal of molecular
sciences, 17(3), 325, se describe en relacion a animales acuaticos 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
uso en la prevencién 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 W02015179840 describe combinaciones o composiciones
que comprenden Yucca schidigera 'y Quillaja saponaria, y adicionalmente incluyen
agentes antimicrobianos, antibiéticos 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
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CpG no metilado. Preferentemente, la composicion incluye saponinas derivadas
de Quillaja saponaria, y aun mas preferentemente, la saponina esta 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 el que 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.

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 téxicas 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.
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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

La presente invencion divulga un nuevo uso de extractos de quillay para la
prevencién y control de enfermedades bacterianas en peces. Un objeto de
invencion es un extracto de Quillaja saponaria (til para fabricar una composicién
medicinal para la prevencién y control de una enfermedad bacteriana en peces.
Dicha preparacién medicinal se administra a los peces por via oral en un rango de
dosis entre 0,9 — 12 mg de saponinas por kilogramo de peso vivo de los peces. La
administracion a los peces se realiza por via oral en combinacién con un alimento.
En una modalidad preferida, la enfermedad bacteriana es provocada por una
bacteria Gram negativa, en donde dicha bacteria se selecciona del grupo que
consiste en los géneros Piscirickettsia, Aeromonas y Vibrio, y en una modalidad
preferida, la bacteria perteneciente al género Piscirickettsia es Piscirickeltsia

salmonis.

En otra modalidad preferida, la enfermedad bacteriana es provocada por
una bacteria Gram positiva, preferentemente perteneciente al género

Renibacterium.

El uso de los extractos de quillay se utiliza preferentemente en peces
salménidos, los que se seleccionan del grupo que consiste de las especies Salmo
salar, Salmo trutta, Salmo gairdnerii, Oncorhynchus mykiss y Oncorhynchus
kisutch.
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Otro objeto de la presente invencion es una composicion medicinal para la
prevencion y control de una enfermedad bacteriana 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 prevencién y control de una enfermedad bacteriana en peces que
comprende un extracto de Quillaja saponaria y un aditivo apropiado. El extracto
de Quillaja saponaria se encuentra en una proporcién inferior al 6% p/p del peso
total de la composicion.

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 prevencién y control de infecciones bacterianas
que afectan a peces. Los inventores han comprobado que diferentes extractos de
saponinas de Quillaja saponaria Molina, planta endémica de Chile, poseen un
efecto protector frente a infecciones bacterianas que afectan el cultivo de
salménidos. Los inventores han llegado a obtener las concentraciones 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.
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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.

Extracto altamente purificado de Quillaja saponaria Molina en
Vax Sap ® 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.
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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 bacterianas en peces. A través del nuevo uso de extractos de
Quillaja saponaria de la presente invencion se pueden obtener medicamentos
cuyo proposito es prevenir, controlar, curar, tratar o aliviar enfermedades
bacterianas en peces; y ademas se pueden obtener productos alimentarios para
uso medicinal que poseen propiedades terapéuticas con los mismos fines.

La presente invencién abarca el uso de los extractos de Quillay contra
bacterias que afectan a peces, entre las cuales se incluyen bacterias Gram
negativas tales como Piscirickettsia salmonis, Aeromonas salmonicida 'y Vibrio sp;
y bacterias Gram positivas tales como Renibacterium salmoninarum, o cualquier
otra bacteria que afecte la salud de peces, ya sea en agua dulce o de mar. Las
especies mas susceptibles de peces son salménidos tales como: la trucha arcoiris
(Oncorhynchus mykiss), trucha de arroyo (Salvelinus fontinalis), la trucha café
(Salmo trutta), trucha alpina (Salvelinus alpinus), el salmén del Atlantico (Salmo
salar), salmén del Pacifico (Oncorhynchus spp.), salmén keta (Oncorhynchus
keta), salmén Chinook (Oncorhynchus tshawytscha), entre otros.

Los extractos de Quillaja saponaria en la presente invencién se utilizan
para la elaboracién de un producto medicinal o un producto alimenticio para la
prevencién o el control post-infeccidn de bacterias en 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
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oral, tales como: lactosa, almidén de maiz, didéxido de silicio, entre otros

ampliamente conocidos por cualquier experto en la materia.

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 composicion alimentaria
comprende aditivos alimenticios apropiados para salmoénidos 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 invencién, sus modalidades
preferidas y ejemplos comparativos, pero en ningun caso deben considerarse
para restringir el alcance de la solicitud de patente, el cual sélo esté 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
Hug/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 concentracion 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 visualizacidén de las células a través de microscopia optica.

Los resultados indicaron que la concentracién de los extractos que causa el
50% de muerte celular (CCsp) varié entre 3,5y 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: Ensayo in vitro sobre el uso de extractos de quillay para la

prevencion y/o tratamiento de infecciones bacterianas de peces.

Eficacia de productos de quillay sobre Piscirickettsia salmonis in vitro.

Para evaluar el efecto de extractos de quillay sobre la replicacién de la
bacteria Piscirickettsia salmonis se realiz6 una infeccion de prueba en monocapas
de la linea celular embrionaria CHSE-214 (Oncorhynchus tshawytscha, ATCC
Number CRL-1681, American Type Culture Collection) de salmén Chinook. La
replicacion bacteriana se determin6 mediante qPCR, técnica ampliamente
conocida que permite cuantificar el nimero de copias de ADN bacteriano que se
obtiene como producto de la infeccion.
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Las células se sembraron en una proporcién de 1,2 x 10° células por pocillo
en placas de 6 pocillos y se cultivaron con una confluencia del 60 al 70%. La
monocapa celular se infecté con un indculo bacteriano con un titulo de 10° copias
de ADN gendmico. Para determinar la eficacia de los extractos, las células se
infectaron con el inéculo bacteriano diluido en 1 mL de medio de cultivo (Medio
Esencial Minimo (MEM, Hyclone) suplementado con buffer HEPES (Hyclone,)
(10mM), aminoacidos no esenciales (1x) (Hyclone,) y suero fetal bovino 10% (v/v)
(SFB, Hyclone), suplementado adicionalmente con los extractos de quillay a la
concentracibn a ensayar, en particular los productos Ultra Dry® 100-Q
(UD100Q®, Desert King) (65% p/p saponinas) o Quillaja Dry® 100 (QD100®,
Desert King) (25% p/p de saponinas). Luego se compard la capacidad de

infeccion de P. salmonis con respecto al in6culo sin tratar con los extractos.

La eficiencia de la infeccion fue cuantificada mediante qPCR a través de la
amplificacion del gen 16S ribosomal. Cada condicién se realiz6 en triplicado.
Como resultado se obtuvo que los extractos de quillay inhibieron la replicacion
bacteriana, en donde el producto Ultra Dry® 100-Q logré reducir en un 97,98% la
replicacion al compararlo con el control sin tratar. El producto Quillaja Dry® 100
logré inhibir en un 64,40% la replicacién bacteriana, segun se muestra en la Tabla

3 a continuacion.

Tabla 3. Resultados del ensayo de inhibicion de infeccion de células CHSE-214

por Piscirickettsia salmonis.

Concentracion
Ci inhibitoria de %
Tratamiento Copias/mL saponinas S
(dRn) totales Inhibicion
(mg/mL)
Control sin 1529 | 7,94E+7 0 0
bacterias
UD100Q® (65 %
purificacion de 20,07 1,60E+6 0,00016 97,98
saponinas )
QD100® (25% de
purificacion de 14,73 1,94E+7 0,00053 64,40
saponinas)
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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 impregn6 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 proporcién 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 bacterianas de peces in vivo.

Eficacia de productos de quillay sobre Piscirickettsia salmonis in vivo.

Se utilizaron 180 salmones del Atlantico (Salmo salar), con un peso
promedio de 30 g (alevines). Se seleccionaron peces clinicamente sanos y libres
de los patdégenos ISAv y P. salmonis, o que fue chequeado mediante muestreo y
posterior diagnéstico molecular a través de RT-PCR en tiempo real (QRT-PCR).
Adicionalmente, antes del traslado de los peces a la estacién experimental se
muestrearon 60 ejemplares para realizar el chequeo sanitario, el cual consider6
andlisis de necropsia, frotis fresco de branquias, intestino y piel, tincion Gram de

organos internos (bazo, rifidn y cerebro), tinciébn naranja de acridina de branquias,
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IFAT BKD de rifidn, IFAT SRS de rifién, cultivos bacteriolégicos y RT-PCR para
IPNv.

Durante el ensayo los peces se alimentaron con una dieta de calibre 15
EWOS Micro 15CP® en una proporcién diaria de 0,75% de peso corporal (pc/dia).
A los alimentos se incorpor6 diariamente una dosis de cada producto de extracto
de quillay (Ultra Dry® 100-Q o Quillaja Dry® 100, Desert King) en una dosis de
3,75 mg/Kg de producto.

Se diserid el experimento con los siguientes grupos experimentales:
controles positivos (peces desafiados con la bacteria y alimentados sin productos)
y negativos (peces no desafiados con la bacteria y alimentados sin productos), y
grupos tratamiento (peces desafiados con la bacteria y alimentados con
productos).

El desafio se realiz6 a través de una infeccibn experimental con
Piscirickettsia salmonis por inyeccién intraperitoneal en la linea ventral a razén de
0,1 mL de inéculo por pez, el cual tenfa un titulo de 3 x10° copias de genoma
bacteriano/mL. A los peces del grupo control negativo se les inocul6 0,1 mL de
medio de cultivo. Todos los grupos experimentales siguieron el siguiente
cronograma, segun se indica en la Tabla 4 a continuacién.

Tabla 4. Cronograma del tratamiento para la prevencién y/o control de
piscirickettsiosis in vivo utilizando extractos de quillay.

Dia -15 0 1 7 45
Aclimatacién Inicio | Término
Tratamiento con extractos de
quillay via oral Ultra Dry® 100- Inicio Término
Q o Quillaja Dry® 100
Inoculacién con Piscirickettsia Inicio/
salmonis Término
Seguimiento post infeccion Inicio Término
Seguimiento post tratamiento Inicio Término

Duracioén del ensayo Inicio Término
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Como resultado se obtuvo que el producto Ultra Dry® 100-Q logrd reducir
en un 37% la mortalidad asociada a la infeccion por Piscirickettsia salmonis (SRS)
al compararlo con el grupo desafiado con la bacteria y alimentado con dieta
normal (sin extractos de quillay). El producto Quillaja Dry® 100 logré una

reduccién de un 18% respecto al mismo control, segun se muestra en la Tabla 5.

Tabla 5. Resultados ensayo in vivo con dietas funcionales con extractos de

quillay.
Mortalidad | Sobrevivencia | Nivel de proteccion
Grupos experimentales promedio promedio respecto al control
(%) (%) (%)

Dieta normal 0 100 -
Dieta normal + infeccion con
Piscirickettsia salmonis 45.8 54,2 i
Dieta con extractos de
quillay (UD1 OOQ(_FD, 66% 59 71 36.,68%
pureza de saponinas) +
infeccion con P. salmonis
Dieta con extractos de
quillay (QD100®, 26% o
pureza de saponinas) + 37,5 62,5 18,12%
infeccion con P. salmonis

Por lo tanto, los resultados obtenidos respecto del uso de extractos de
Quillaja saponaria para la prevencién y/o control de enfermedades bacterianas en
peces son altamente efectivos, los que reflejan un efecto protector contra
Piscirickettsia salmonis in vitro por sobre el 60% de eficacia; mientras que in vivo
se pudo comprobar el efecto preventivo y/o de control de la enfermedad,
evidenciando una disminucién de la mortalidad asociada a la bacteria de un 18 a
un 36% a una concentracion de 3,75 mg/Kg de producto por peso vivo de los

extractos naturales de quillay con diferentes grados de pureza de saponinas.
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REIVINDICACIONES

. Uso de un extracto de Quillaja saponaria, CARACTERIZADO porque sirve

para fabricar una composicién medicinal para la prevencién y control de una

enfermedad bacteriana en peces.

. 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.

. Bl uso segun la reivindicacibn 2, CARACTERIZADO porque la

administracion a los peces se realiza por via oral en combinacion con un

alimento.

. El uso segun la reivindicacion 1, CARACTERIZADO porque la enfermedad

bacteriana es provocada por una bacteria Gram negativa.

. El uso segun la reivindicacion 4, CARACTERIZADO porque la bacteria

Gram negativa se selecciona del grupo que consiste en los géneros
Piscirickettsia, Aeromonas'y Vibrio.

. El uso segun la reivindicacion 5, CARACTERIZADO porque la bacteria

perteneciente al género Piscirickeltsia es Piscirickettsia salmonis.

. El uso segun la reivindicacién 1, CARACTERIZADO porque la enfermedad

bacteriana es provocada por una bacteria Gram positiva.

. El uso segun la reivindicacién 7, CARACTERIZADO porque la bacteria

Gram positiva pertenece al género Renibacterium.

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

salmoénidos.

10.El uso segun la reivindicacion 9, CARACTERIZADO porque los salménidos

se seleccionan del grupo que consiste de las especies Salmo salar, Salmo
frutta, Salmo gairdnerii, Oncorhynchus mykiss y Oncorhynchus kisutch.

11.Una composicion medicinal para la prevencion y control de una enfermedad

bacteriana en peces, CARACTERIZADA porque comprende un extracto de
Quillaja saponaria y un excipiente apropiado.
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12. La composicion segun la reivindicacion 11, CARACTERIZADA porque el
extracto de Quillaja saponaria se encuentra en una proporcién entre el 2% y

el 90% p/p del peso total de la composicion.

13. Una composicién alimentaria para la prevencion y control de una
enfermedad bacteriana en peces, CARACTERIZADA porque comprende un

extracto de Quillaja saponaria y un aditivo apropiado.

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 peso total de la composicion.
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